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RESUMO

A manutencdo de corais e em especial de aguas profundas sob condicbes
artificiais e experimentacdo implicam em alto custo e complexidade, porém é
necessaria para estudos de impactos das atividades offshore de petréleo e gas.
Os residuos dessas atividades contém barita como agente de peso (>50%),
composto por particulas finas que podem afetar fisicamente esses organismos.
No presente estudo, o primeiro objetivo foi manter Lophelia pertusa em sistemas
de aquarios de recirculacdode dgua do mar natural ou artificial, comparando seu
sucesso e, em segundo, avaliar os efeitos do sufocamento por barita neste coral
através de um experimento realizado em aquarios com sistema de recirculacao
de agua. Os corais foram coletados por ROV na Bacia de Santos, a 206-247m
de profundidade, durante o Projeto SENSIMAR-PETROBRAS. As col6nias foram
aclimatadas por 80 dias antes dos experimentos em sistemas de aquarios de
agua do mar sintética filtrada (0,5um) de 700L e 300L, com salinidade (35+1) e
temperatura (12+1°C) controladas, e no escuro. O experimento foi conduzido em
aguarios de 23L em forma de cone, adaptados a um sistema de recirculacao de
agua individual (12L.h'), utilizando agua do mar sintética. Cada exposi¢céo a
particulas de barita em suspenséo (50 e 100mg.Lt) mais um grupo controle
foram mantidos em triplicata. Trés fragmentos com 3-8 pdlipos foram
acomodados verticalmente nos aquarios e aclimatados por 7 dias antes do inicio
dos experimentos. Eles foram alimentados trés vezes por semana com 300
nauplios recém eclodidos (<24h) de Artemia sp. por litro. O delineamento
experimental simulou dois ciclos de descarga, seguidos de um ciclo de
recuperacdo de 7 dias cada, totalizando 35 dias. A barita foi adicionada
continuamente com uma bomba peristaltica (0,18 L.h't). A sobrevivéncia foi
verificada apdés o experimento. Trés pdlipos em cada fragmento (9 por
tratamento) foram monitorados duas vezes por dia em relacdo aos niveis de
comportamento (1 = pélipos total ou parcialmente estendidos; 0 = totalmente
retraidos). Em relacdo ao uso de &gua do mar sintética no sistema de
manutenc¢ao, apresentou resultados promissores para L. pertusa. Apés 35 dias,
a sobrevida total do pélipo no controle foi de 100% (n = 47), enquanto em 50mg.L"
1 e 100mg.L* foram de 94,2% (n = 52) e 93,6% (n = 47), respectivamente, sem
diferenca significativa entre os tratamentos (Kruskal-Wallis qui-quadrado =
1,1667; p = 0,558). A atividade do polipo foi diferente entre os tratamentos
(Kruskal-Wallis qui-quadrado = 142,83; p <2,2e1%), com ambos 0s aquarios
expostos exibindo maior atividade que o controle, o que provavelmente esta
relacionado ao comportamento natural de limpeza de L. pertusa. A producao de
muco foi observada ap6és o primeiro ciclo de descarga em ambos os tratamentos,
e nenhum no controle, o que também esta possivelmente relacionado ao
comportamento de limpeza do coral. L. pertusa mostrou tolerancia a
sedimentacdo de barita. O sistema de recirculagdo projetado para este
experimento foi adequado para a exposi¢ao a barita.

Palavras-chave: Corais de aguas profundas; Lophelia pertusa; Sistema de
manutengao; Barita.



ABSTRACT

The maintenance of corals, especially deep-sea species, under atrtificial
conditions and experimentation imply in high cost and complexity, but it is
necessary for conducting studies of offshore oil and gas activities impacts. Waste
material from these activities contains barite as a weighting agent (>50%), which
is composed by fine particles that can physically affect these organisms. In the
present study, the first goal was to maintain Lophelia pertusa in aquaria systems
with recirculating natural or artificial seawater, comparing their success, and
secondly, to assess the effects of barite smothering on this coral in an aquaria-
based experiment with water recirculation system. Corals were collected by ROV
from Santos Basin, at 206-247 m depth, during SENSIMAR Project-
PETROBRAS. Colonies were acclimated for 80 days prior to the experiments in
700 L and 300 L natural filtered (0.5um) and 300L synthetic seawater aquaria
systems, with controlled salinity (35+1) and temperature (12+1°C) in darkness.
The experiment was conducted in 23L cone-shaped aquaria, adapted with an
individual water recirculation system (12L.h'1), using synthetic seawater. Each
exposure to suspended barite particles (50 and 100mg.L™?) plus a control group
were maintained in triplicate. Three nubbins with 3-8 polyps were accommodated
vertically in the aquaria and acclimated for 7 days before experiments start. They
were fed three times a week with 300 Artemia sp. nauplii.L? (<24 h). The
experimental design simulated two cycles of discharge, followed by a recovery
cycle of 7 days each, totalizing 35 days. The barite was added continuously with
a peristaltic pump (0.18L.hY). Survival was checked after the experiment. Three
polyps in each nubbin (9 per treatment) were monitored twice a day regarding
behavior levels (1 = fully or partially extended polyps; 0 = fully retracted). In
relation to the use of synthetic seawater in the maintenance system, it showed
promising results for L. pertusa. After 35 days, total polyp survival in control was
100% (n = 47), while in 50mg.L* and 100mg.L* were 94.2% (n = 52) and 93.6%
(n = 47), respectively, with no significant difference between treatments (Kruskal-
Walllis chi-squared = 1.1667, p = 0.558). Polyp activity was different between
treatments (Kruskal-Wallis chi-squared = 142.83, p<2.2e1), with both exposed
aquaria displaying higher activity than control. It is probably related to the natural
cleaning behavior of L. pertusa. Mucus production was observed after the first
cycle of discharge in both treatments, and none in control, which is also possibly
related to cleaning behavior. L. pertusa showed tolerance to sedimentation of
barite. The recirculated system designed for this experiment was adequate for
barite exposure.

Key-words: Deep-water corals; Lophelia pertusa; Recirculated system; Barite.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os corais sdo conhecidos pela exuberancia de cores que caracteriza
grandes recifes de aguas rasas. Os recifes sdo considerados ecossistemas
complexos e heterogéneos, de grande importancia ecologica (Freiwald et al.,
2004). Porém, das aproximadamente 5.000 espécies conhecidas, metade habita
ambientes profundos e de aguas frias (Roberts et al., 2009). Os corais de aguas
profundas sédo subdivididos nas classes Anthozoa, com representantes nas
subclasses Hexacorallia (Scleractinia e Antipatharia) e Octocorallia, e classe
Hydrozoa, com representantes da familia Stylasteridae (Roberts et al., 2006). Ao
contrario dos corais de aguas rasas, corais de aguas profundas néo apresentam
zooxantelas, que sao microalgas fotossintetizantes que liberam compostos
organicos nutritivos para os corais (Gass, 2006; Roberts et al., 2006; Hovland,
2008), por isso dependem de fonte externa de matéria organica. Nos ultimos
anos, o conhecimento em relacdo aos corais de aguas profundas cresceu
exponencialmente devido a necessidade de exploragdo por recursos nessas
areas, como a producao de 6leo e gas. Foi facilitada pelo desenvolvimento de
novas tecnologias ndo invasivas e de alta resolugdo, como submersiveis ndo-
tripulados (ROV), sistemas de cameras e videos, técnicas de acustica e sistema
global de posicionamento (GPS) (Freiwald et al., 2004; Roberts et al., 2006).

Corais de aguas frias ocorrem em todos 0s oceanos, com ampla
distribuicdo batimétrica, com registros rasos de cerca de 40 metros (Lophelia
pertusa) (Fossa et al., 2002) a profundidades de 8.600 metros (Antipatharia)
(Roberts et al., 2009). No litoral brasileiro, esses corais ocorrem desde
profundidades de 46 metros (Solenosmilia variabilis) a profundidades superiores
a 2000 metros (Stephanocyathus diadema) (Pires, 2007). Os corais formam
estruturas tridimensionais, que servem de habitats para diversos organismos,
tais como esponjas, poliquetas, crustaceos, equinodermos, briozoarios,
moluscos e peixes (Freiwald et al., 2004; Lessard-Pilon, et al. 2010; Roberts &
Cairns, 2014), e podem abrigar espécies economicamente relevantes (Ross &
Quattrini, 2007). A rigueza de espécies registrada para recifes de aguas
profundas é comparavel a encontrada para recifes de ambientes rasos (Rogers,
1999; Roberts et al., 2006).
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Dos grupos presentes em ambientes profundos, os corais da ordem
Scleractinia sdo os principais formadores de recifes. Porém, a maioria das
espécies conhecidas é solitaria, sem formacéo de estruturas complexas (Cairns,
2001). Em ambientes profundos, as seguintes espécies sdo consideradas as
principais formadoras de recifes no Atlantico Norte: Lophelia pertusa, Madrepora
oculata, Enallopsammia profunda, Goniocorella dumosa, Solenosmilia variabilis
e Oculina varicosa (Freiwald et al., 2004). Para o Atlantico Sul, na costa
brasileira, as espécies formadoras de recife sédo L. pertusa, S. variabilis, M.
oculata, Enallopsammia rostrata e Dendrophyllia alternata (Castro et al., 2006;
Pires et al., 2014). Dessas espécies, L. pertusa é a mais abundante e estudada
(Roberts, 2002; Brooke & Jarnegren, 2012). Com isso, existe uma base de
conhecimentos em relacdo a aspectos ecolédgicos (Davies et al., 2010; Brooke et
al., 2013), biolégicos (Provan et al., 2016; Osterloff et al., 2019), impactos
(Hennige et al., 2014; Cordes et al., 2016; Jarnegren et al., 2017; Gomez et al.,
2018), entre outros. Por este motivo, essa espécie foi selecionada como foco

para este estudo.

