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RESUMO

No Nordeste do Brasil Hippocampus reidi € o cavalo-marinho de mais ampla distribuicdo
geografica e estd ameacado de extingdo pelos efeitos antrépicos. No estuario do rio
Maracaipe no estado de Pernambuco, h4 alguns anos considerado um “santudrio” para esta
espécie, ja ndo é possivel observa-la em algumas amostragens. Esta localidade vem sendo
monitorada desde a criacdo do “Projeto Hippocampus”, ha mais de 15 anos, uma instituicdo
nao governamental que visa a conservacao dos cavalos-marinhos. Neste trabalho, visando
a recuperacdo da populacdo de Pernambuco, investigamos a diversidade genética de 30
adultos e 99 juvenis desta localidade e de 29 adultos coletados no Parque Nacional de
Jericoacora, no estado do Ceard, onde os dados do “Projeto Hippocampus” apontam para
uma populacdo demograficamente saudavel. Para a analise da diversidade genética foram
utilizados quatro primers de Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs). Por esta metodologia
A finalidade desde estudo foi decidir qual o melhor caminho para a recuperagdo da
populacdo de Maracaipe: 1) a translocacdo de individuos coletados no Ceard para
Pernambuco, ou 2) a reproducdo em cativeiro dos individuos de Pernambuco, com a
introducdo dos juvenis na natureza. Nossos resultados mostraram que todos os fragmentos
amplificados foram polimorficos entre os grupos estudados. A menor diferenciacdo genética
foi observada para os adultos e juvenis de Pernambuco. O dendograma com o algoritmo de
Neighbor-joining e o modelo de numero de diferencas apresentou um grupo com 0S
individuos do Cear& e outro com adultos e juvenis de Pernambuco. A andlise de Evanno
apresentou um delta K maior para dois grupos e a presenca destes dois grupos foi
confirmada pelo software Structure. A analise molecular da variancia mostrou que mais de
30% das diferencas ocorrem entre esses dois grupos. Nossos resultados apontam que a
melhor estratégia conservacionista para as duas populacdes estudadas € a reproducdo em

cativeiro dos individuos de Pernambuco e a posterior soltura dos animais na natureza.

Palavras-Chave: ISSR, Maracaipe, Parque Nacional de Jericoacora, peixe.
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ABSTRACT

In northeast Brazil Hippocampus reidi is the seahorse wider geographical distribution and is
threatened of extinction by anthropogenic effects. In the estuary of the Maracaipe river in
Pernambuco state, a few years ago considered a "sanctuary" for this species, is no longer
possible to observe it in some samples. This locality has been monitored since the creation
of "Hippocampus Project," for more than 15 years, a non-governmental institution which aims
at conservation of seahorses. In this work, focusing on the recovery of Pernambuco
population, we investigated the genetic diversity of 30 adults and 99 progenies from this
location using four Inter Simple Sequence Repeat (ISSRs) primers. We also analyzed by this
methodology 29 adults collected in the Parque Nacional de Jericoacoara in Ceard state, a
demographically healthy population according to "Hippocampus Project". Here evaluated the
best way to recover Pernambuco population: 1) the translocation of individuals collected in
Ceard for Pernambuco, or 2) captive breeding of Pernambuco seahorses and the
introduction of offspring at this location. Our results showed that all the amplified fragments
were polymorphic between groups. The smallest genetic differentiation was observed for
adults and progenies of Pernambuco. The dendogram with the Neighbor-joining algorithm
and the number of differences model showed a group of Ceara and other with adults and
progenies of Pernambuco. The Evanno analysis showed a higher delta K to two groups and
this result was confirmed by Struture software. Analysis of Molecular Variance showed that
over 30% of the differences occur between these two groups. Our results suggest that the
best conservation strategy is the captive breeding of Pernambuco seahorses and the release

of offspring to reinforce this population.

Key words: fish, ISSR, Maracaipe, Parque Nacional de Jericoacora.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Os cavalos-marinhos séo peixes 0sseos pertencentes a familia Syngnathidae e estao
todos incluidos dentro do género Hippocampus. As mais de 50 espécies desse grupo estao
distribuidas em todo o mundo, ocupando regides tropicais e temperadas, sendo encontrados
em aguas litoraneas e estuarinas (LAURIE et al., 2004; FROESE; PAULY, 2015).

Atualmente os cavalos-marinhos sofrem sérios problemas de conservacao, muitas
vezes gerados por interferéncia antropica, tais como a pesca excessiva, a contaminacao e
destruicdo de seus ambientes naturais, 0 seu uso para fins medicinais por algumas culturas
e a intensa manipulacdo com finalidade turistica (SILVEIRA, 2005). Tal situacdo tem levado
a um grande decréscimo populacional destes organismos (LOURIE et al., 1999). Como uma
medida para a preservacdo dos cavalos-marinhos, desde novembro de 2002 todas as
espécies de Hippocampus foram adicionadas ao apéndice Il da CITES (Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) onde estédo
mencionadas as espécies cujas populacbes selvagens estdo ameacadas, ou podem se
tornar ameacadas, pelo comércio internacional. Ao nivel nacional, H. reidi, H. erectus e H.
patagonicus sdo consideradas como vulneraveis a extingdo (MMA 2014).

Nas Ultimas décadas, os estudos genéticos tornaram-se importantes ferramentas
para avaliar a perspectiva de sobrevivéncia de espécies e populacbes ameacadas de
extingdo. Baixa variabilidade genética sugere maior vulnerabilidade dos individuos frente as
variagfes ambientais (FRANKHAN, 1995) e serve de alerta em estudos conservacionistas.

No Brasil, a populagéo de H. reidi do litoral do estado de Pernambuco, em Maracaipe
enfrenta sérios problemas de conservacédo. Esta localidade, considerada ha quinze anos um
“santudrio” para esta espécie, vem sendo monitorada pelo “Projeto Hippocampus” desde
2001, sendo apontada uma notavel diminuicdo de individuos desta populagéo, chegando a
zero em algumas amostragens (SILVEIRA et al., 2011).

Em vista dos problemas de conservacdo enfrentados pelos cavalos-marinhos o
conhecimento da diversidade genética pode contribuir com a preservacao de suas espécies
e populacbes, gerando subsidios fundamentais para acdes corretas de manejo
(FRANKHAM et al., 2008). Para populacGes que estdo em iminente risco de extin¢cao, tal
como ocorre para H. reidi de Maracaipe, qual seria a medida de conservacdo mais

apropriada, o ingresso de individuos de outra populagéo préxima ou o reforco da populacdo



natural a partir da progénie de individuos desta mesma populagdo reproduzidos em
cativeiro? Esclarecimentos deste tipo sdo fundamentais em um pais tdo diverso e, ao
mesmo tempo, com tantas espécies ameagadas como o Brasil, constituindo-se na linha de

frente da area da Genética da Conservacao.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Avaliar a diversidade genética de populagbes do cavalo-marinho Hippocampus reidi

em areas do litoral Nordeste do Brasil.

1.2.2. Objetivos especificos

-Quialificar e quantificar a diversidade genética das popula¢des naturais de cavalos-
marinhos de H. reidi do estuario do rio Maracaipe em Pernambuco e do Parque
Nacional de Jericoacora no estado do Ceara, bem como de uma populacdo de

cativeiro.

- Comparar a diversidade genética dentro e entre as populacdes estudadas a fim de
verificar qual a estratégia de manejo mais adequada para a recuperacdo da
populacdo de H. reidi de Pernambuco: 1) a reproducdo de individuos desta
populacdo em cativeiro e a liberagcdo dos descendentes no ambiente natural ou 2) a

translocacao de individuos da populacdo de Ceara para Pernambuco.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Taxonomia e distribuicdo geografica dos caval  os-marinhos com destaque

para as espécies que habitam a costa brasileira

Os cavalos-marinhos (Figura 1) s8o peixes 0sseos pertencentes a classe
Actinopterygii, ordem Syngnathiformes, e a familia Syngnathidae. Esta familia esté dividida
em duas subfamilias: Hippocampinae e Syngnathinae (NELSON, 1994). Todos os cavalos-
marinhos estéo incluidos no género Hippocampus (Hippocampinae) para o qual j& foram
catalogadas mais de 50 espécies no mundo (FROESE; PAULY, 2015)

Figura 1. Fémea de cavalo-marinho (Hippocampus reidi). Fonte: Silveira (2005).

As espécies de cavalos-marinhos apresentam ampla distribuicdo mundial com
provavel origem ha pelo menos 20 milhdes de anos (FRITZSCHE, 1980; FOSTER,;
VINCENT, 2004). Os representantes deste grupo podem ser marinhos e estuarinos, sendo

encontrados em aguas de regifes tropicais e temperadas, entre as latitudes de 50° ao norte



até 50° ao sul (LAURIE et al., 2004), Figura 2. Normalmente habitam ambientes costeiros,
como recifes, baias, bancos de algas marinhas, mangues e lagoas (FOSTER; VINCENT,
2004; GOFFREDO et al., 2004; WILLADINO et al., 2012).

Figura 2. Mapa mundial destacando, em vermelho, a distribuicdo geogréafica do género
Hippocampus. Fonte: Modificado de Lourie et al. (1999).