Lophelia pertusa (Linnaeus, 1758) é uma espécie de coral colonial,
principal formadora de recifes e habitats em ambiente profundos (Freiwald et al.,
2004). E caracterizada por formar colonias arbustivas com varios metros e com
milhares de podlipos. Em geral, € conhecida pela coloracdo branca, porém,
espécimes podem apresentar coloracdo amarela, laranja ou rosada (Freiwald et
al., 2004). Podem formar recifes extensos, com até 13 km de extenséo (Rogers,
1999).

Classificagdo taxonémica

Filo: Cnidaria
Classe: Anthozoa
Subclasse: Hexacorallia
Ordem: Scleratinia
Familia: Caryophillidae
Género: Lophelia

Espécie: Lophelia pertusa



18

Lophelia pertusa é cosmopolita, com ocorréncias para o Atlantico,
Pacifico, indico e Mediterraneo (Figura 1). O maior niimero de registros esta no
Atlantico Norte por conta do maior esforco de pesquisa nessa regiao ao longo
das ultimas décadas. Ocorrem em profundidades que variam de 40 metros, na
costa da Noruega (Fossa et al., 2002) a 3.000 metros no Atlantico Norte, préximo
a América do Norte (Squires, 1959). Sua distribuicdo ocorre principalmente na
faixa de temperatura entre 4 a 13,9 °C (Rogers, 1999; Freiwald et al., 2002;
Freiwald et al., 2009). No Brasil, ocorre entre as latitudes 17°25’S a 34°50’S
(Pires, 2007) (Figura 2), com distribuicdo batimétrica de 170 a 1.152 metros
(Kitahara, 2006; Pires, 2007).

Figura 1 — Distribuicdo global de Lophelia pertusa.
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Fonte: Roberts et al. (2009).
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Figura 2 — Distribuicdo de Lophelia pertusa na costa brasileira.
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Fonte: Pires et al. (2015)

Impactos antropogénicos

O escalonamento de atividades exploratérias em ambientes profundos
coloca em risco os recifes presentes nesses locais. As pescas de arrasto de
fundo, o aumento das atividades offshore de exploracédo de 6leo e gas e, mais
recentemente, a acidificacdo dos oceanos, representam ameacas para 0s corais
de aguas profundas (Rogers, 1999; Roberts et al., 2006; Lunden et al., 2014;
GOmez et al., 2018). Em vista disso, recifes de corais, principalmente de L.
pertusa, sdo ecossistemas recomendados para protecao urgente (Hall-Spencer
& Stehfest, 2009).
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Apesar do avanco do conhecimento para esses ambientes, poucos
trabalhos descrevem os efeitos de atividades da industria offshore de Oleo e gas
em experimentos de laboratdrio. Dentre esses efeitos, destacam-se aqueles
oriundos dos descartes da perfuragcéo (Gass & Roberts, 2006; Larsson & Purser,
2011; Baussant et al., 2018) e instalagéo de estruturas submarinas (Ulfsnes et
al., 2013; Cordes et al., 2016).

Para melhor avaliar os impactos das atividades de 6leo e gas sobre os
recifes brasileiros de corais de aguas profundas, foi criado em 2016 o “Projeto
de Monitoramento de Ambiente Marinhos Sensiveis” (SENSIMAR) pela
Petrobras/CENPES. Inserido neste projeto, esta o subprojeto “Desenvolvimento
de Sistemas de Cultivo e Ensaios com Corais de Aguas Profundas e Fauna
Associada para Avaliacdo de Efeitos das Atividades de E&P Offshore”,
desenvolvido em parceria com o Labtox — Laboratorio de Anélises Ambientais
Ltda. Este trabalho faz parte do escopo desse projeto, que contemplou a
avaliacdo de possiveis impactos da industria de 6leo e gas. Para isso, foram
desenvolvidos, nas instalacdes do Labtox, sistemas de manutencéo de corais de
aguas profundas. Estes sistemas mantiveram fragmentos de L. pertusa por 36

meses.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os impactos fisicos
das atividades offshore de 6leo e gas no coral escleractineo Lophelia pertusa,

através de ensaios realizados em laboratorio simulando a exposicéo a barita.

2.2. Objetivos especificos

Os obijetivos especificos incluem:

(1) aprimorar os sistemas de manutengdo e procedimentos adotados,
além de avaliar o funcionamento dos diferentes sistemas através do

monitoramento dos parametros fisico-quimicos;
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(2) e desenvolver sistemas de ensaio, aptos a simular diferentes
concentracbes de descarte de barita, avaliando os efeitos fisicos da
sedimentacao de barita em fragmentos de L. pertusa através da observacao do
comportamento dos poélipos, quantificagcdo de sobrevivéncia/mortalidade e
producdo de muco.

Cada objetivo especifico foi abordado em um capitulo: o Capitulo 1 para
a descricdo dos sistemas de manutencdo e monitoramento dos parametros
fisico-quimicos, e o Capitulo 2, com o foco no desenvolvimento do sistema de
exposicdo e nas respostas dos fragmentos a sedimentacdo por diferentes

concentracdes de barita.

3. HIPOTESES

Em relacdo aos ensaios de exposicdo de L. pertusa a diferentes

concentracfes de barita, as hipéteses testadas incluem:

(1) Concentracdes mais elevadas de barita implicardo em maior efeito na

atividade dos poélipos expostos de L. pertusa;

(2) Concentracdes mais elevadas de barita afetardo a sobrevivéncia dos

polipos expostos de L. pertusa,

(3) Concentracbes mais elevadas de barita apresentardo maior efeito na
producdo de muco por parte dos pélipos expostos de L. pertusa.
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4. CAPITULO 1 - SISTEMA DE MANUTENCAO DE Lophelia pertusa EM
CONDICOES DE LABORATORIO

4.1. Introducao

A utilizag@o de animais aquéticos em experimentos laboratoriais requer a
adocado de normas padronizadas de cultivo de forma a disponibilizar individuos
saudaveis para os experimentos e garantir a confiabilidade dos resultados.
Diferentemente dos organismos de aguas rasas, a manutencao das espécies de
profundidade requer adaptacdes inerentes a esses ecossistemas. De forma
geral, a manutencdo desses organismos apresenta limitacbes quanto a
temperatura e pressao (Lunden et al., 2014). A presséao é particularmente critica
para organismos encontrados abaixo de 1.000 metros de profundidade, devido
as adaptacdes presentes para a sobrevivéncia nesses ambientes (Yancey et al.,
2014), uma vez que a sua variacdo pode afetar diversos processos bioldgicos
(Somero, 1992; Pradillon et al., 2004). Porém, as principais espécies de corais
formadoras de recifes de aguas profundas, incluindo Lophelia pertusa,
apresentam distribuicdo batimétrica ampla (Roberts et al., 2006), o que indica
resisténcia as variacdes de pressdo. Por este motivo, a manutencdo e
experimentos com esses organismos sao realizados sem o controle da pressao
(Maier et al., 2009; Hennige et al., 2014). Contudo, a temperatura permanece
como fator fisico limitante. A temperatura € critica para a manutenc¢ao de corais
em aquarios, tanto de agua rasa, quanto de profunda. Variagcdes bruscas podem
comprometer a sobrevivéncia dos mesmos e, por isso, € imprescindivel o seu
controle (Delbeek & Sprung, 1994).

Outro parametro a se considerar nos sistemas de manutengdo com corais
de profundidade € o tipo de circulagcdo da &gua do mar. Os laboratorios
estrangeiros que realizam pesquisas com corais de aguas profundas geralmente
utilizam sistemas de fluxo continuo para manutencéao (Mortensen, 2001; Purser
et al., 2010; Naumann et al., 2011; Provan et al., 2016). A agua do mar que
alimenta esses sistemas é coletada diretamente, de forma constante, e passa
através de uma série de filtros para remocédo de particulas (Allers et al., 2013;
Mueller et al., 2014; Baussant et al., 2017). A troca constante de agua no fluxo

continuo garante a manutencédo da qualidade necessaria a sobrevivéncia dos
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corais e pode fornecer alimentos naturais. Porém, esses sistemas limitam a
localizacéo dos laboratérios a regides costeiras e requerem uma estrutura para
captacdo de agua de boa qualidade (Lunden et al., 2014). Contudo, mesmo em
laboratérios que atendam a essas restricbes, ha sempre o risco de
contaminagdes proximas dos pontos de coleta da agua do mar, como o ocorrido
em fazendas de ostras no México, que foram contaminadas por metais pesados
(Osuna-Martinez et al., 2011).

Aquérios para manutencdo de corais de profundidade montados por
Olariaga et al. (2009) no Instituto de Ciencias del Mar (CSIC), em Barcelona,
apresentam sistemas hibridos de fluxo, com capacidade de operar tanto em fluxo
continuo, quanto em regime de recirculacdo, onde o modo de recirculagdo é
utilizado principalmente durante a alimentac&o dos corais, mas também pode ser

acionado quando detectada alguma alteracdo na qualidade da agua do mar.

Sistemas com recirculagdo normalmente s&o utilizados durante
experimentos com o coral L. pertusa. Roberts & Anderson (2002) utilizaram
aguarios com recirculacdo em um estudo para adaptar o método de avaliacao
de atividade de pdlipos de L. pertusa. Brooke et al. (2009) realizaram ensaios
em aquarios de 19 litros para avaliar os efeitos da sedimentacdo sobre L.
pertusa. Orejas et al. (2016) realizaram experimentos com L. pertusa para avaliar
a captura de diferentes alimentos sob diferentes intensidades de fluxo de agua,
utilizando aquarios de 5 litros. Mais recentemente Chapron et al. (2018)
utilizaram sistemas com recirculacdo, com 58 litros cada, para avaliar os efeitos

de microplasticos sobre crescimento e atividade de L. pertusa.