No Brasil ocorrem trés espécies de cavalos-marinhos: H. reidi, H. erectus e H.
patagonicus (SILVEIRA et al., 2014), Figura 3. Destas, H. reidi € conhecida como a espécie
de “focinho longo” e ocorre no continente americano nas aguas dos Estados Unidos,
Bermuda, Bahamas, Cuba, Haiti, Belize, Panama, Jamaica, Barbados, Granada, Colémbia,
Venezuela, Brasil e Argentina (VARI, 1982; LOURIE et al., 1999; PIACENTINO, 2008;
BOEHM et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014). Na costa brasileira esta é a espécie de mais
ampla distribuicdo geografica ocorrendo em todos os dezessete estados banhados pelo
oceano Atlantico (SILVEIRA, 2011).




Figura 3. A. Hippocampus erectus; B—C. H. reidi; D. H. patagonicus. Fonte: Silveira et al.
(2014).

Hippocampus erectus, conhecido como cavalo-marinho raiado, apresenta
distribuicdo geografica nas aguas do continente americano, na costa do Canada, Estados
Unidos, Bermuda, Bahamas, Cuba, Haiti, Caribe, llhas Leeward, México, Guatemala, Belize,
Panama, Colébmbia, Venezuela, Brasil, Uruguai e Argentina (VARI, 1982; LOURIE et al.,
1999; PIACENTINO, 2008; BOEHM et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014). A espécie também
foi registrada na Europa, no arquipélago portugués de Acores (WOODAL et al., 2009). No
Brasil ocorre na costa da regido Nordeste, Sudeste e Sul do pais (SILVEIRA, et al., 2014).

A espécie H. patagonicus pode ser encontrada na costa da Argentina e do Brasil
(PIACENTINO; LUZZATTO, 2004; BOEHM et al., 2013; GONZALEZ et al., 2014; SILVEIRA
et al., 2014). Por apresentar caracteristicas muito semelhantes a H. erectus como, por
exemplo, o focinho de comprimento curto, H. patagonicus foi durante muitas décadas,
identificado como H. erectus no Brasil. Essa confuséo taxonémica foi resolvida por Silveira
et al., (2014), a partir de analises morfolégicas e moleculares com um grande nimero de
amostras de Hippocampus coletadas ao longo da costa brasileira, esclarecendo o nimero

de espécies que habitam esta &rea.

1.3.2 Aspectos morfolégicos dos cavalos-marinhos

Os representantes do género Hippocampus apresentam a cabeca posicionada em
angulo reto em relacdo ao eixo do corpo, tronco curvado, auséncia de nadadeira caudal e
presenca de cauda preénsil (LOURIE et al., 2004). A cauda preénsil permite que as
espécies desse género utilizem varios componentes do ambiente como ponto de apoio e
ancoragem (LOURIE et al., 1999; DIAS et al., 2002; ROSA et al., 2002).

O esqueleto dos cavalos-marinhos é altamente modificado, coberto por uma série de
segmentos 0sseos que, em conjunto, formam anéis em torno do tronco e da cauda, Figura 4
(KUITER, 2001; LOURIE et al., 2004). As placas Osseas sao articuladas na cauda, mas
estdo entrelacadas formando um esqueleto completo externo no tronco. Algumas espécies
apresentam protuberéncias 6sseas ou filamentos de pele que se formam a partir dos anéis
6sseos (NORMAN; GREENWOOD, 1975).

O peso dos cavalos-marinhos varia de acordo com o0 estagio reprodutivo,
aumentando, consideravelmente, nas fémeas que estdo carregando ovdcitos e nos machos

gue estdo gestantes. O comprimento dos adultos varia entre as diferentes espécies, desde



menos de dois cm, em H. denise, até 35 cm em H. abdominalis (LOURIE et al., 2004). A
altura de H. reidi varia de aproximadamente sete até quase 19 cm (SIVEIRA et al., 2014).

Nadadeira
peitoral

Macho Fémea

Figura 4. Representagdo esquematica da vista lateral do cavalo-marinho macho e fémea.
Fonte: Modificado de Lourie et al. (2004).

As proporcdes corporais sofrem mudancas ao longo da vida. Em comparacdo com
adultos da mesma espécie, 0s juvenis tém cabecas maiores em relacdo a seus corpos e sdo
mais magros (LOURIE et al., 2004).

1.3.3 Aspectos reprodutivos dos cavalos-marinhos

Os cavalos-marinhos apresentam caracteristicas bastante peculiares em relacédo a
reproducdo. A fémea é responsavel pela producéo dos ovdcitos e os machos pela gestacéo
dos juvenis. Os ovécitos sdo depositados dentro da bolsa incubadora do macho, Figura 5,

onde sdo fertilizados e recebem protecdo, nutricio e ambiente favoravel para



desenvolvimento dos juvenis (SILVEIRA, 2000, LOURIE et al., 2004; STOLTING; WILSON,
2007).

A gestacdo dura entre nove e 45 dias, dependendo da espécie, sendo a duragéo
influenciada pela temperatura da agua. Temperaturas mais elevadas diminuem o tempo
necessario para o desenvolvimento dos juvenis (FOSTER; VINCENT, 2004; SILVEIRA,
2010).

Figura 5. Bolsa incubadora (Bl) do macho de Hippocampus reidi nos primeiros anéis da
cauda (CA). Fonte: Silveira (2005).Barra=2 cm.

O tamanho da ninhada varia de acordo com a espécie e o tamanho corporal do
macho, em geral, machos maiores produzem mais juvenis e chegam a liberar entre cinco e
2.000 alevinos. Quando nascem, os cavalos-marinhos parecem adultos em miniatura e
variam em comprimento entre dois e 12 mm. Os recém-nascidos ndo recebem cuidado
parental (SILVEIRA, 2000; FOSTER; VINCENT, 2004; LOURIE et al., 2004).

O inicio da vida adulta nos machos da maioria das espécies pode ser reconhecido
pela presenca de uma bolsa de incubacéo totalmente desenvolvida (Figuras 4 e 5), o que
ocorre em cerca de quatro meses a um ano, dependendo das espécies (LOURIE et al.,
2004). De acordo com Foster; Vincent (2004), o desenvolvimento da bolsa incubadora pode



ndo ser um indicativo de maturidade fisiolégica, como constatado em H. trimaculatus que
desenvolve bolsa entre 8,0 e 9,0 cm de altura e matura sexualmente somente aos 12 cm,
comprovado pela andlise histoldgica dos testiculos. Apesar de ser o macho quem geste os
juvenis, 0s papéis sexuais em cavalos-marinhos séo considerados convencionais e nao
invertidos, uma vez que os machos competem pelo acasalamento e cortejam as fémeas
(VINCENT, 1994).

Os machos de todas as espécies de cavalos-marinhos que foram investigadas
passam por mais de uma gravidez em um mesmo periodo reprodutivo. A época de
reproducdo varia com a localizacdo da populacéo, e parece ser influenciada por parametros
ambientais, tais como luz, temperatura e estacdo das chuvas (LOURIE et al., 2004
SILVEIRA, 2005).

Algumas espécies de cavalos-marinhos compartilham caracteristicas em comum
como os rituais de acasalamento, porém dentro da mesma espécie podem apresentar taxas
de fertilidade, fecundidade e tamanho de recém-nascidos diferentes com base na regido
geografica em que os individuos vivem (SILVEIRA; FONTOURA, 2010).

Para todas as espécies de Hippocampus ja estudadas, o macho recebe os ovacitos
de uma Unica fémea, durante um Unico evento de reproducdo (FOSTER; VINCENT, 2004;
LOURIE et al., 2004). A monogamia apresenta-se variavel, em algumas espécies dura pelo
menos uma temporada reprodutiva, ja em outras pode ocorrer troca de parceiros. Um
comportamento de reforco para manutencdo do par formado é relatado através de
saudacOes diarias que se estendem para namoros uma vez que o macho da a luz (LOURIE
et al., 2004).

A monogamia € assinalada como um fator limitante na taxa de reproducéo da fémea,
pois pode ocorrer de a fémea liberar grande quantidade de ovdcitos que extrapolam a
capacidade da bolsa incubadora do macho. J& a taxa reprodutiva dos machos é
determinada pela extensdo do periodo de gestacdo e pela limitacdo fisica da bolsa
incubadora na recepc¢ao de ovdcitos e desenvolvimento dos juvenis (VINCENT, 1994).

Em H. reidi os casais formados ndo aceitam o cortejo de outros individuos que
tentem impedir a manutencdo do par. Durante todo o periodo de gestacdo do macho, que
dura entre 12 e 21 dias a fémea permanece fiel. Uma vez que o0s juvenis séo liberados da
bolsa incubadora, no segundo dia, 0 macho volta a cortejar a fémea e novos ovocitos sao
liberados em uma nova copula (SILVEIRA, 2000). Para H. reidi foram registrados 1.572
individuos nascidos de um unico macho, os individuos dessa espécie nascem em meédia

com sete mm de altura e atingem a maturidade sexual com oito cm (VARI, 1982; VINCENT,
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1990). Em aguas tropicais brasileiras, H. reidi atinge maturidade sexual com altura média de
12,4 cm (SILVEIRA, 2005; MAI; ROSA, 2009).

1.3.4 Caracteristicas alimentares e comportamentais de cavalos-marinhos

Os cavalos-marinhos alimentam-se de presas vivas, sdo animais de habitos
carnivoros (JAMES; HECK, 1994; FILLEUL, 1996; BERGERT; WAINWRIGHT, 1997). A
alimentacdo ocorre por succado, eles esperam a presa se aproximar da boca e, a partir de
uma expansao do opérculo, criam uma pressao negativa que suga a presa para dentro do
focinho. O sucesso desse evento é garantido gracas a rapidez gerada durante o processo
de succdo e a proximidade do alimento (FILLEUL, 1996; FOSTER; VINCENT, 2004).

As espécies do género Hippocampus raramente se aventuram em aguas abertas
para perseguir presas (FLYNN; RITZ 1999; KENDRICK; HYNDES, 2005). Em geral, se
encontram ancorados com sua cauda preénsil sobre a vegetacdo ou 0 substrato,
alimentando-se de pequenos crustaceos e larvas de peixes de forma eficaz e segura,
evitando a predacdo (KENDRICK; HYNDES, 2005, KLEIBER et al., 2011; PORTER et al.,
2013). Os cavalos-marinhos tém pouca capacidade de locomo¢do em comparacdo com
outros peixes, nadando lentamente com postura ereta (LOURIE et al.,, 1999; TESKE;
BEHEREGARAY, 2009).

O nado é realizado com a forga propulsora de uma nadadeira dorsal e as nadadeiras
peitorais garantem a direcdo e a estabilidade. As nadadeiras em cavalos-marinhos néo
fornecem forgca necessaria para migragdes distantes e as formas do corpo ndo sdo capazes
de manter alta velocidade (MICHELLE, 1993). Estas caracteristicas mostram que esses
animais estdo mais adaptados a manobra do que a velocidade do nado, dependendo,
principalmente, da camuflagem como estratégia de defesa para evitar a deteccdo por
predadores (HALE, 1996; CONSI et al., 2001; LOURIE et al., 2004).

Os cavalos-marinhos possuem alta capacidade de camuflagem, sendo capazes de
mudar de cor e desenvolver filamentos dérmicos, que imitam a situagcdo ambiental, sendo
essa uma estratégia de defesa contra predacdo e para captura de presas (LOURIE et al.,
1999; KUITER, 2000, 2001; FOSTER; VINCENT, 2004; LOURIE et al., 2004; SILVEIRA,
2005; KUITER, 2009). Mudancas de cor de curto prazo também podem ocorrer durante o
namoro e outras interacdes intraespecificas (KUITER, 2001; LOURIE et al., 2004). Algumas
espécies sdo capazes de desenvolver projecdes cutaneas que camuflam algas e até polipos
de corais, Figura 6 (LOURIE; RANDALL, 2003; SILVEIRA, 2005).
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Para conseguir capturar o alimento H. reidi realiza algumas estratégias, o animal
observa o substrato e, em seguida, direciona os olhos para a presa, inclinando o focinho e
posicionando-o préximo a regido ventral do corpo. Por nata¢éo, o animal estende o corpo e
aproxima-se lentamente da presa, envolvendo sua cauda em torno do substrato, permitindo
que se mova de maneira muito rapida e sugue a presa para dentro do focinho (FELICIO et
al., 2006). Os adultos e jovens de H. reidi usam, principalmente, as raizes de Laguncularia
racemosa e Rhizophora mangle como ponto de apoio e ancoragem, eventualmente podem
ser avistados nos galhos caidos de mangue, macroalgas e substrato enlameado (ROSA et
al., 2007).

Figura 6. A. Hippocampus reidi com apéndices cutaneos camuflam algas. B. H. bargibanti
mimetizando polipos de corais. Fonte: Silveira (2005).

Em areas com pouca vegetacdo H. reidi assume o comportamento de sentar e
esperar 0 momento certo para captura da presa. Esta espécie ndo se alimenta durante a
noite, estando adaptada para capturar a presa ao amanhecer e entardecer (FELICIO et al.,
2006).

1.3.5 Conservacédo dos cavalos-marinhos
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Os cavalos-marinhos apresentam sérios problemas de conservacdo ocasionados
pela exploracdo de suas populacdes naturais e pela destruicdo dos seus habitats. De acordo
com Lourie et al (2004), estes organismos apresentam caracteristicas bioldgicas que os
tornam especialmente suscetiveis a problemas de conservagdo. Entre estas podemos citar:
1) A producéo de poucos juvenis em relacdo a outras espécies de telosteos. 2) A gestacdo
dentro da bolsa incubadora do macho, o que significa que o desenvolvimento da prole
depende por muito mais tempo da sobrevivéncia do progenitor. 3) A monogamia na maioria
das espécies estudadas, onde a falta de um individuo do par faz com que a reproducéo
cesse até que se encontre um novo parceiro, expondo-se, frequentemente a novos
ambientes e predadores. 4) A baixa densidade populacional dificulta a formacdo de novos
casais quando um dos individuos do casal € eliminado. 5) A baixa mobilidade dos adultos,
podendo restringir a recolonizacdo de areas degradadas.

A interferéncia antropica também tem causado sérios prejuizos para a conservagao
de cavalos-marinhos, sendo responsavel pela diminuicdo das populacGes naturais. Neste
contexto podemos citar a pesca abusiva destes peixes, bem como a perturbacdo dos
ambientes onde vivem (ROSA et al., 2011). Todos estes fatores combinados levaram a uma
diminuicdo entre 15 e 50% dos tamanhos populacionais em varias espécies (LOURIE et al.,
2004).

O comércio mundial mobiliza mais de 20 milhdes de cavalos-marinhos por ano, com
as mais diferentes finalidades (VINCENT, 1996). Estes organismos s&o comercializados
para usos medicinais, como alimentos estimulantes, como enfeites e como peixes
ornamentais. Nao ha dados atualizados sobre os problemas de conservagdo dos cavalos-
marinhos. Até 1995 havia 32 paises que comercializavam estes peixes. No continente
asiatico, os dados sdo alarmantes, uma vez que o comércio de cavalos-marinhos secos
ultrapassou 50 toneladas no ano 2000 (LOURIE et al., 2004). H4 ainda o problema da
captura acidental dos cavalos-marinhos durante a pesca nao seletiva (LOURIE et al., 2004).

Na forma desidratada, o cavalo-marinho € utilizado como remédio caseiro (cha) para
cura do cansaco, asma e cancer, entre outras doencas, em diversos locais do mundo,
incluindo o Brasil, embora sem comprovacao cientifica (VINCENT, 1996).

No Brasil, a pesca excessiva do cavalo-marinho ocorre em muitos estados,
principalmente na regido Nordeste do pais (SILVEIRA, 2005). No Canal de Santa Cruz, em
Pernambuco, milhares de cavalos-marinhos sdo retirados anualmente como fauna
acompanhante durante a pesca de arrasto (SILVEIRA, 2011). Entre os anos de 1999 e 2000
para este estado, 4.114 cavalos-marinhos foram exportados, através de quatro empresas
(IBAMA/PE, oficio 1016/2001).
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Ainda em Pernambuco, no estuério do rio Maracaipe, antigamente conhecido como
um “santudrio” para estes peixes, h4 mais de 10 anos pescadores e jangadeiros realizam o
“passeio do cavalo-marinho”. O passeio consiste em conduzir turistas até o local onde vivem
estes animais, |4 os cavalos-marinhos (H. reidi) sdo capturados e colocados em vidros. A
captura dos animais independe da idade, do sexo ou se é macho gravido ou ndo. Apds 0s
turistas fotografarem, filmarem e alguns manusearem estes animais, 0S mesmos sdo
devolvidos a 4gua ou mantidos para serem visualizados na proxima visitacdo (SILVEIRA,
2005). Pesquisas realizadas pelo Projeto Hippocampus mostram que a densidade
populacional dos cavalos-marinhos (H. reidi) vem diminuindo em Maracaipe, chegando a
zero em algumas amostragens (SILVEIRA et al., 2011).

A degradacdo dos ambientes naturais onde vivem os cavalos-marinhos também
representa um sério sinal de alerta para a sua conservagdo. Muitas regides estuarinas
brasileiras estdo sendo contaminadas com efluentes provenientes de populacdes ribeirinhas
e do comércio e das industrias locais (SILVEIRA, 2005).

Dada a preocupacdo com a conservacdo dos cavalos-marinhos, desde novembro de
2002 todas as espécies de Hippocampus foram adicionadas ao apéndice Il da CITES
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora). Nesta
relacdo estdo incluidas as espécies para as quais as populacdes selvagens estédo
ameacadas, ou podem se tornar ameagadas, pelo comércio internacional. A inclusdo de
uma espécie nesta lista tem por objetivo assegurar que seu uso ocorrera de forma
sustentavel (SILVEIRA, 2005).

Ao nivel mundial, a IUCN (International Union for Conservation of Nature) classifica
H. erectus como vulneravel a extingdo, H. reidi como deficiente em dados e ndo menciona
H. patagonicus (IUCN, 2015). Ao nivel nacional estas trés espécies sdo classificadas como

vulneraveis a extingdo (MMA, 2014).

1.3.6 Genética da conservacao

A genética evolutiva se ramificou em diferentes campos, entre 0s quais, a genética
da conservacdo, que consiste no uso da teoria e de técnicas da genética que contribuem
para avaliar e reduzir o risco de extincdo das espécies. Os estudos genéticos podem ajudar
no conhecimento da diversidade que as espécies ou populacbes possuem e, assim, auxiliar
a manté-las como entidades dindmicas capazes de se adaptar as mudancas ambientais.
Este é um dos principais enfoques da biologia da conservacdo, permitindo a tomada de

decisdes corretas no manejo de espécies e populacdes em risco de desaparecerem
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(FRANKHAM et al., 2002, 2008). Os principais focos da genética da conservacdo abordam
os efeitos da endogamia, perda da diversidade genética, fragmentacdo das populacdes,
reducédo do fluxo génico, manejo genético de espécies ameacadas, resolugéo taxonémica e
avaliacdo das unidades de manejo (FRANKHAM et al., 2008).