De forma geral, os sistemas experimentais com recirculacdo de agua
foram utilizados para manutencéo dos corais por curtos periodos de tempo, sem
a necessidade de um sistema complexo de filtragdo para manter a qualidade da
adgua. Sistemas com recirculagdo da &gua para manutencdo de corais de
profundidade por longos periodos de tempo necessitam de maior controle para
manter os parametros fisico-quimicos dentro dos limites desejaveis para a
espécie em questdo. Entre esses parametros estdo: temperatura, salinidade,
concentragcbes de amdnia, nitrito e nitrato, pH, alcalinidade, oxigénio dissolvido,

entre outros.
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Gass (2006) utilizou fluxo de 4gua fechado para manter fragmentos de L.
pertusa. O sistema para a manutencdo da qualidade da agua foi montado com
skimmer de proteinas, luz ultravioleta e filtros biolégicos, porém, o autor néo

detalhou o tempo total de manutengéo.

Lunden et al. (2014) propuseram utilizar a recirculacdo como alternativa
ao sistema de fluxo continuo. Nesse trabalho, foi desenvolvido um sistema de
aquarios com recirculacdo para manutencao de longo prazo de L. pertusa (de
Julho/2009-Agosto/2013 em aquarios de manutencdo e de Marco/2011 a
Outubro/2012 em aquéarios de experimentacédo). Como apontado pelos autores,
um aquéario com fluxo fechado requer um sistema extremamente eficiente de
filtracdo para prevenir o acimulo de excretas e de outros detritos. Foram
utilizados filtros biolégicos, quimicos e mecanicos para manter a dgua em
condic@es ideais. Os filtros bioldgicos foram compostos por bactérias nitrificantes
(aerdbicas) e denitrificantes (anaerdbicas), responsaveis pela retirada dos
produtos nitrogenados. Para a formacdo desse filtro, foram necessérios
substratos com grande superficie de contato, como areia e cascalho. Filtros
guimicos séo responsaveis pela remocéo de material organico, e normalmente,
sdo utilizados carvao ativado, midias sintéticas e skimmer de proteina. Desses,
o skimmer € o Unico que remove a maioria do material organico fisicamente,
antes deste comecar a degradar (Delbeek & Sprung, 1994). Os filtros mecanicos
sdo necessarios para a remocao do material particulado presente no aquario.
Uma luz ultravioleta também foi utilizada para esterilizar a agua de patdégenos

prejudiciais aos corais.

Todas as informacdes dessas experiéncias prévias advindas da literatura
foram utilizadas para a montagem de sistemas de manutencéo de L. pertusa sob
condicdes artificiais de laboratorio nas dependéncias do Labtox. Desde 2014, o
Labtox mantém fragmentos de L. pertusa em sistemas de recirculacdo. Como
citado na Introducéao Geral, o esfor¢o para o desenvolvimento de sistemas para
acomodar os corais surgiu da necessidade de se estudar os efeitos das
atividades offshore de oleo e gas em laboratorio. A escolha por utilizar sistema
fechado foi tornar viavel a manutencéo de L. pertusa dentro das condi¢cfes do
Labtox. Como ja observado, sistemas com recirculagdo de agua independem da
localizacédo do laboratoério e da disponibilidade de 4gua limpa nas proximidades.



25

Dentro dos sistemas presentes no Labtox, col6nias foram capazes de sobreviver

por mais de trés anos, juntamente com a sua fauna associada.

Dessa forma, o presente trabalho tem seu foco na descricdo dos
aprimoramentos do sistema de manutencao de L. pertusa com recirculacdo da
agua do mar, bem como dos procedimentos necessarios para 0 Seu
funcionamento por longo periodo de tempo. S&o igualmente apresentados os
dados de monitoramento dos parametros fisico-quimicos dos sistemas para a
manutencdo dos fragmentos de coral dentro dos limites desejaveis (mais

préximos possiveis das condi¢des in situ) para a espécie.

4.2. Material e Métodos

Coleta de Lophelia pertusa

A coleta de corais de aguas profundas foi realizada nos dias 21 e 22 de
marco de 2017, a bordo do navio CBO RSV Isabella, na Bacia de Santos, campo
Urugud/Mexilhdo, em trés areas distintas (Figura 3). Os fragmentos foram
coletados com auxilio de ROV (Remote Operated Vehicle) (Figura 4A) e
transportados para bordo através de uma cesta acoplada ao ROV (Figura 4B).
Foram visitados 11 bancos distintos, em trés faixas de profundidade (206,5 m;
233,0 m; 244,0 m), dos quais foram coletados 191 fragmentos de L. pertusa
(Figura 4B). Os dados de salinidade e temperatura para esta campanha, obtidos

por CTD, se mantiveram préximos de 36 e 14 °C, respectivamente.
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Figura 3 — Area de coleta de fragmentos de L. pertusa na Bacia de Santos,

campo Uruguéd/Mexilhao.
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Figura 4 — (A) ROV Installer. (B) Coleta de fragmentos de Lophelia pertusa, cujos
fragmentos sédo acomodados em uma cesta para transporte.
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Foi montado a bordo, em uma sala refrigerada a 17 °C, um sistema
temporario de manutencédo de circulacédo fechada (Figura 5A). Esse sistema foi
constituido por trés contéineres de plastico, conectados entre si, uma bomba de
aquario Sarlo Better SB1000 (vazdo de 1000 L.h') e uma unidade de
refrigeracdo (Chiller) da marca Gelaqua, de poténcia de 1/3 de HP, com
temperatura ajustada para a mesma dos pontos de coleta (~12,5 °C). O volume
total do sistema foi de 180 litros, e foi utilizada dgua do mar coletada na
superficie. Apés a coleta, a agua foi filtrada em malha de 45 pum e esterilizada
com luz ultravioleta. Um segundo sistema, constituido de um contéiner de 60 L
e um Chiller Gelaqua de 1/3 de HP, foi montado para a manutencdo de agua

refrigerada para uma eventual troca de agua do sistema principal (Figura 5B).

Figura 5 — (A) Sistema de manutencao temporario a bordo do RSV lIsabella. (B)
Sistema de refrigeracdo de agua do mar para trocas de agua.

ST —

Fonte: Autor.

Ao serem trazidos a bordo, os fragmentos foram transferidos da cesta
para baldes com agua previamente resfriada para a temperatura do local de
coleta. Os baldes foram transportados ao local onde o sistema de manutencao
estava situado, os fragmentos foram identificados com tags, e acomodados
dentro do sistema (Figura 6). A gqualidade da agua e a integridade dos
fragmentos foram constantemente monitorados para garantir a sobrevivéncia
dos mesmos. Os fragmentos foram transportados do porto, na Ilha da Conceigéo,
Niteroi, para o Labtox, situado no Pdélo de Biotecnologia da UFRJ, na Ilha do

Funddo. Os fragmentos foram transportados para o laboratério em sacos
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plasticos acomodados em caixas térmicas, com aeradores a pilha e gelo

reutilizavel (Gelox) para a manutencao da temperatura da agua.

Figura 6 — Fragmentos de Lophelia pertusa com tags, para identificagdo quanto
ao banco de origem.

Fonte: Autor.

Antes da chegada dos fragmentos nas dependéncias do Labtox, a
temperatura dos sistemas de manutencdo nas camaras frias do laboratério foi
ajustada para a temperatura do local de coleta. No laboratério, os fragmentos
foram aclimatados antes de serem inseridos nos sistemas. Pequenas
quantidades (250 mL) de 4gua provenientes dos sistemas foram adicionadas as
caixas térmicas em intervalos de 30 minutos, durante 4 horas (Lunden et al.,
2014). Apo6s esse procedimento, os fragmentos foram transferidos para os

sistemas, e organizados em bases de acrilico.

Sistema de manutencgao

O laboratorio dispde de trés sistemas construidos para a manutencéo dos
corais (Figura 7). Esses sistemas foram denominados de: Sistema 1, com
volume total de 700 L, utilizando agua do mar natural; Sistema 2, com volume de
300 L, também com agua natural; e Sistema 3, com 300 L, porém utilizando agua
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do mar sintética, produzida no laboratério. Os sistemas ficaram dispostos em
duas camaras frias escuras, com temperatura ajustada para 10 °C. Foram
colocadas cortinas tipo blackout em frente dos sistemas para reduzir ao maximo
0 contato com a luz, principalmente durante a rotina de manutencao. A dgua dos
sistemas foi mantida a temperaturade 12 + 1 °C e salinidade de 35 + 1, de acordo

com os dados dos pontos de coleta.

Figura 7 — Sistema de manutencao de Lophelia pertusa. (A) Esquema do sistema
com todos os compartimentos. (B) Sistema 2 com total de 300 litros.
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Fonte: Autor.
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Os sistemas foram constituidos por dois aquarios de manutencdo, onde
ficaram os fragmentos de L. pertusa. Esses aquarios possuem bombas Vortech
(Marca Ecotech) para simular corrente para os fragmentos. Saidas situadas nos
aquarios escoam a agua para um filtro em forma de saco, denominado bag
(Figura 8), com malha de 100 pm, situado em um terceiro aquario, denominado
Sump. No Sump é realizada a filtracdo quimica e biolégica da agua do sistema.
Nele esta situado o skimmer de proteinas (marca Reef Octopus®), midias de
porcelana, para a formacéo de filtro biologico, e midias sintéticas (Figura 7). O
skimmer produz microbolhas que auxiliam na remoc¢do do material organico
intacto. O filtro bioldgico é feito com a adicdo de cepas de bactérias nitrificantes
e desnitrificantes (BioDigest, marca Prodibio), que atuam na remocao de
produtos nitrogenados, como Amonia (amaonia), Nitrito (nitrito) e Nitrato (nitrato).
As midias sintéticas auxiliam o filtro bioldégico. Essas midias séo o Purigem™ e o
Phosguard™, ambas da marca Seachem®, responsaveis pela remocédo de
amonia e Fosfato (PO43), respectivamente. Carvao ativado (Matrix Carbon™,
Seachem®) também foi adicionado ao Sump para auxiliar na remocéo de material

organico.

Figura 8 — Sump com Skimmer de proteina, bag na saida de agua dos aquarios
e midias de porcelana para filtro biolégico.