Muitas pesquisas voltadas a genética da conservagdo estudam os efeitos da
estruturacdo populacional, a fim de gerar conhecimentos visando a sobrevivéncia em longo
prazo de espécies em vias de extingcdo, auxiliando a proteger a biodiversidade (FRANKHAM
et al., 2002; WAN et al., 2004). O declinio do tamanho populacional leva ao surgimento de
endogamia e a perda de diversidade genética, resultando em riscos elevados de extin¢ao
(WAN et al., 2004).

A genética de pequenas populac¢des € dominada, principalmente, pela deriva e pela
endogamia. A deriva consiste na flutuacdo aleatéria das frequéncias alélicas ao longo do
tempo, onde alelos adaptativos podem ser perdidos e alelos deletérios podem se fixar na
populacdo (OUBORG et al., 2010).

Em populagbes pequenas com um grande nimero de cruzamentos endogamicos,
ocorre aumento da frequéncia de homozigotos. Essa situacdo leva a um aumento da
expressdo de alelos recessivos, muitos dos quais sdo deletérios, podendo comprometer o
potencial adaptativo da populacdo. Uma vez que a endogamia ndo afeta as frequéncias
alélicas da populacao, esta ndo é considerada um fator evolutivo. No entanto, ao aumentar a
homozigose, a endogamia expde o0s alelos recessivos aos efeitos da selecdo natural
(OUBORG et al., 2010).

A degradacdo dos ambientes naturais, muitas vezes devido ao crescente impacto da
interferéncia antrépica, tem levado a uma alarmante perda de biodiversidade (DIRZO;
RAVEN, 2003; FRANKHAM et al., 2008; CARDINALE et al., 2012; MATIOLI; FERNANDES,
2012). A extingdo de espécies € uma perda imensuravel, porque cada espécie contém
informacBes genéticas Unicas, moldadas por complexas interacdes ecoldgicas ao longo de
milhdes de anos de evolucéo (GALINDO-LEAL; GUSMAO-CAMARA, 2005).

As espécies ameacadas de extincdo muitas vezes necessitam de intervencdes
diretas que assegurem a sua sobrevivéncia. Os estudos genéticos podem auxiliar na
recuperacao de populacbes pequenas com elevado risco de extingdo. Planos de manejo
adequados dependem de informacdes genéticas, as quais poderdo responder, por exemplo,
se a recuperacdo de uma populacdo ameacada devera ser feita a partir da introducdo de
migrantes de outras populacdes ou através da recuperacao desta populacdo com a criacdo
de reprodutores em cativeiro (FRANKHAM et al., 2002, 2008).
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O desenvolvimento de programas de manejo genético reconhece a importancia de
minimizar a perda da diversidade, monitorando e analisando os niveis de variabilidade nas
populacdes de espécies em perigo. A IUCN reconhece a necessidade de estudos de
conservagcdo nos niveis diversidade de ecossistemas, diversidade de espécies e de
diversidade genética, sendo essa ultima um fator crucial na conservagdo das espécies
(FRANKHAM et al., 2002, 2008).

A ideia central dos estudos de genética aplicada a conservacdo é a utilizacdo de
marcadores moleculares para avaliar a melhor estratégia de manejo a fim de evitar a perda
de diversidade causada pelas atividades humanas (MATIOLI; FERNANDES, 2012).

1.3.7 Marcadores moleculares aplicados a genéticad  a conservagao

As técnicas moleculares apresentam potenciais aplicacdes em estudos de genética
da conservacao de diferentes organismos, incluindo peixes. Sao ferramentas que ajudam a
compreender padrbes filogenéticos, filogeograficos, de fluxo génico, de estrutura de
populacBes, de variacdo dentro e entre as populacdes; elementos bastante relevantes para
a gestdo de espécies ameacadas de extingdo (WAPLES, 1998; MOBLEY et al., 2011,
WORDAL et al., 2011).

Na década de 70 houve o surgimento de metodologias capazes de decifrar as
sequéncias de DNA, como eletroforese, reac¢des de hibridacdo e sequenciamento, aliadas a
implantacdo da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (MULLIS et al.,1986).
Estas metodologias disponibilizaram um potente arsenal tecnolégico para as pesquisas
cientificas, utilizando as variagcdes das sequéncias de DNA do nucleo ou de organelas
(mitocdndrias ou cloroplastos) como marcadores informativos para diferentes estudos de
genética da conservacao (MATTEVI, 2003).

A analise do DNA mitocéndrial (mtDNA) € realizada em estudos de genética da
conservacdo com diferentes tipos de organimos (HILLIS et al.,1996; AVISE, 2000, 2009).
Nos eucariontes multicelulares o genoma mitocondrial € haploide, circular, de tamanho
pequeno, ndo recombinante e de heranca materna (AVISE, 2000, 2009). Essas
caracteristicas tornam o mtDNA uma molécula que pode atuar como um relégio molecular,
servindo para identificar linhagens e o tempo de divergéncia entre espécies. Essas
particularidades, juntamente com sua taxa de evolucao rapida, torna esta molécula atil para
identificar a estrutura populacional e a variabilidade genética (AVISE, 1995, 2000, 2009;
MOBLEY et al., 2011) .
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Muitos trabalhos utilizam a técnica de sequenciamento em estudos de genética da
conservacgdo com peixes, inclusive com cavalos-marinhos (ALAM et al., 2014; WANG et al.,
2014; ZHANG et al., 2015). Exemplos séo ilustrados pelas investigacdes de regides do
MtDNA, revelando a estrutura genética de diferentes espécies destes organismos
(GOSWAMI et al., 2009; FEDRIZZI et al., 2015). Nestes peixes, 0 sequenciamento direto
dos genes do mtDNA, como o COI, também vem sendo utilizado na identificagédo ao nivel de
espécie (HENRIKSSON et al., 2012). Este mesmo marcador permitiu a definicdo de trés
espécies de cavalos-marinhos na costa do Brasil (SILVEIRA et al., 2014). Esses esfor¢os
sdo de grande importancia para o desenvolvimento de estratégias de conservacao
abrangentes.

Além de marcadores mitocondriais, 0s nucleares também vém sendo amplamente
analisados em estudos de variacdo alélica (SCHAD et al., 2012), padrdes de selecdo e
estrutura populacional (SCHAD et al., 2011), associacdo com infeccdo viral e parasitaria
(FROESCHKE; SOMMER, 2012), analises filogenéticas (MUSOLF et al., 2004) e estudos de
associacdo com doencas (UEDA et al., 2003). Algumas dessas analises sdo empregadas
em pesquisas com diferentes espécies de peixes conforme descrito a seguir.

Estudos com genes nucleares e mitocédriais utilizando marcadores como Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) sdo bem empregados para avaliar as relacdes
filogenéticas, filogeografia e determinar a diversidade genética entre distintas populagdes,
incluindo espécies de peixes (DURNA et al., 2010; DASTAN et al., 2012). Esta metodologia
consiste na utilizacdo de enzimas de restricdo que geram fragmentos de DNA. Estes
fragmentos sdo separados por diferencas de tamanhos e visualizados pela hibridizacdo
destas sequéncias com compostos que emitem luminescéncia em luz ultravioleta (FALEIRO,
2007).

Os marcadores isoenzimaticos permitem a visualizacdo da variagdo alélica de
mutacfes ndo silenciosas. Essa técnica € empregada em estudos de biologia evolutiva
(FALERIO, 2007; MATIOLI; FERNANDEZ, 2012). Em peixes do género Hypostomus
provenientes do rio Parand essa metodologia permitiu a discriminacdo de trés espécies,
devido ao ndo compartilhamento de alelos em varios locos (PAIVA et al., 2005).

A técnica de RAPD (Random Amplifified Polymorphic DNA) consiste na amplificacdo
de DNA genbmico por PCR com o emprego de primers de sequéncias curtas. Essa técnica
necessita de pequenas quantidades de DNA, apresenta rapida execucdo e baixo custo,
permitindo a deteccdo de polimorfismos genéticos. Esta metodologia € recomenda para
estudos de populagBes raras ou ameacadas, possibilitando a investigacdo de qualquer

espécie, com a utilizagdo de primers arbitrarios, sem a necessidade do conhecimento do
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genoma a ser analisado (LACERDA et al., 2002; FALERIO, 2007; MATIOLI; FERNANDEZ,
2012). Em peixes, essa metodologia ja foi empregada para avaliar as variagdes genéticas
em populagbes do género Prochilodus (HATANAKA; GALETTI, 2003) e Brycon (WASKO;
GALETTI, 2002) com diferentes impactos em seus ambientes naturais.

A metodologia de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) consiste na
observacao de diferencas no comprimento de fragmentos de DNA apo6s a digestdo com
endonucleases de restricdo. Essas diferengas sdo ocasionadas por mutagcdes que criam ou
retiram sitios de reconhecimento destas enzimas. A utilizacdo dessa técnica ndo requer o
conhecimento prévio da sequéncia de DNA. E uma tecnica simples e rapida que pode
fornecer um grande nimero de marcadores polimorficos (FALEIRO et al., 2001; FALEIRO,
2007; MATIOLI; FERNANDEZ, 2012). Essa metodologia tem sido utilizada para avaliar a
genética de populacdes de varias espécies de peixes (HENRIKSSON et al., 2012, HAN et
al., 2015).

Outros marcadores moleculares, tal como a metodologia de ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) também sdo muito Gteis em estudos genéticos, incluindo aqueles
voltados a conservacao (JIN; LI, 2007, GARAYALDE et al.,, 2011, LIU et al., 2013,
DOMINGOS et al., 2014, ZHENG et al., 2015).

1.3.8 A metodologia de ISSR

A simplicidade e reprodutibilidade de um marcador molecular pode garantir seu
sucesso de utilizagdo. Os melhores marcadores para estudo gendmicos, filogenéticos e de
conservacdo apresentam boa relacdo entre o custo e a confiabilidade. Desde 1994, a
metodologia de Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) tem sido utilizada em estudos
moleculares (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

A técnica de ISSR permite verificar polimorfismos entre loci de microssatélites. Nesta
metodologia as sequencias complementares para dois microssatélites vizinhos sdo usados
como primers de PCR. Deste modo, a regido varidvel entre estes microssatélites sera
amplificada de maneira estavel e precisa (Figura 7). O tempo limitado de amplificacdo
durante os ciclos de PCR impede a replicacdo excessiva de sequéncias longas de DNA
contiguos. Como resultado uma variedade de cadeias de DNA serd amplificada, as quais
sdo geralmente curtas, mas muito variaveis em comprimento. O ISSR comporta-se como um
marcador molecular dominante em individuos diploides. Os fragmentos gerados apds a

amplificacdo representam o gendétipo dominante (heterozigoto ou homozigoto dominante) e
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a auséncia de um determinado fragmento de amplificacdo em um individuo representa o
genotipo homozigoto recessivo (NAGAOKA; OGIHARA, 1997).

| Sequéncia entre |

dois microssatélites Mutagéo
v
5'NNNNNNNNN CACACACACACAT NNNNNNNNNNN [TGTGTGTGTGTG NNNNNNG' 5 NNNNNNNNN NNNNNNNNNN  TGTGIGIGTGIG NNNNNNS'
3'NNNNNNNNN GTGTGTGTGTGT[  NNNNNNNNNNN |ACACACACACAC NNNNNNS' 3'NNNNNNNNN GTGTGTGTGTGT| [NNNNNNNNNNN - ACACACACACAC NNNNNNS'
5'NNNNNNNNN CACACACACACA  NNNNNNNNNNN  TGIGTGTGIGTG NNNNNNS' 5'NNNNNNNNN CACACACACACA - NNNNNNNNNNN  TGTGTGTGIGTG NNNNNNG®

Banda no gel

3'NNNNNNNNN GTGT NNNNNNNNNNN - ACACACACACAC NNNNNNS'

Figura 7. Representacdo esquematica da técnica de ISSR. Na parte superior das figuras
esta representada uma sequéncia de DNA com duas regifes de microssatélites (letras
vermelhas). Os nucleotideos em amarelo destacados nesta sequéncia se referem aos
pontos de ancoragem dos primers (retdngulos com fundo marrom) A) Identificacéo da regiao
alvo, seguida pelo anelamento dos primers e posterior amplificacdo do DNA, permitindo a
visualizagdo de uma banda em um gel de agarose. B) Quando h& mutac¢do o primer nédo se
anela em uma das fitas do DNA e a amplificacdo ocorrerd em apenas uma regido da fita. A

quantidade de DNA gerada nesta situagdo sera insuficiente para visualizar a banda no gel.

As vantagens do marcador de ISSR incluem sua alta taxa de replicabilidade, uma
vez que os primers apresentam um local fixo de ligacdo, com o uso de ancoras que
impedem o seu mau pareamento, sendo os primers anelados no limite do microssatélite,
Figura 7. Outra vantagem é a possibilidade de andlise da variabilidade de grande parte do
genoma, sem a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia de DNA, o que torna
essa metodologia um marcador universal e de facil aplicacdo (ZIETKIEWICZ et al., 1994;
TSUMARA et al., 1996; NAGAOKA; OGIHARA, 1997; BORNET; BLANCHARD, 2001).

Nos ultimos anos a técnica de ISSR tem sido bastante utilizada em estudos visando
estimar a diversidade genética de diferentes espécies e populacdes (CANO et al., 2005; LU
et al., 2006; ZHANG et al., 2006; ANTUNES et al., 2010; SANTOS et al., 2011; MANRIQUE-
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POYATO et al., 2013). Em peixes este marcador também vem sendo aplicado com sucesso
(GODWIN et al., 1997; LIU et al., 2006; PAZZA et al., 2007; LIU et al., 2009).

A metodologia de ISSR é um marcador rapido, barato e confiavel e pode ser aplicado
em estudos conservacionistas (JIN; LI, 2007, GARAYALDE et al., 2011, LIU et al., 2013,
DOMINGOS et al., 2014, ZHENG et al., 2015). Em espécies que apresentam problemas de
conservacédo, tal como o cavalo marinho H. reidi, os dados gerados pela utilizacdo desta
metodologia podem auxiliar no manejo adequado para a recuperacdo das populacdes com

problemas de conservacao.
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RESUMO

A interferéncia antropica sobre o meio ambiente vem ocasionando prejuizos ambientais
irreparaveis, tornando muitas espécies vulneraveis a extingdo. Este é o caso de
Hippocampus reidi, o cavalo-marinho de mais ampla distribuicdo geografica no Brasil. Na
regido Nordeste do Brasil, no estuario do rio Maracaipe em Pernambuco, ha anos
considerado um “santuario” para esta espécie de peixe ja ndo é possivel encontra-la em
algumas amostragens. Entre as alternativas para recuperar populacdes em risco de extincdo
estd a introducdo de individuos vindos de outras populacdes demograficamente saudaveis.
Outra opcao seria a reproducédo em cativeiro de individuos da prépria populacdo ameacada
e o posterior reforco da populacdo com os descendentes. Neste trabalho discutimos qual o
melhor plano de manejo em vista da diversidade genética de 30 adultos e 99 juvenis de H.
reidi de Pernambuco e de 29 adultos de uma populacdo proxima e demograficamente
saudavel proveniente do estado do Ceara. A metodologia de Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR) foi empregada com a utilizacao de quatro primers, para 0s quais todos os fragmentos
amplificados foram polimdérficos entre os grupos estudados. Os adultos e juvenis de
Pernambuco apresentaram a menor diferenciacdo genética. O algoritmo de Neighbor-joining
e 0 modelo de nimero de diferencas revelaram dois grupos, um com os adultos e juvenis de
Pernambuco e outro com os adultos do Ceara. A analise de Evanno também apresentou um
delta K maior para dois grupos, sendo a presenca destes grupos confirmada pelo software
Struture. A analise molecular da varidncia mostrou que mais de 30% das diferencas ocorrem
entre esses dois grupos. Pelos riscos da depressdo por exogamia e pelos resultados
genéticos obtidos a melhor estratégia conservacionista para a populacdo de Pernambuco
seria a reproducao em cativeiro dos individuos desta populacao e o posterior reforco com os

descendentes no ambiente natural.

Palavras chave: Brasil, ISSR, Maracaipe, Parque Nacional de Jericoacora, peixe.
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INTRODUCAO

Os problemas de conservacdo geram dados alarmantes em todo o mundo. A perda
de espécies ocorre em ritmo tao acelerado que se estima que estejamos proximos da sexta
extingdo em massa do planeta (Barnosky et al., 2011). No ambiente marinho, onde muitas
espécies desempenham um papel crucial em muitos processos biogeoquimicos que
sustentam a biosfera, aproximadamente 1% dos organismos apresenta algum grau de
perigo de extincdo, no grupo dos peixes este numero sobe para 4% (Vié et al., 2009). A
perturbacdo antropica vem contribuindo para o aumento destes numeros, através da
poluicdo e destruicdo dos habitats, assim como pela sobre exploracdo de varias espécies
(Worm et al., 2006).

Em relacdo aos cavalos-marinho, das mais de 50 espécies descritas, quase 25%
estdo listadas com algum grau de perigo de extincdo (IUCN, 2015). Desde 2002 todas as
espécies deste grupo foram adicionadas ao apéndice Il da CITES (Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora). No Brasil ocorrem trés
espécies de cavalos-marinhos, Hippocampus erectus, H. patagonicus e H. reidi (Silveira et
al., 2014), todas classificadas como vulneraveis a extingdo pelo Ministério do Meio Ambiente
deste pais (MMA, 2014). A degradacao do ambiente natural e a pesca excessiva do cavalo-
marinho ocorrem em muitos estados do Brasil, principalmente na regido Nordeste do pais.
No estuério do rio Maracaipe, no estado de Pernambuco, antigamente conhecido como um
“santudrio” para H. reidi, h4 mais de 10 anos vem ocorrendo uma severa diminuicdo da
populacdo, chegando a zero em algumas amostragens monitoradas sistematicamente nesta
localidade pelo “Projeto Hippocampus”, desde a sua fundacdo ha mais de quinze anos
(Silveira et al., 2011).

Frente a tamanha perda de biodiversidade e o0s riscos que esta situagdo representa
para o equilibrio dos ecossistemas, a resposta a uma pergunta € vital: como preservar as
diferentes espécies que se distribuem por nosso planeta? Entre as ferramentas que vem
sendo utilizadas para assessorar essa resposta esta a analise da diversidade genética. A
perda significativa de variacdo genética pode limitar as chances de uma populacéo
responder favoravelmente as mudancas ambientais (Lande, 1988; Caro e Laurenson, 1994;
Keller et al., 1998; Brito e Fernandez, 2000).