Fonte: Autor.
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O Sump se conecta a um reservatoério, onde esta situada a bomba (SICCE
Multi) responséavel pela circulacéo principal do sistema. Para a manutencao da
temperatura dos sistemas, é utilizado um Chiller (Gelaqua ou Radical), por onde
o fluxo principal da 4gua passa. Para o Sistema 1, de maior volume, é utilizado
um Chiller de 1 HP de poténcia, enquanto os Sistemas 2 e 3 utilizam de 1/3 de
HP. Apés o fluxo principal passar pelo Chiller, a agua passa por trés cartuchos
de filtros com tamanhos de 25, 10 e 5 um. Esses filtros removem a maior parte
do material em suspensédo antes da agua retornar aos aquarios de manutencao.
O fluxo entdo passa por um filtro de luz ultravioleta (UV), responsavel pela
esterilizacdo da agua, e € direcionado a um aquario na parte superior. O aquario
superior apresenta duas saidas que realizam a distribuicdo da dgua entre os dois

aquarios em que estao os fragmentos.

Procedimentos de manutencao
Agua natural

A agua do mar utilizada foi coletada em Arraial do Cabo, RJ. Antes da coleta,
foi realizada uma verificacdo visual por manchas de 6leo e outros sinais que
possam indicar contaminacdo. Ao chegar ao laboratorio, o lote de agua passou
por teste de viabilidade, com realizagcdo de um teste agudo (96 horas) com
Mysidopsis juniae (Crustacea: Mysida). Apés a liberacdo para uso, a agua do
mar foi filtrada em um sistema com quatro cartuchos de filtros com malhas de
25, 10, 5 e 1 um. Antes de ser adicionada aos sistemas, a agua € refrigerada

dentro da camara fria, ajustada a salinidade para 35 e esterilizada com filtro UV.
Agua artificial

A agua do mar artificial é produzida a partir da mistura de sal marinho
adquirido comercialmente com agua deionizada. A 4gua deionizada € obtida com
o0 equipamento OS10LXE da marca Gehaka. A agua, é adicionado o sal Tropic
Marin® Pro Reef, na proporcéo de 40,3 g por litro, para a producéo de agua com
salinidade 35. A mistura é realizada com uma bomba de aquério de vazao alta
(2500-4000 L/h) e aeracdo forte, e permanece assim até a agua estar

completamente transparente. A salinidade é verificada com refratbmetro digital
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ATAGO®. Caso haja divergéncia na salinidade mensurada com a desejada,
ajustes sado realizados. A agua artificial, por ser produzida no laboratério, ndo
passa por teste de viabilidade. O sal apresenta niveis elevados de caélcio e

magnésio, para promover um maior crescimento dos corais.
Alimentacéo

A alimentacgéo dos sistemas é realizada trés vezes na semana. Durante a
alimentacdo, o fluxo principal € interrompido, e os equipamentos como o Chiller
e o filtro UV séo desligados. A circulacdo interna dos aquarios € conservada para
manter o alimento em suspensao. Os sistemas permanecem desligados durante

duas horas.

Para o alimento, foram utilizados nauplios de Artemia sp. recém eclodidos
(~24h) (Brooke et al., 2013; Baussant et al., 2017), e uma mistura para corais na
proporcao de 1:1 de zoo e fitoplancton (Zooplankton e Phytoplancton da marca
Seachem®). A quantidade de Artemia sp. adicionada aos sistemas foi na
proporcao de 100 nauplios/pdlipo. A racéo, por sua vez, era adicionada conforme

as recomendacdes do fabricante (5mL/100L de agua).
Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros dos sistemas foram monitorados periodicamente entre Marco
e Junho de 2017. Esses parametros sdo: amoOnia, nitrito e nitrato, com analises
semanais; temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido (OD) e pH, com
acompanhamento continuo. Para o controle de amonia, nitrito e nitrato, foram
utilizados como referéncia os niveis descritos em Lunden et al. (2014). Para
temperatura e salinidade, foram utilizadas as medi¢cbes por CTD dos pontos de
coleta para a campanha de 2016 como referéncia para os sistemas. Como
referéncia de pH, foi realizada coleta de agua com garrafa Van Dorn proximo aos
bancos de L. pertusa, e realizadas medic6es a bordo com YSI Professional Plus,
com o valor encontrado proximo de 8,1. Este valor foi utilizado como referéncia

para os sistemas de manutencéo.

As leituras de nitrito e nitrato foram realizadas através de analises
colorimétricas (colorimetro LaMotte Smart 3), enquanto amdnia era quantificada
com o eletrodo Thermo Orion 4 Star.
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Para medi¢bes continuas, foram utilizados os multiparametros YSI®
Professional Plus, um em cada sistema. Os multiparametros foram configurados
para coletar dados de temperatura (°C), OD (mg/L), salinidade e pH a cada hora.
Os dados foram importados para o PC através do software YSI Pro Series Data
Manager v. 1.1.8, para analises posteriores.

Outros parametros foram acompanhados, como alcalinidade (dKH), célcio
(Ca) e magnésio (Mg), com a finalidade de controle e manutencdo desses
nutrientes. Para tanto, foi utilizado o Multitest Kit Marine Care de analises para
aquarios da marca Red Sea®.

Durante o periodo de manutencao, foram coletados, com o YSI, para cada
parametro, 1.715 dados para o Sistema 1, 1.671 para o Sistema 2 e 1.742 dados
para o Sistema 3. Para os parametros mensurados semanalmente, foram

registradas 14 medicdes para cada um, em cada sistema.
Manutencdo dos sistemas

Apesar dos sistemas apresentarem filtros e equipamentos que auxiliam
na manutencdo da qualidade da agua, outros cuidados sdo necessarios para
garantir essa qualidade. A limpeza dos aquérios era realizada semanalmente,
para reduzir a carga de material organico presente, principalmente apos a
alimentacdo. A troca dos bags era feita também apds a alimentacao. O skimmer
acumula o material organico em forma de espuma em um recipiente superior
removivel. Esse recipiente era limpo diariamente. Os filtros nos cartuchos eram

substituidos de dois em dois meses, a fim de garantir a eficiéncia dos sistemas.

Além dos procedimentos de limpeza, trocas parciais da agua (TPA) dos
sistemas foram realizadas semanalmente. Essa troca auxilia na manutencéao da
qualidade da agua, assim como a reposi¢ao de nutrientes e elementos tracos
(Delbeek & Sprung, 1994; Grguric et al., 2000; Lunden et al., 2014). O volume
da TPA era de 10% a 15% do volume do sistema. No caso de aumento nas
concentracfes de amdnia, nitrito e nitrato acima dos niveis aceitaveis, TPAs mais
frequentes e de volume maior eram realizadas. A salinidade era controlada
dentro dos niveis adotados com a adicdo de agua deionizada. Para a

manutencao do pH, era utilizado o produto Kalkwasser, da marca Two Little
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Fishies. A adicdo do Kalkwasser era feita de forma gradual para evitar aumentos
bruscos, e ocasionar a mortalidade dos corais. A adicdo de Kalkwasser também
auxiliava a manutencao da reserva alcalina, importante para o crescimento dos

corais.
Sobrevivéncia

A mortalidade foi contabilizada a partir da chegada dos fragmentos no
laboratorio até a sua retirada para o ensaio com barita. Antes de serem
acomodados nos sistemas, os pélipos foram quantificados para cada fragmento.
Pélipos mortos eram identificados e retirados a fim de evitar o deterioramento da
qualidade da 4gua. Ao final do periodo de aclimatacdo nos sistemas, uma nova
contagem foi realizada para averiguar a sobrevivéncia dos fragmentos em

condic@es laboratoriais.

Andalise de dados

Os dados dos parametros fisico-quimicos foram analisados usando o
Microsoft Excel 2016. A partir dos dados, foram construidos gréficos de séries
temporais para observar variagdes ao longo do tempo e gréficos do tipo Box-Plot
para observar diferencas entre os sistemas. Analises estatisticas descritivas,
como média, maximo, minimo, desvio padréo (dp) e coeficiente de variacao (cv),

também foram geradas para cada parametro.

4.3. Resultados

Avaliacdo da qualidade da agua dos sistemas de manutencao

YSI Professional Plus

A Tabela 1 apresenta os valores medios, minimos e maximos dos
parametros monitorados continuamente pelo equipamento YSI nos trés sistemas

de L. pertusa durante o periodo de manutencgao.
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Tabela 1 — Estatistica descritiva para temperatura, salinidade, pH e OD para 0s

sistemas. DP = desvio padréo. CV = coeficiente de variacao.

Sistema Salinidade  OD (mg.L™?) pH Temperatura (°C)

1 Min. 34,40 - 7,82 10,60
Max. 36,45 - 8,59 12,80
Média+ DP  35,53+0,47 - 8,10+ 0,11 12,25 £ 0,27
CcVv 1,32% - 1,36% 2,20%

2 Min. 34,87 4,45 7,53 11,30
Max. 37,07 8,04 8,67 12,60
Média+ DP 3597+0,47 6,61+0,062 8,25+0,25 12,27 + 0,26
cv 1,31% 9,38% 3,03% 2,12%

3 Min. 34,23 3,59 7,81 11,40
Max. 36,16 7,79 8,41 13,10
MédiatDP 3542+058 6,94+059 8,14+0,15 12,20 £ 0,28
cv 1,64% 8,50% 1,84% 2,30%

Fonte: Autor.