O conhecimento de como a diversidade genética de diferentes populacBes esta
estruturada € importante para guiar acdes conservacionistas (Lande, 1988; Caro e
Laurenson, 1994; Caughley, 1994). Dentro das alternativas viaveis para a recuperacao de

uma populagdo, um caminho consiste na introducdo de individuos de outra populacdo
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saudavel sob o ponto de vista demografico e genético (Edmands, 2007). Esta alternativa, no
entanto, pode ter efeitos negativos como, por exemplo, a depressédo por exogamia. Neste
caso os hibridos interpopulacionais terdo valores adaptativos mais baixos, ocasionados pelo
rompimento de interacdes entre 0s genes e entre 0s genes e 0 ambiente, podendo haver
gquebra de genes coadaptados e a exposicdo de mutacdes que nunca tinham sido testadas
juntas antes (Greig, 1979; Waser e Price, 1994; Whitlock et al., 1995; Orr, 1996; Fenster et
al., 1997; Edmands, 1999; Gharrett et al., 1999; Turelli et al.,, 2001 Edmands e Deimler,
2004; Galloway e Etterson, 2005). As diferencas entre as populacbes que doardo e
receberdo os migrantes parece influenciar diretamente no resultado do manejo, assim
gquanto maior a divergéncia genética entre as populacdes maior serd o efeito de exogamia
(Edmands, 2002; Coyne e Orr, 2004; Mendelson et al., 2004).

A recuperacdo de populacdes ameacadas de extingdo alternativamente pode ser
realizada pela reproducéo de individuos em cativeiro e o posterior manejo de reforco dos
descendentes para a natureza (Williams e Hoffman, 2009). Por outro lado, esta forma de
manejo também pode ser desfavordvel. Em populacbes pequenas, 0s cruzamentos
endogamicos podem levar a expresséo de alelos deletérios recessivos nos homozigotos. A
sobredominancia também explica a diminuicdo da adaptacdo nos casos de depresséo por
endogamia, sendo atribuida a superioridade de heterozigotos sobre ambos 0os homozigotos
(Edmands, 2007).

No presente estudo investigamos a diversidade genética, pelo marcador de Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR), das populacdes de H. reidi do estuério do rio Maracaipe,
no estado de Pernambuco e do Parque Nacional de Jericoacora, Ceard, visando avaliar qual
a melhor estratégia de conservacdo para a recuperagado da populacdo de Pernambuco, a

qual se encontra ameacada de extingéo.

MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

Amostras de cavalos-marinhos da espécie H. reidi foram coletadas em duas
localidades na costa brasileira: no estuario do rio Maracaipe (8°32'14,9”S e 35°00'17,8"W,
no estado de Pernambuco (n=30) e no Parque Nacional de Jericoacoara (2°50'23.82"S e
40°34'39.63"W), no estado do Ceara (n=29), Figura 1.
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A proposta de se avaliar a populacdo do Ceara como possivel fonte de individuos
para a populacdo de Pernambuco fundamenta-se em dados de dindmica populacional
obtidos pelo Laboratério de Aquicultura Marinha, uma Instituicdo de direitos privados e sem
fins lucrativos, responsavel pelo desenvolvimento do “Projeto Hippocampus”, que se dedica
a biologia, cultivo e conservagdao dos cavalos-marinhos. O projeto Hippocampus realiza
estudos demograficos em diversas localidades ao longo da costa do Brasil e dados
recentes, com amostragens entre 2011 e 2015, revelaram que a populagéo de H. reidi do
Ceara, além de ser uma das mais proximas de Maracaipe, encontra-se demograficamente
estavel e apresenta densidade maior de individuos em comparacdo com outras populacdes
desta espécie (Silveira et al., 2015), tal como as amostradas pelo Projeto nos estados do
Piaui (Lopes et al., 2015), Bahia (Almeida et al., 2015) e Rio de Janeiro (Ferreira e Silveira,
2015; Vidon e Silveira, 2015). Outro ponto favoravel para a escolha da analise genética da
populacédo do Ceara € que as correntes do Atlantico Sul favorecem a migracao de individuos

entre Pernambuco-Ceara (Peterson e Stramma, 1991; Tomczak e Godfrey 1994).
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Figura 1. Mapa da América do Sul, com destaque para o Brasil e para a regido Nordeste
deste pais. Esta regido aparece ampliada e com a indicagdo (setas) dos pontos de

amostragem dos cavalos-marinhos da espécie Hippocampus reidi.
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A captura das amostras dos cavalos-marinhos foi realizada manualmente, por
mergulhos em apneia (ICMBIo, Licenga: 40311-2). De cada individuo coletado foi retirado
um pequeno fragmento de tecido da nadadeira dorsal (tamanho de 1 x 2 mm), o qual foi
estocado em etanol absoluto para a extracdo do DNA. A retirada da nadadeira dorsal ndo
afeta as taxas de crescimento ou sobrevivéncia dos cavalos-marinhos (Lourie, 2003).

Foram analisados 99 juvenis de H. reidi provenientes de 10 casais do plantel de
reprodutores de cavalos-marinhos oriundos de Maracaipe e mantidos pelo Projeto
Hippocampus, neste caso os individuos inteiros foram utilizados para extracdo do DNA.
Para a proposta do presente estudo analisamos em média 10 juvenis por aquario, que

representam individuos da F1 e/ou da F2.

Extracdo e amplificacdo do DNA

A extracdo de DNA das amostras foi realizada a partir da técnica de Medrano et al.
(1990) com modificacbes. De uma amostra inicial de 24 primers, quatro foram selecionados
para futuras analises: (CA)sAT; (CA)GC; (CA)AG; (AGC).T. Estes primers foram
selecionados pela produgdo de um alto nimero de bandas polimodrficas, pela producédo de
bandas facilmente identificaveis e pela estabilidade apresentada na repetitividade da
amplificacdo das bandas em um mesmo individuo. Devido ao fato de termos obtido DNA de
um pequeno fragmento da nadadeira dorsal dos adultos nosso trabalho foi limitado & analise
de quatro primers de ISSR.

O DNA nuclear foi amplificado por PCR usando os primers de ISSR selecionados. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 20ul, contendo 20 ng do
DNA molde, 0,25 uM de cada dNTPs, 200 nM de primer, 2,5 yl de tampé&o de PCR X10, 1
mM de MgCl,,1 unidade Taq DNA polimerase (Invitrogen kit®) e agua destilada. Um controle
negativo sem DNA foi utilizado em cada reacado para verificar a auséncia de contaminacéo.

As condi¢cBes de amplificacdo foram: desnaturacédo inicial a 94°C por 4 minutos, 40
ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturacdo, 50°C por 1 minuto para anelamento dos
primers e 72°C por 2 minutos de extensao, finalizando com um ciclo de extenséo a 72°C por
5 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram corados com GelRed (Biotium, Hayward,
CA, USA) e separados em gel de agarose a uma concentracao de 2,5% em tampédo TBE 1X
corridos a 85V, 95mA e 95W constantes por uma hora. Os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta. Os tamanhos dos fragmentos de DNA foram estimados por 100 bp DNA Ladder

(Invitrogen ®). Um terco das amostras foi amplificado em duplicata para assegurar a
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confiabilidade e a reprodutibilidade do padréo de bandas. Apenas as bandas que mostraram
amplificacdo consistente foram consideradas. Bandas muito fracas e mal definidas foram

excluidas das andlises.

Andlises dos dados

A partir das bandas dos géis de ISSR foram construidas tabelas binarias de
presenca e auséncia. Os resultados desta matriz foram analisados com o programa FAMD,
versao 1.3 (Schliter e Harris, 2006) para estimar o numero de loci polimdrficos e a presenca
de bandas exclusivas.

A andlise da variancia molecular (AMOVA) foi realizada pelo programa Arlequin
versdo 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010), gerando matrizes de distancia dentro e entre as
populacBes amostradas. Foram construidos dendogramas, com o método de Neighbor-
joining e o modelo de numero de diferencas, utilizando o programa Mega 6 (Tamura et al.,
2013). O mesmo método e modelo foram utilizados para calcular as distancias genéticas
dentro e entre as popula¢fes estudadas.

O programa Structure 2.3 foi usado para estimar o numero mais provavel de
populacdes genéticas (K) (Pritchard et al., 2000). O programa foi corrido com cinco cadeias
independentes para cada valor de K de 1 a 10, com 10° replicacdes, sendo descartadas as
primeiras 10* geracGes. Os modelos de auséncia de mistura e frequéncias alélicas
independentes foram selecionados para esta andlise. O numero mais provavel de
populacdes foi estimado pelo teste de Evanno, de acordo com os valores do modelo (AK),
com base na segunda ordem de taxa de mudanca, em relacdo a K, com a funcdo de
verossimilhanca (Evanno et al., 2005).

Para verificar a presenca de selecdo neutral nas populacdes foi calculado o
parametro Tajima D (Tajima, 1989), utilizando o programa DNAsp versao 5.1 (Rozas et al.,
2003). Este programa também foi utilizado para estimar a distribuicdo par a par das

diferencas observadas e esperadas (distribuicdo mismatch).

RESULTADOS

Foram analisados 158 individuos de Hippocampus reidi constituidos por adultos e
juvenis provenientes do estuario do rio Maracaipe, no estado de Pernambuco (30 e 99

individuos, respectivamente) e do Parque Nacional de Jericoacora (29 individuos adultos),
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Tabela 1. Pelos dados concatenados dos quatro primers de ISSR utilizados foram

identificadas 96 bandas, sendo todas polimorficas entre as popula¢des estudadas.