Salinidade

Foram observadas variacdes entre 34,23 a 37,07 na salinidade dos trés

sistemas. No Sistema 1, foi observada variacao de 34,40 a 36,45 com salinidade

meédia e desvio padrdo de 35,53 + 0,47. O Sistema 2 apresentou variacdo de

34,87 a 37,07, com média e desvio padréo de 35,97 + 0,47. Ja no Sistema 3, a

variagdo foi de 34,23 a 36,16 e 35,42 + 0,58 de média e desvio padrdo. As

salinidades foram consistentes entre si (Figuras 9 e 10), e proximas do valor

adotado, com baixo coeficiente de variagdo. As quedas abruptas na salinidade

estdo associadas a adicao de agua deionizada para o seu ajuste (Figura 9).
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Figura 9 — Série temporal da salinidade nos trés sistemas de manutencéo de
Lophelia pertusa ao longo de trés meses. Quedas bruscas representam ajuste
na salinidade.
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Figura 10 — Box-plot dos dados de salinidade para os trés sistemas de
manutencao de Lophelia pertusa. Menor variagcao observada no Sistema 1.
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Temperatura

A temperatura apresentou variacdes de 10,6 a 13,1 °C em todos os
sistemas. Para o Sistema 1, foi observada variacdo de 10,6 a 12,8 °C, com média
(xdp) de 12,25 * 0,27 °C, no Sistema 2, variagdo de 11,3 a 12,6 °C, e média
12,27 + 0,26 °C, e para o Sistema 3, foi observada variacdo de 11,4 a 13,1 °C,
com média 12,2 + 0,28 °C. Os coeficientes de variacdo se mantiveram proximos
para os trés sistemas. Ao observar as variacbes didrias em quatro dias
aleatorios, verificou-se uma variagéo de 0,2 — 0,5 °C para o Sistema 1, 0,3 -0,5
°C para o Sistema 2 e 0,8 — 0,9 °C para o Sistema 3. O Sistema 1 e o Sistema 2
apresentaram maior estabilidade na temperatura ao longo do periodo analisado
(Figura 11). O Box-plot apresentado na Figura 12 indica o Sistema 1 com menor
variabilidade, apesar dos valores apresentados estarem proximos entre 0s
sistemas, e o Sistema 2 apresentar a menor amplitude ao longo do periodo

analisado.



38

Figura 11 — Série temporal da temperatura para os sistemas. Variacdo para
dados de trés meses.
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Figura 12 — Box-plot para dados de temperatura. Sistema 1 com menor variacao,
porém com mais outliers.
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pH

As variagdes de pH foram de 7,82 a 8,59 no Sistema 1, 7,53 a 8,67 no
Sistema 2 e 7,81 a 8,41 no Sistema 3. As médias dos sistemas 1 e 3 ficaram
préximas ao valor adotado, com coeficientes de variacdo baixos. O Sistema 2
apresentou uma maior variacdo, porém sem efeitos negativos observados. Os
sistemas 1 e 3 apresentaram menor variabilidade ao longo do periodo analisado.
Foi possivel observar variacbes pequenas constantes do pH nos trés sistemas
(Figuras 13 e 14), o que pode indicar uma variacdo diaria normal para os

sistemas, sem interferéncia de algum evento.
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Figura 13 — Série temporal para variacdo de pH ao longo dos trés meses
analisados para os sistemas. Variacdo evidente no Sistema 2 ao fim do més de
Maio.
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Figura 14 — Box-plot dos dados de pH. Sistema 1 com menor variagao, e Sistema
2 com maior variacao entre os dados.
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Oxigénio dissolvido

Variages no OD permaneceram entre 3,59 a 8,04 mg.L! para os
sistemas 2 e 3. A média para o Sistema 2 foi 6,61 + 0,62 mg.L! e para o Sistema
3 foi de 6,94 + 0,59 mg.L. O coeficiente de variacao foi de 9,38% para o Sistema
2 e 8,50% para o Sistema 3. Essas varia¢cdes foram as mais altas dentre os
parametros mensurados. Apesar dessas variagdes, 0s niveis de OD foram
consistentes ao longo do periodo analisado, com leituras baixas pontuais (Figura
15). O Sistema 3 apresentou menor variacdo quando comparado com o Sistema
2 (Figura 16).
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Figura 15 — Série temporal para oxigénio dissolvido (OD) para os sistemas 2 e
3. Sistema 2 com variacfes mais evidentes.
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Figura 16 — Box-plot para os dados de oxigénio dissolvido (OD) para os sistemas

2 e 3. Ambos os sistemas apresentaram dados proximos entre si.
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Os dados de maximo, minimo, média, desvio padrdo e coeficiente de

variacdo de aménia, nitrito e nitrato para o periodo de manutencdo estdo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Estatistica descritiva dos produtos nitrogenados para os sistemas de

manutencdo. DP = desvio padrdo. CV = coeficiente de variacao.

Sistema Nitrito (mg.L™?) Nitrato (mg.L?) Amonia (mg.L™?)
1 Min. 0,0000 0,2780 0,0007
Max. 0,0030 0,4060 0,0179
Média £ DP 0,0004 + 0,0009 0,3286 = 0,0364 0,0043 = 0,0049
2 Min. 0,0000 0,2890 0,0010
Max. 0,1120 0,7090 0,0723
Média + DP 0,0116 + 0,0300 0,3724 £ 0,1084 0,0105 = 0,0200
3 Min. 0,0000 0,2890 0,0011
Max. 0,0110 0,4420 0,1338
Média + DP 0,0014 + 0,0033 0,3373 + 0,0420 0,0159 + 0,0375

Fonte: Autor.
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Amonia

Os niveis de amdnia variaram entre 0,0007 a 0,1338 mg.L, com o menor
valor registrado no Sistema 1, e o maior no Sistema 3. O Sistema 2 apresentou
variacdes de 0,001 a 0,0723 mg.L*. O Sistema 1 apresentou a menor média nos
niveis de amdnia, com valor de 0,0043 + 0,0049 mg.L. Os sistemas 2 e 3
apresentaram médias proximas, porém o Sistema 3 apresentou uma maior
variabilidade nos niveis quando comparado ao Sistema 2. O Sistema 1 foi o mais
estavel dos trés, com as menores concentracdo (Figura 17).

Figura 17 — Box-plot para dados de amoénia para os trés sistemas de manutencao
de Lophelia pertusa. Variacdes pequenas nos trés sistemas, com a menor
variacdo observada no Sistema 1. Maior concentracdo observada no Sistema 3.
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Nitrito

Nos Sistemas 1 e 3, 0s niveis de nitrito permaneceram abaixo do limite
recomendado para aquario, com valores entre 0 e 0,011 mg.Lt. O Sistema 2
apresentou valores elevados, com maximo de 0,112 mg.L? e média de 0,0116
mg.L?. Os sistemas 1 e 3 apresentaram médias iguais a 0,0004 e 0,0014 mg.L"
L, respectivamente. Mais uma vez, o Sistema 1 apresentou maior estabilidade

nos niveis de nitrito, seguido do Sistema 3 (Figura 18).
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Figura 18 — Box-plot para dados de nitrito dos sistemas de manutencao de
Lophelia pertusa. Sistema 2 com maior variacdo em relagéo aos outros sistemas.
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Nitrato

Os niveis de nitrato variaram de 0,709 mg.L?, observado no Sistema 2, a
0,278 mg.L?, no Sistema 1. As médias entre os trés sistemas ficaram proximas.
O Sistema 2 apresentou maior variacdo. Dentre os parametros analisados, niveis

de nitrato foram mais constantes entre os sistemas (Figura 19).
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Figura 19 — Box-plot para dados de nitrato para os sistemas de manutencgao de
Lophelia pertusa. VariacOes elevadas no Sistema 2 quando comparado aos
outros sistemas.
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Sobrevivéncia

Ao fim de 80 dias de aclimatacéo, foi observada uma sobrevivéncia total
de 86,87% dos polipos coletados. O Sistema 2 apresentou a menor taxa de
sobrevivéncia e o Sistema 1 a maior sobrevivéncia (Tabela 3). ApOs esse

periodo, nao foi mais observada mortalidade nos sistemas.

Tabela 3 — Numero de pdlipos de Lophelia pertusa por sistema e taxa de
sobrevivéncia para o periodo de aclimatacdo. Taxa de sobrevivéncia similar
entre os sistemas.

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Total

Total de pélipos inseridos 970 605 504 2.079
Total de mortos 68 119 86 273
% de sobrevivéncia 92,99 80,33 82,94 86,87

Fonte: Autor.



47

4.4. Discussao

YSI Professional Plus
Salinidade

A salinidade é um parametro que depende da rotina de ajustes com agua
deionizada para manter os niveis proximos do desejado. Como observado, a
adicdo abrupta de agua ocasionou quedas bruscas de salinidade assim como a
demora para adicdo ocasionou aumento nos niveis. Apesar das variacdes, 0s
niveis mensurados estiveram dentro do intervalo de salinidade na qual L. pertusa
ocorre ou € mantida, entre 32 e 38 (Roberts, 2002; Freidwald et al., 2009; Movilla
et al., 2014). A salinidade dos sistemas apresentou menor variagdo quando
comparado ao registrado por Lunden et al. (2014), de 32 a 38. Os dados dos
autores sao referentes a um periodo superior ao apresentado neste trabalho, de
quatro anos, porém os valores obtidos estiveram coerentes aos registrados para
a primeira coleta que foi mantida durante 36 meses no Labtox. A salinidade,
neste caso, variou de 32,06 a 36,33. A salinidade pode ser um parametro critico
para a resisténcia dos corais a outros parametros como, por exemplo, a
temperatura (Coles & Jokiel, 1978).

Temperatura

A maior estabilidade observada para o Sistema 1 na série temporal pode
ser explicada pelo maior volume deste sistema. Por possuirem menos da metade
do volume do Sistema 1, os sistemas 2 e 3 apresentaram uma maior variacao
ao longo do tempo. Apesar do mesmo volume, os sistemas 2 e 3 apresentaram
perfis de temperatura distintos, com uma maior variagao observada no Sistema
3. Esta diferenca pode estar associada aos diferentes equipamentos instalados
em cada sistema. No sistema 2 foi utilizado um chiller com sensor de temperatura
interno, ou seja, mede a temperatura da agua que passa diretamente por ele. Ja
no Sistema 3 foi utilizado um com sensor de externo, o que permite a sua
colocacao diretamente no aquario de manutencdo. Porém esse sensor, caso nao
fosse bem fixado ao aquario, poderia se deslocar para fora d’agua, e por
consequéncia, induzir a uma maior ou menor refrigeracdo. Os sistemas 1 e 3
apresentaram pontos de temperatura abaixo do limite determinado, e essas

reducdes de temperatura podem estar associadas a posicdo do sensor de
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temperatura do chiller, porém essas temperaturas ndo afetaram a atividade dos

corais.