Tabela 1. PopulacBes de Hippocampus reidi estudadas, numero de individuos (N) e

ndmero de bandas polimorficas para os quatro primers de ISSR investigados.

Populacgéo N Bandas polimoérficas
Adultos de Maracaipe, Pernambuco 30 91
Juvenis de Maracaipe, Pernambuco 99 94
Adultos do Parque Nacional de Jericoacora, Ceara 29 89

A distancia genética dentro das populagbes, utilizando o numero médio de
diferencas, foi menor para os individuos do Cearé e maior e similar para os adultos e juvenis
de Pernambuco. A populacdo do Ceara apresentou valores elevados de distancia genética
em relacdo a Pernambuco. Para os adultos e juvenis de Pernambuco foram observados
valores mais baixos de distancia genética (Tabela 2).

A andlise de similaridade pelo algoritmo de Neighbor-joining e 0 modelo do niumero
de diferencas gerou uma arvore com dois grandes grupos, um deles formado pela mistura
dos adultos e juvenis de Pernambuco e o outro pelos adultos de Ceara (Figura 2).

A andlise de AMOVA mostrou forte estruturacdo populacional para a espécie
estudada (Fst = 0,301), separando os adultos e juvenis de Pernambuco dos adultos de
Ceara (Tabela 3). Esta mesma analise considerando trés populacdes (Ceara, adultos de
Pernambuco e juvenis de Pernambuco) apresentou baixa estruturacdo populacional (Fst=
0,092).

Tabela 2. Distancia genética em Hippocampus reidi do litoral do Nordeste do Brasil medida
com marcadores de ISSR. A distancia genética foi calculada como a média do niumero de
diferencas par a par. Nas células com fundo cinza esté indicada a distancia intrapopulacional
e nas células com fundo branco a distancia interpopulacional.

Ceara (adultos) Pernambuco (adultos) Pernambuco (juvenis)

Ceard (adultos) 22,399
Pernambuco (adultos) 41,975 34,602

Pernambuco (Juvenis) 42,485 34,066 33,805
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Figura 2. Arvore de Neighbor-Joining para Hippocampus reidi utilizando o modelo de nimero
de diferencas. PEAD=Individuos adultos da populacdo de Pernambuco (em verde), FIPE=
Juvenis da populag¢édo de Pernambuco (em azul), CEAD=Individuos adultos da populacéo de

Ceara (em vermelho).
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Tabela 3. Analise da variancia molecular (AMOVA) para 158 individuos de Hippocampus
reidi pertencentes as populagdes de Pernambuco (adultos e juvenis) e de Ceara (adultos)

usando quatro primers de ISSR. GL= graus de liberdade

oL Soma dos Componente Porcentagem
Agrupamento Fonte de variacédo

quadrados da variancia de variacdo

Dois grupos
Entre populactes 1 341,922 6,88398 30,17
Dentro das populactes 157 2485,819 15,93474 69,83

Trés grupos
Entre populactes 2 355,361 3,79802 09,16
Dentro das populactes 156 2490,740 15,96628 90,84

O software STRUCTURE, que analisa a estrutura genética pela analise Bayesiana,
revelou que o nimero de grupos genéticos (valor de K) que melhor se ajusta aos nossos
dados, inferido através do teste de Evanno, foi K = 2 (Ak = 166,003), Figura 3. Ja K=3
apresentou um valor baixo para o teste de Evanno (AK =0,0911). Esta andlise confirmou a
existéncia de uma populacdo reunindo os juvenis e individuos adultos de Pernambuco e
outra populacdo com os individuos adultos de Ceara, mostrando a existéncia de dois grupos

geneticamente diferenciados Figura 4.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

150

100

Delta K

20 75 30 35 20
K

Figura 3. Grafico dos valores de delta K para determinar o niumero ideal de grupos entre as
amostras de Hippocampus reidi analisadas, constituidas por individuos adultos e juvenis de
Pernambuco e individuos adultos de Ceara, usando quatro primers de ISSR e o método de
Evanno no software STRUCTURE.
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Figura 4. Analise de agrupamento Bayesiano de 158 amostras de Hippocampus reidi
realizada com o sofware STRUCTURE para o modelo K=2. Cada barra vertical corresponde
a um unico individuo. O comprimento de cada cor é proporcional ao coeficiente de adeséo
estimado. De 1 a 29 - Individuos adultos de Ceard; de 30 a 59 - Individuos adultos de

Pernambuco e de 60 a 158 — Juvenis da populacdo de Pernambuco.

A anadlise de diferencas par a par (distribuicdo de mismatch) mostrou que nao existe
expansao populacional (Figura 5). O mesmo resultado foi observado no valor nédo
significante do teste de Tajima D (2.09679; p=0.92700).
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Figura 5. Distribuicdo de mismatch (par a par) observada e esperada para os individuos de
Hippocampus reidi provenientes de Pernambuco (adultos e juvenis) e Ceara (adultos) de

acordo com o modelo de crescimento populacional.
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DISCUSSAO

A perda de variabilidade genética pode diminuir ou limitar a capacidade adaptativa de
uma populacdo frente aos desafios ambientais. De forma especial e mais imediata, isto
ocorre em populacdes demograficamente pequenas (Frankham et al., 2010). Ao contrario
desta expectativa, para os cavalos-marinhos de Pernambuco a queda populacional nédo
parece estar acompanhada de erosdo genética. A diversidade genética das duas
localidades investigadas foi quantitativamente similar, sendo este um indicativo do possivel
sucesso de recuperacdo da populacdo de Pernambuco apdés o manejo adequado.
Observamos que os cavalos-marinhos adultos de Pernambuco apresentaram diferencas
genéticas em relacdo aos de Ceard, sendo estruturados em duas populacoes.

Por que nao utilizar a populacdo de Ceara como fonte de novos individuos para
Pernambuco? Esta decisdo é fundamentada na possivel ocorréncia de um fenémeno
conhecido como “depressao por exogamia”, o qual é justificado pela diferenciacdo genética
existente entre duas localidades. Este fendbmeno ocasiona a reducdo da adaptacdo dos
hibridos interpopulacionais, devido ao rompimento de interac@es favoraveis entre os genes e
0 ambiente (Templeton, 1986), a exposicdo de muta¢gdes que nunca tinham sido testadas
juntas antes (Schierup e Christiansen, 1996) ou por quebras de interacdes epistaticas pela
recombinagédo (Waser, 1993). Estes eventos podem aparecer na primeira geragao ou nas
geracOes subsequentes (Dobzhansky, 1948; Templeton, 1986).

Os efeitos da depressao por exogamia ja foram mencionados em diversos grupos de
organismos. Em anfibios, cruzamentos entre popula¢des separadas por pouco mais de 100
km levaram a producao de individuos menores e com malformagdes (Sagvik et al., 2005).
Em insetos, como mosquitos, moscas e besouros, diversas mas formacgdes, baixa taxa de
eclosdo e sobrevivéncia dos descendentes, foram atribuidas aos efeitos da exogamia em
populacBes afastadas desde poucos quildmetros até mais 1.000 km (Armbruster et al., 1999;
Aspi 2000, Peer e Taborsky, 2005). No grupo das aves e dos peixes, ha registros de
diminuicdo na taxa de sobrevivéncia e aumento da assimetria bilateral como consequéncia
da exogamia (Gharrett e Smoker 1991; Gharrett et al., 1999; Marr et al., 2002). Em todos os
casos citados a depressdo por exogamia foi obtida por cruzamentos de individuos entre
populacBes afastadas por distdncias menores, ou até mesmo, semelhantes as que separam
as populacdes de H. reidi de Ceara e Pernambuco (em torno de 1.100 km), evidenciando o
possivel risco de cruzarmos individuos destas duas populacdes.

Alguns autores evidenciaram que o efeito da exogamia € proporcionalmente maior

guanto mais elevada forem as diferencas genéticas entre os individuos das populagbes



32

hibridadas (Burton 1990a,b; Edmands et al., 1999, Escobar et al., 2008). Ellison e Burton
(2008) demonstraram que a depresséo por exogamia deve-se a incompatibilidade dos
genomas nucleares e mitocondriais dos hibridos, ocasionada pela recombinagdo do genoma
nuclear na meiose. O nivel de diferenca genética que observamos para as populactes de
Ceard e Pernambuco é compativel com as encontradas pelos estudos aqui citados, sendo
mais uma evidéncia do potencial de depressdo por exogamia que a populacdo de
Pernambuco poderia experimentar se individuos da populacdo do Ceard fossem
transportados para la.

Os juvenis de Pernambuco foram geneticamente semelhantes aos adultos desta
localidade, formando um Gnico grupo. Este resultado favorece a opcéo da reproducdo de
individuos de Pernambuco em cativeiro e a utilizacdo dos descendentes para reforcar esta
populacdo no ambiente natural.

Um ponto muito importante na reproducdo em cativeiro € que nao ocorra perda de
diversidade genética no processo de reforco da populagéo. Igualmente importante € evitar a
diferenciacdo genética da populacdo em cativeiro e da natural pelo efeito da deriva e da
selecdo artificial ao cativeiro (Ebenhard, 1995; Wiliams e Hoffman 2009). Em nossos
resultados observamos que para a populacdo de Pernambuco os juvenis apresentam
diversidade genética qualitativa e quantitativamente semelhante aos adultos, o que
demostra que ndo houve mudanca ou perda de diversidade genética desta populagédo na
formacgédo do plantel para reproducéo.