A temperatura é creditada como fator mais influente na distribuicdo de
Lophelia pertusa e outras espécies de corais de ambientes profundos (Roberts
et al., 2009). A ocorréncia de L. pertusa geralmente é limitada a temperaturas
entre 4 a 12 °C (Roberts et al., 2006), com distribuicdo em massas de aguas com
temperaturas dentro deste intervalo (Frederiksen et al., 1992). Porém, h&
registros de ocorréncia em temperaturas acima deste intervalo, com medi¢coes
préximas de 14 °C no Mediterraneo (Freidwald et al., 2009). Variacdes de
temperatura no ambiente sdo esperadas, como observado para o Golfo do
México, com variacdes entre 6,55 e 14,51 °C em profundidades de 450 metros,
entre os meses de Janeiro e Maio de 1979 (Brooke et al.,, 2013). Em duas
diferentes campanhas do Projeto SENSIMAR, foram mensuradas temperaturas
entre 12 a 15 °C nos pontos de coleta, para os meses de Marco e Outubro,
respectivamente. A profundidade dos pontos visitados é caracterizada pela Agua
Central do Atlantico Sul (ACAS), com temperaturas que podem variar de 6 a 20
°C (Silveira et al., 2000; Sumida et al., 2004). Nos sistemas, as variacdes se
mantiveram dentro do intervalo medido em campo, e do esperado segundo a
literatura, com variacbes diarias abaixo de 1 °C. Lunden et al. (2014), por
exemplo, durante um periodo de 4 anos, observaram variacdes de 8 a 12 °C,
com variacdes diarias de 7,68 a 8,88 °C no sistema de aquarios. Os autores
utilizaram um chiller similar ao empregado no Labtox em um dos aquarios, e um
chiller em forma de serpentina submersa no outro aquario. No Labtox, para
coletas anteriores, durante o periodo de 16 meses de manutencao, variacfes de
temperatura foram de 10,3 a 12,2 °C. H& registros de varia¢fes diérias proximas
de bancos de L. pertusa acima de 2 °C para ambiente natural, em profundidades
de 800 metros (Mienis et al., 2007). A presenca de L. pertusa em areas com
grande variacao de temperatura indica a tolerancia da espécie a este parametro.
Porém, periodos longos em determinada temperatura, principalmente elevadas,
podem afetar a saude dos corais. Segundo Brooke et al. (2013), fragmentos de
L. pertusa sobreviveram a exposicdo a temperaturas elevadas (20 °C) pelo
periodo de 24 horas. Em periodos maiores, ocorreu mortalidade total nesta

temperatura, e mortalidade parcial em 15 °C em algumas semanas.
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Temperaturas baixas ndao apresentaram efeito na sobrevivéncia dos corais. Os
sistemas foram capazes de manter variacdes abaixo do observado para o
ambiente, e mesmo quando ocorria aumento na temperatura, a mesma nao

permanecia elevada durante longos periodos.
pH

Os valores elevados de pH estdo associados aos ajustes realizados pela
adicdo de Kalkwasser® e Buffer®, que contribuem para um aumento pontual do
pH antes de estabilizar. Medi¢des abaixo do referencial podem estar associadas
aos periodos de alimentacdo, onde o fluxo principal permanece desligado.
Leituras baixas de pH podem também estar associadas ao acumulo de biofilme
em volta do eletrodo, que era limpo durante a calibracdo periddica. Apesar das
leituras baixas, principalmente no Sistema 2, o pH era rapidamente ajustado para
0s niveis adotados. A manutencdo do pH € importante devido a influéncia na
construcdo do esqueleto (Hennige et al., 2014). Em ambientes mais acidos,
ocorre deficiéncia na calcificacdo dos corais, e por consequéncia, reducdo no
crescimento do esqueleto (Venn et al., 2012). Para L. pertusa, pH entre 7,8 a 8,1
nao afeta de forma negativa a calcificacdo em médio prazo (Movilla et al., 2014),
porém pH baixo pode reduzir a taxa de respiracdo, como observado para L.
pertusa (Hennige et al., 2014) e para Solenosmilia variabilis (Gammon et al.,
2018). Apesar das variacdes, o pH permaneceu proximo ao valor medido para
agua de fundo (valor de 8,1) em todos os sistemas. Porém, é necessario um

maior controle para evitar essas flutuagdes no pH.
Oxigénio dissolvido (OD)

Os valores de OD estédo associados a circulagao interna do aquario e a
aeracdo. Somente os sistemas 2 e 3 apresentavam eletrodos de OD no YSI. Os
valores mensurados estiveram acima de 6 mg.L™. Leituras abaixo do esperado
estavam associadas a periodos de alimentacdo, quando o fluxo principal
permanecia desligado. O Sistema 3 apresentou leituras mais estaveis quando
comparado ao Sistema 2. Leituras baixas também estdo associadas ao acumulo
de biofiime nas membranas dos eletrodos. Esse biofiime era retirado
periodicamente, o que reestabelecia o funcionamento normal do equipamento.

Apesar de L. pertusa possuir capacidade de reduzir a taxa de respiracdo em
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situacdes de hipoxia (Dodds et al., 2007), € importante a manutenc¢ao dos niveis
de OD préximos da saturacdo (Delbeek & Sprung, 1994). Como o Sistema 1 ndo
possuia eletrodo de OD, as condi¢cbes de aeracdo e corrente foram mantidas

iguais as dos sistemas 2 e 3, a fim de garantir os mesmos niveis de OD.

Smart3 e Thermo Orion Star
Amonia

A amonia é extremamente toxica para organismos aquaticos (Allan et al.,
1990; Simard et al., 2015) e, por isso, 0 seu controle € de suma importancia. Os
niveis de amoénia no Sistema 1 foram o0s mais baixos, provavelmente por
consequéncia de possuir um volume maior que o dobro dos outros sistemas.
Uma maior eficiéncia do filtro biolégico e do skimmer de proteinas também
podem ter influéncia nas menores leituras de amonia, apesar da
proporcionalidade dos métodos ser proxima entre os sistemas. Apesar de
leituras elevadas nos sistemas 2 e 3, estas foram excecao e a média ficou abaixo
do limite adotado, e ndo foi detectada mortalidade apGs essas leituras elevadas.
Lophelia pertusa apresentou tolerancia a essas variagdes, como verificado em
Lunden et al. (2014), onde foram observadas variacdes de 0 a 20 mg.L%, também
com adocéao de skimmer e esqueleto de coral triturado e areia com granulometria
de 250 pum, apoiadas em um plenum, que consiste em um espaco vazio abaixo
do sedimento, para a formacdo de filtro biolégico. Em coletas anteriores no
Labtox, foram observadas variagcdes de 0,0003 a 0,164 mg.L1, sem mortalidade
observada, o que corrobora o funcionamento adequado durante o periodo

analisado no presente estudo.
Nitrito

Assim como a amdnia, 0 nitrito também apresenta elevada toxicidade para
organismos marinhos (Simard et al., 2015). Os sistemas 1 e 3 mantiveram niveis
de nitrito bem abaixo da média observada em Lunden et al. (2014). Alguns
valores elevados nesses sistemas foram detectados, porém ainda estavam bem
abaixo do limite adotado. O Sistema 2 apresentou a maior leitura de nitrito,

préximo do limite adotado, porém de forma pontual, sem ocasionar mortalidade
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dos polipos. Variagdes mais acentuadas foram observadas em Lunden et al.
(2014), com variacfes iguais as observadas para amobnia, sem promover
mortalidade nos fragmentos mantidos pelos autores. Para a primeira coleta,
foram observadas variacdes de 0 a 0,649 mg.L, também sem afetar a salude

dos fragmentos de forma permanente.
Nitrato

Ja o nitrato ndo apresenta a mesma toxicidade dos outros compostos
nitrogenados (Scott & Crunkilton, 2000), porém esta associado a proliferacao de
algas em aquarios (Tal et al., 2003). Para manutencdo de L. pertusa, o
crescimento de algas ndo é considerado por conta das condi¢Bes aféticas, com
iluminacao restrita somente durante a rotina de manutencao. Os niveis de nitrato
foram préximos entre os sistemas, com o Sistema 2 apresentando a maior
variacdo. Todas as leituras permaneceram abaixo do limite adotado, apesar de
ser o nutriente com as maiores leituras. Leituras altas foram observadas
anteriormente para os fragmentos da primeira coleta, com variacdes de 0 a 3,128
mg.L? e média de 0,708 mg.L1, sem afetar a sobrevivéncia dos corais. Quando
comparados a primeira coleta, as leituras para os trés sistemas se mantiveram
bem abaixo do registrado anteriormente. Para controlar os niveis de nitrato,
Lunden et al. (2014) utilizaram macroalgas nos sistemas de aquarios. Essas
macroalgas permaneciam em uma area coberta do sump, com fotoperiodo
restrito a elas. Apesar da eficiéncia na remocdo de nitrato por parte das
macroalgas, os autores encontraram leituras elevadas, com méximo de 80 mg.L"
1 e média de 1,82 mg.Lt, também sem efeitos negativos aos corais mantidos
pelos autores. Apesar da nao utilizacado de macroalgas para o controle de nitrato,
os sistemas do Labtox foram capazes de manter niveis aceitaveis, somente

através do filtro biologico.

Sobrevivéncia

A sobrevivéncia total esteve acima do esperado, com mais de 80% dos
polipos vivos. O Sistema 1 apresentou a menor taxa de mortalidade quando
comparado aos sistemas 2 e 3, que apresentaram taxas similares. Essa

diferenca pode ser explicada pela maior estabilidade dos parametros
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acompanhados no Sistema 1. As flutuagdes nos niveis dos pardmetros podem
ter colaborado para a mortalidade dos pdlipos mais afetados durante a coleta e
transporte, apesar de estarem dentro do limite aceitavel. A coleta pode ocasionar
estresse aos polipos (Hennige et a., 2014), porque, além do impacto do ROV
para a coleta dos fragmentos, os mesmos sofrem mudanca repentina de
temperatura e pressao,além de ficarem em contato com o ar durante a retirada
dos fragmentos da caixa de coleta. Durante a coleta, foi verificada producéo de
muco nos fragmentos coletados, como uma resposta a esse estresse (Zetsche
etal., 2016). Porém, L. pertusa apresenta resisténcia a essas condi¢des, quando
esporadicas (Brooke & Young, 2011). Essa resisténcia € observada na elevada
sobrevivéncia apos o periodo de aclimatacdo. O tempo e o tipo de transporte
podem também influenciar na sobrevivéncia dos fragmentos (Lunden et al.,
2014). O tempo desde a chegada do navio ao porto até o transporte para o

Labtox foi inferior a duas horas.

4.5. Conclusodes

O sistema de aquéarios com recirculacdo de agua foi capaz de manter
fragmentos de L. pertusa pelo periodo de aclimatacao (80 dias) antes do ensaio,
e apos o ensaio (5 meses), porém sem acompanhamento. A manutencdo de
longo prazo de corais de aguas profundas em sistemas com recirculacdo de
agua do mar é viavel, como evidenciado em Lunden et al. (2014), e pela
manutencao de 2014 a 2017 no Labtox. O sucesso desse tipo de circulacéo
remove limitacbes antes existentes, como a proximidade a locais com
disponibilidade de agua do mar limpa. A utilizagcdo de dgua sintética elimina ainda
a necessidade de coleta de 4gua do mar para as trocas de agua realizadas. A
agua do mar sintética é bastante empregada em aquariofilia (Delbeek & Sprung,
1994), e se mostrou adequada para L. pertusa (Lunden et al., 2014). Porém,
comparagdes com agua do mar natural s&o necessarias para atestar com maior
embasamento a usabilidade da agua sintética. Dentro do escopo deste trabalho,
tanto agua do mar natural quanto sintética foram eficientes na manutencao de L.

pertusa.
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Apesar das variacdes existentes dos parametros acompanhados, todos
permaneceram dentro de limites aceitaveis. Essas variacdes ficaram abaixo do
observado para fragmentos mantidos anteriormente no Labtox e do descrito em
Lunden et al. (2014). Para assegurar uma menor variabilidade dos parametros
essenciais aos sistemas, é necessario garantir o funcionamento adequado de
equipamentos, como o chiller e o skimmer de proteina, assim como definir
rotinas, com intervalos adequados de monitoramento dos parametros, limpeza e

ajustes para manutencao.

Apesar dos resultados obtidos, ainda é preciso avaliar com mais
parametros o estado de saude dos fragmentos de L. pertusa durante o tempo de
manutencao, a fim de garantir o sucesso desse tipo de sistema. Parametros,
como atividade dos polipos (Roberts & Anderson, 2002; Orejas et al., 2016;
Baussant et al, 2018), taxa de crescimento e brotamento de pdélipos novos
(Orejas et al., 2007; Orejas et al., 2011; Brooke & Young, 2011; Lartaud et al.,
2017) e integridade do cenossarco (Baussant et al.,, 2018) podem ajudar a

caracterizar melhor as condi¢cdes dos corais em sistemas de recirculagéo.
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5. CAPITULO 2 — SISTEMA DE EXPOSICAO DE Lophelia pertusa A
DIFERENTES CONCENTRACOES DE BARITA

5.1. Introducéao

As atividades de perfuracdo podem implicar no descarte de grandes
guantidades de rejeitos no ambiente marinho (Neff et al., 1987; Raimondi et al.,
1997; Purser et al., 2015). O material descartado aumenta a sedimentacédo em
locais préximos de plataformas de petrdleo (Trannum et al., 2010). Durante a
perfuracao, fluidos sao utilizados para lubrificar e refrigerar os equipamentos,
assim como manter a integridade do poco e auxiliar na remoc¢éo do cascalho
(Holdway, 2002).

Fluidos de perfuracdo podem ter base em agua, em éleo ou em substancia
sintética (Strachan & Kingston, 2012). Fluidos a base de agua sdo os mais
comuns, devido a baixa ou auséncia de toxicidade para o ambiente (Neff, 2005;
Smit et al., 2008). Para fluidos com base em &gua, um dos principais
componentes é a barita (BaSO4) (Holdway, 2002). A barita € uma substancia
insolivel, que ocorre naturalmente e apresenta alta densidade (4,5 g.L?)
(Raimondi et al., 1997). Por conta desta caracteristica, a barita € utilizada como
agente estabilizador do fluido (Edge et al., 2016). Ela € composta de particulas
de pequenas dimensdes (~60 um) (Cantelmo, 1979) e, por isso, apresenta
grande capacidade de dispersao (Lepland & Mortensen, 2008; Cordes et al.,
2016), e com isso, alcancar areas ecologicamente sensiveis, como os recifes de

corais.

A barita, apesar de ndo ser considerada toxica, pode afetar fisicamente
organismos marinhos. Danos nas branquias e reducéo na taxa de filtragdo foram
observados em bivalves (Strachan, 2010). Também foi observada alteracdo na
viabilidade celular da esponja de agua profunda Geodia barretti (Edge et al.,
2016). Para corais de aguas profundas, efeitos fisicos provenientes da exposicéo
a barita, ou outro sedimento, ainda estdo sendo estudados. Efeitos negativos
podem ser ocasionados por sedimentag&o, como reducéo do crescimento, dano
e perda de tecido, esgotamento de energia (pelo aumento da atividade do pélipo
e da producédo de muco), comprometimento da respiracédo (sufocamento) e morte

do polipo (Erftemeijer et al., 2012). Além dos efeitos diretos, a sedimentacdo
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pode ainda limitar a fertilizacdo (Gilmour, 1999) e o assentamento larval
(Babcock & Davies, 1991; Gilmour, 1999) e influenciar o comportamento
(Dallmeyer et al., 1982). Em L. pertusa, a sedimentacdo pode ocasionar a morte
de larvas (Larsson et al., 2013; Jarnegren et al., 2016) e promover a perda do
cenossarco (Baussant et al., 2018).

Experimentos de sedimentacdo com produtos provenientes da
perfuracdo, de uma forma geral, podem ser realizados em pulsos ou em
exposicdo continua (Brooke et al., 2009; Strachan & Kingston, 2012; Larsson et
al., 2013; Baussant et al., 2018). Para a manutencao da concentracdo desejada
ao longo do experimento, € necessaria a adicdo constante da substancia a ser

testada.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um
sistema de ensaio, apto a simular diferentes concentracbes de descarte de
barita, avaliando os efeitos fisicos da sedimentacdo de barita em fragmentos de
L. pertusa através da observacdo do comportamento dos polipos, quantificacdo

de sobrevivéncia/mortalidade e producédo de muco.

5.2. Material e Métodos

Unidade experimental
Aquario de exposicao

Os aquarios de exposicao foram construidos com acrilico e PVC. A parede
de acrilico foi selecionada para permitir a visualizacdo e a captura de imagens.
A parte superior dos aquarios apresenta 21 cm de comprimento, 20 cm de
largura, 47 cm de altura, e a parte inferior, em forma piramidal, 10 cm de altura.
Com essas medicbes, 0 aquario apresenta capacidade total de 20 litros de
volume. Cada aquario possui duas conexfes para mangueiras na parte superior,
e uma na parte inferior. As conexdes superiores permitiram um fluxo laminar de
agua, enquanto a conexao inferior serviu de dreno para a retirada de detritos do
aquario, e simular um fluxo vertical. O modelo desse aquario foi baseado nas
unidades experimentais descritas por Brooke et al. (2009) e Baussant et al.
(2013).
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Modelo de sistema de exposi¢céo

A barita € um composto de natureza insoluvel e altamente denso. Por conta
dessas caracteristicas, ensaios de exposicdo continua requerem adicdo
constante a partir de uma solucdo estoque, a fim de manter a concentracao
desejada, conforme utilizado por alguns pesquisadores (Strachan, 2010;
Baussant et al., 2013; Baussant et al.,, 2018). Nesses casos, as unidades
experimentais utilizaram fluxo continuo para a circulacdo da 4gua do mar. No
Labtox, a disponibilidade de agua é um fator limitante, conforme explorado no
Capitulo 1, o que impede a utilizacao de fluxo continuo para o experimento. Para
determinar o modelo mais adequado que atenda essa limitacdo, uma série de
testes preliminares foi realizada com diferentes métodos visando manter a
concentracdo desejada de barita, considerando uma variagdo maxima de 20%
em relacdo a concentracdo desejada (Baussant et al., 2013). Esses pré-testes

estdo descritos abaixo, no item Testes preliminares.