Entre os primeiros casos de organismos que foram reproduzidos em cativeiro e
reintroduzidos com éxito na natureza estédo a ave Gallirallus owstoni (Derrickson e Snyder,
1992) e o mamifero Mustela nigripes (Miller et al.,1996). Os programas de reprodu¢do em
cativeiro que visam a preservacdo da flora e da fauna sdo denominados de “reproducéo
para a conservagado” (Ebenhard 1995). Bloxam e Tonge (1994) salientam que dentre todas
as espécies do planeta, aquelas com alta taxa de fecundidade e curto tempo de geracéao,
como € o caso de H. reidi (Silveira e Fontoura, 2010), sdo as mais adequadas aos
programas de reproducdo em cativeiro.

No final dos anos de 1980 e inicio dos anos de 1990 os estudos mostravam que, sob
0 ponto de vista genético, as populacBes dos programas de reproducdo em cativeiro eram
menos diversas em comparacdo com as populacbes selvagens (Allard, 1988; Verspoorl,
1988; Briscoe et al., 1992). Entre as causas para esta menor diversidade Briscoe et al.
(1992) apontaram o excessivo numero de geracbes em que populacdo em cativeiro eram
mantidas. Esta constatacao foi corroborada por varios estudos, nos quais foi observado que

muitas vezes populacbes mantidas em cativeiro apresentavam perda de variabilidade
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genética a cada geracdo. Esta situacdo devia-se primeiramente a endogamia e, finalmente,
a falta de planejamento dos cruzamentos. Muitos programas de reproducdo ndo cruzavam
individuos que representavam geneticamente a populacdo natural e ndo controlavam a
progénie para evitar a deriva genética (Koljonen et al., 2002; Charpentier et al., 2005; Xu et
al., 2007). A solugédo para os problemas anteriores seria manter no cativeiro por poucas
geracgles, a fim de evitar a perda de diversidade genética (Kraaijeveld-Smit et al., 2006).
Como os juvenis utilizados na andlise deste estudo representam a descendéncia de
cruzamentos de individuos de Pernambuco capturados na natureza, ou a descendéncia dos
juvenis destes cruzamentos, ndo observamos perda de diversidade genética, ja que 0s
mesmos sao resultantes de uma ou duas geracoes.

Na reproducédo para conservagdo apos o éxito de procriar em cativeiro sem perder
variabilidade genética, um dos caminhos é o processo de reforco, chamado de
revigoramento populacional. Este processo consiste na liberacdo intencional de individuos
da mesma espécie em uma populacdo existente, visando melhorar a viabilidade da
populacdo, apresentando menores riscos que a reintroducdo. No reforco deve ser tomado o
cuidado de manter ou aumentar a diversidade genética da populacdo que recebe o0s
individuos (IUCN/SSC, 2013). Na revisdo de Fischer e Lindenmayer (2000) os autores
observaram que quase 27% dos casos de deslocamentos de animais em risco de extincdo
foram para refor¢co. Mais de 70% deste total foram reforcos com individuos da mesma
populacéo reproduzidos em cativeiro. A reproducédo em cativeiro com finalidades de reforco
de populagbes com algum grau de risco de vulnerabilidade demogréfica pode ser uma
solucdo viavel para evitar a extin¢gdo (Hedrick e Fredrickson, 2008).

Varias espécies de peixes passaram por programas de reproducdo em cativeiro e
reforgo, visando recuperar as populagdes originais (Doyle et al., 2001; Sekino et al., 2004;
Eldridge e Killebrew 2008). Este processo também vem sendo utilizado com sucesso para
outros grupos de organismos (Bennett et al., 2013; Ferrer et al., 2013; Qingwen et al., 2013;
Péchy et al., 2015). Estas informac@es, juntamente com o éxito em reproduzir H. reidi em
cativeiro, mantendo a variabilidade genética da populacdo natural de Pernambuco na
progénie, nos levam a sugerir que o reforco, atrelado a reproducdo em cativeiro, € uma
alternativa viavel para a recuperacdo desta populacdo de cavalos-marinhos. Para este
procedimento devem ser utilizados progenitores nativos e descendéncia com poucas

geracoes.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

No presente estudo, pelos dados de diversidade genética, concluimos que a
reproducdo em cativeiro € melhor estratégia para recuperar a populacdo de H. reidi do
estuério do rio Maracaipe em Pernambuco. Na proposta inicial desta pesquisa tinhamos em
mente uma segunda alternativa de manejo que seria a introdu¢cdo em Maracaipe de
individuos provenientes do Parque Nacional de Jericoacora, no Ceara, onde ha uma filial do
“Projeto Hippocampus” (uma das mais proximas de Maracaipe) e dados apontando para o
estado demografico saudavel desta populacéo (SILVEIRA et al., 2015). No entanto, esta
alternativa foi descartada, j& que Pernambuco e Ceara se mostraram como duas populagdes
distintas, e afastadas sob o ponto de vista genético.

Para que a estratégia de conservacdo da populacdo de Maracaipe se torne possivel
deve-se salientar os esforcos empregados pelo “Projeto Hippocampus”, que monitora a
populacdo dos cavalos-marinhos de Maracaipe hd 15 anos. Atualmente, o Projeto
Hippocampus pesquisa em nove estados brasileiros, nestes locais sdo realizados estudos
que visam contribuir para a elaboracao de planos de manejo adequados para cada regiéo.

A equipe do “Projeto Hippocampus” desenvolve trabalhos nas areas de taxonomia
(SILVEIRA et al., 2014), ocorréncia e dinadmica populacional (SILVEIRA, 2011; FERREIRA,;
SILVEIRA, 2015; LOPES et al., 2015; SILVEIRA et al., 2015; VIDON; SILVEIRA, 2015),
genética (NEVES et al.,, 2015), morfologia e histologia (SILVEIRA, 2000a,b; SILVEIRA,
FOUNTOURA, 2010), parasitologia (SILVEIRA, 2005), comportamento e cultivo em cativeiro
de cavalos-marinhos (SILVEIRA, 2000c; SILVEIRA, 2001; SILVEIRA; MACEDO, 2005;
SILVEIRA, 2009; SILVEIRA; FONTOURA, 2010; SILVEIRA et al, 2010). Esta visdo
“multidisciplinar” do projeto é fundamental na luta pela sobrevivéncia dos cavalos-marinhos.

Os resultados obtidos no presente estudo, por si s6, ndo garantem a recuperagéo da
populacdo de Maracaipe. Desta forma, apds a decisdo de que a melhor estratégia para
recuperar esta populacdo é a reproducdo em cativeiro, pesquisas complementares as aqui
realizadas se tornam fundamentais para decidir, por exemplo, a melhor idade para a
liberacdo dos descendentes na natureza, a escolha sobre a melhor época do ano para esta
acdo, as condi¢Oes ideais de cultivo em laborat6rio, assim como para 0 monitoramento
populacional ap6s o manejo. Diversos estudos estdo sendo conduzidos dentro desta
perspectiva, como a andlise dos parametros populacionais de diferentes espécies de
Hippocampus, incluindo estudos sobre o pico da estacao reprodutiva, aspectos relacionados
a fertilidade/fecundidade e a idade/altura de formacdo da bolsa incubadora do macho,
idade/altura da primeira maturacdo sexual entre outros (SILVEIRA, 2001; SILVEIRA, 2005;
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SILVEIRA, 2009; SILVEIRA; FONTOURA, 2010), os quais dado subsidios para a
conservacao da espécie. Outro fator importante € a técnica de cultivo do cavalo-marinho em
cativeiro, que ja é dominada pela equipe do “Projeto Hippocampus” (SILVEIRA et al., 2010),
a alimentacdo dos genitores e da prole é feita com presas vivas para que, caso retornem ao
ambiente natural, ndo encontrem dificuldades em cacar. Na propria sede do projeto séo
desenvolvidos os cultivos de microalgas, rotiferos, copépodos, artemias, camardes e peixes,
utilizados para a manutencgéo dos aquarios de cavalos-marinhos.

Outra importante linha do “Projeto Hippocampus” é o apelo social pela conservacao
do cavalo-marinho. Com o lema "Algumas pessoas acham ele lindo, outras acham estranho.
Ndés achamos que ele tem que continuar existindo”, o projeto mantem um centro de visitacdo
para escolas, universidades, comunidades locais e turistas, recebendo em média de 3500
visitantes por més (http://www.projetohippocampus.org/site/).

Sabemos que o0s cavalos-marinhos estdo desaparecendo da costa brasileira,
principalmente por questbes de interferéncia antrépica, como a poluicdo dos ambientes
naturais, a pesca incidental, o manuseio inadequado, entre outros fatores (SILVEIRA, 2005).
Em vista desta grave situacdo, quanto mais a populacdo humana se conscientizar desta
realidade maior serdo as chances de salvamos o0s cavalos-marinhos e muitas outras
espécies que, por consequéncia, correm 0 risco de desaparecer com estes peixes téo
carismaticos. Em vista do grau de ameaca que se encontram as espécies de cavalos-
marinhos que habitam a costa brasileira, os estudos voltados a sua conservacdo devem
seguir varias areas do conhecimento e de forma intensa. Vale destacar aqui que o
monitoramento constante do estuario do rio Maracaipe, desde o estabelecimento do “Projeto
Hippocampus” em Porto de Galinhas, serviu de alerta para o fato de que este “santuario” de
cavalos-marinhos estava desaparecendo. Este fato foi o propulsor da presente pesquisa,
mostrando a importancia dos estudos de base para que se conhegam as espécies em

perigo de extin¢do e, posteriormente se busquem formas de conserva-las.
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