Com os resultados dos testes, optou-se por utilizar um modelo com os dois
tipos de fluxo: uma circulacdo fechada e um fluxo continuo. O sistema de
circulacdo fechada desempenha a funcao de fluxo principal de 4gua, similar aos
sistemas de manutencéo, enquanto o sistema de fluxo continuo foi utilizado para

adicionar barita & unidade (Strachan, 2010).
Unidade experimental e recirculagéo

Cada unidade experimental foi composta pelo aquario de exposicdo e um
reservatorio de vidro (sump) de 3 litros (Figura 20), com volume total de 23 litros.
Para a circulacao principal fechada, foi utilizada uma bomba interna (Sarlo Better
SB1000) com vazdo maxima de 1.000 L.h1. Essa bomba foi conectada a uma
mangueira de silicone de 3/4 de polegada. A mangueira foi encaixada em um
cano de PVC de mesma espessura, com registro para regular a vazdo. Para
esse experimento, a vazéo foi ajustada para 12 L.h%, conforme descrito em
Baussant et al. (2013). Desse registro, foi feita a reducédo para um tubo de
silicone de 4 mm de diametro interno. O tubo foi direcionado para a parte
superior, com entrada pela tampa de acrilico, a fim de manter um fluxo vertical.
As conexdes superiores foram utilizadas como dreno para manter o volume do

aguario constante e fechar o sistema de recirculacdo. Uma aeracéo intensa foi
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inserida no reservatorio inferior, a fim de evitar estresse adicional aos corais
inseridos no aquario, e garantir oxigenacao suficiente. A utilizacdo da bomba
submersa SB1000 gerou calor durante o seu funcionamento e, ocasionou o
aumento da temperatura em niveis criticos para a saude dos corais. Para
contornar esse problema, os reservatorios contendo essas bombas foram
dispostos em banho maria, em dois contéineres de plastico com 60 litros
interligados (Figura 20). Esses contéineres foram cheios com agua de osmose e
em cada um estava inserida uma bomba SB1000 conectada a um chiller de 1/3
de HP. A temperatura dos chillers foi configurada para 12,5 °C, conforme

utilizados nos sistemas de manutencao.

Figura 20 — Unidade experimental utilizada para o ensaio de exposi¢cao a barita
com Lophelia pertusa.
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Fonte: Autor.

Fluxo continuo e sistema de adicdo de barita

Durante os preé-testes, foi observado um decaimento na concentracdo de
barita ao longo do tempo, com reducéo aproximada de 20% da concentracao
inicial em uma hora. Como citado acima, para manter a concentragédo de barita

durante o ensaio, foi necessario adotar um sistema de adicdo continua. Para
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isto, foi adotado um sistema de fluxo continuo, complementar ao fluxo de

recirculacdo principal.

Para realizar o fluxo continuo, foi utilizada uma bomba peristaltica Watson-
Marlow 520s de 24 canais. O fluxo continuo foi responsavel pela reposicédo de
barita e drenagem de 4gua em cada unidade experimental (2 canais para cada),
assim como realizar a troca de agua. Foram utilizadas mangueiras de marprene
da Watson-Marlow, com 1,85 mm de diametro e 0,8 mm de espessura de parede.
Estas mangueiras foram conectadas a tubos de silicone, iguais aos utilizados
para o sistema de recirculacdo. Foi selecionada a vazédo de 0,18 L.h'l. Essa
vazao foi definida a partir dos pré-testes, uma vez que a mesma foi suficiente
para transportar a solugdo de barita, com consumo de &gua aceitavel. Essa
vazao também foi préxima da utilizada por Baussant et al. (2014) de 0,12 L.h.

A barita foi adicionada as unidades experimentais a partir de duas solucdes-
estoque, uma para o tratamento na concentragédo de 50 mg.L? e outra para 100
mg.L. As concentracdes dos estoques foram determinadas a partir dos dados
obtidos com os pré-testes do decaimento da concentracéo dos aquarios de cada
tratamento em relacdo a vazao adotada para o fluxo continuo. Um estoque de
agua limpa também foi mantido para a troca de agua do controle e das unidades
expostas a barita durante o periodo de recuperacdo. A agua drenada foi
descartada em reservatérios de 40 L, para entdo serem rejeitados

posteriormente de forma adequada.

Desenho experimental

O experimento foi composto por nove unidades experimentais, com trés
réplicas para cada tratamento: controle (somente agua do mar), 50 mg.L* (c50)
e 100 mg.L? (c100). As réplicas foram designadas como R1, R2 e R3. Para o
ensaio, tanto para as unidades quanto para os estoques, foi utilizada agua do
mar sintética com salinidade 35 (Tropic Marin® Pro Reef). A preparacdo esta

descrita no Capitulo 1.

Para o inicio da exposicdo, a barita foi diluida em agua de osmose e

adicionada diretamente ao reservatorio de vidro de cada unidade experimental.
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Para o tratamento de 50 mg.L™, adicionou-se 1,225 gramas de barita e para o
tratamento de 100 mg.L?, 2,7 gramas. Estas quantidades foram definidas

durante os pré-testes.

Para reposicdo de agua (no controle) e barita, foram utilizados trés
reservatorios de 40 litros cada: um para agua limpa e dois para armazenar as
solucdes-estoque de barita para reposicéo (50 e 100 mg.L™?). Os reservatoérios
das solu¢Bes-estoque foram posicionados de forma elevada em relagdo a bomba
peristaltica, e a agua limpa em uma posicéo inferior. As concentracdes iniciais
para estas solucdes-estoque de reposicéo foram de 3,36 g.L* e 6 g.L %, para 50

e 100 mg.L?, respectivamente.

Para manter a barita em suspensao nos estoques, bombas de alta vazéo
foram posicionadas no interior de cada reservatorio. No reservatorio da
concentragdo de 50 mg.L™?, foi utilizada uma bomba SICCE de 2.500 L.h* e no
reservatério de 100 mg.L!, uma bomba SICCE de 4.000 L.hl. Para o
reservatorio contendo agua limpa, foi utilizada uma bomba de menor vazao,

Sunsun JP-025 de 1.600 L.h, para manter a &gua em movimento e oxigenada.

Os experimentos seguiram o mesmo padrao de exposi¢do utilizado por
Baussant et al. (2013), com adapta¢des, com cinco ciclos e duracéo total de 35
dias: 7 dias de aclimatacao (de 15 a 22 de junho), 7 dias de exposicao (de 22 a
29 de junho), 7 dias de recuperacdo em agua do mar limpa (de 29 de junho a 06
de julho), mais 7 dias de exposicao (de 06 a 13 de julho) e 7 dias de recuperacéo
(de 13 a 20 de julho) (Figura 21).

Figura 21 — Cronograma com as principais atividades realizadas durante os 35
dias de experimento com Lophelia pertusa de 15 de junho a 20 de julho de 2017.

Dias 1/2|3|4/5/6|7|8/9/10/11/112/13|14|15/16/17|18|19|20/21|22|23|24/25|26|27|28/29|30|31|32/33|34|35
Aclimatagéo
Exposicéo
Recuperacéo
Alimentacéo X X X X X X X X X X X X X X X

Fonte: Autor.
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A reposicao de dgua nos reservatorios foi feita sempre ao final do dia, para
garantir um volume suficiente para a noite. Os reservatorios de descartes foram
esvaziados ao final do dia para evitar risco de transbordamento. A transi¢ao entre
0 periodo de exposicdo e o periodo de recuperacdo foi feita pela troca das
mangueiras usadas, conectadas aos aquarios de exposi¢cdo, por mangueiras
limpas conectadas ao reservatério de agua limpa. No dia seguinte, as
concentracdes de barita foram verificadas e, quando constatada a auséncia total
de barita em suspensdo nos aquarios de exposi¢do, a bomba peristaltica foi
desligada. Durante os periodos de recuperacdo, a bomba peristaltica passou a
funcionar 3 horas por dia para realizar a troca parcial de 4gua de cada unidade.
Esse procedimento permitiu a renovacdo de 16,4 % da agua em todos o0s
aquarios durante os 7 dias de recuperacdo. A reducdo no tempo de
funcionamento da bomba apresentava a premissa de reduzir a utilizagdo de agua

durante o ensaio.

Os parametros fisico-quimicos foram verificados ao longo de todo o
experimento. A temperatura foi verificada diariamente através de um termdémetro
digital (Instrutherm). O pH, oxigénio dissolvido (OD) e salinidade foram
verificados a cada dois dias com eletrodos Thermo Scientific Orion Star A211,
Thermo Scientific Orion Star A213 e um refratbmetro digital Atago,
respectivamente. As concentracdes de amonia, nitrito e nitrato foram verificadas
trés vezes por semana: no inicio, meio e fim de cada periodo. A leitura da
concentracdo de amonia foi feita com eletrodo (Thermo Orion 4 Star) e as
concentragbes de nitrito e nitrato foram verificadas com colorimetro (LaMotte
Smart 3).

A verificacdo da concentracdo de barita das solu¢des-teste foi feita através
da analise de turbidez. Para isso, foi utilizado o turbidimetro TD-300
(Instrutherm). Foram coletadas trés amostras de agua de cada aquario de
exposicdo, sempre o mais proximo possivel dos fragmentos. Os resultados
dessas leituras, dadas em NTU pelo equipamento, foram transformados para
mg.L?, através da curva de calibragdo montada a partir de cinco concentracdes
pré-definidas de barita (Figura 22). A partir dos trés valores avaliados, foi
calculada a média. Para o primeiro dia da exposicao, foram feitas leituras de hora
em hora para acompanhar a variagdo da concentracdo em cada unidade
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experimental, para entdo realizar qualquer ajuste necessario. Nos dias
seguintes, foram feitas leituras de 4 em 4 horas (com horario determinado em 9
h, 13 he 17 h).

Figura 22 — Curva de transformacéao de turbidez (NTU) para mg.L-1 de barita.
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Fonte: Autor.

Foram selecionados 27 fragmentos de Lophelia pertusa, com 3 a 8 pélipos,
provenientes dos trés sistemas de manutencdo, com estrutura o mais plana
possivel (menos tridimensional) para facilitar a captura de imagens. Foram
inseridos trés fragmentos em cada aquario. Os fragmentos foram fixados em
uma base gradeada com o auxilio de mangueiras de silicone. A alimentagéo dos
corais durante o ensaio foi estabelecida em trés vezes por semana, conforme
cronograma, de acordo com o procedimento adotado para os sistemas de
manutenc¢dao. Foi utilizada uma densidade de 300 nauplios de Artemia sp. recém
eclodidos (< 24h) por litro (Baussant et al., 2013).

O experimento foi conduzido em camara refrigerada com temperatura entre
11,0 £ 0,5 °C, no escuro. Luzes foram acesas apenas no momento da
alimentacdo, da coleta de amostras para andlises, da tomada de fotos para a
observagéo direta e, por cerca de 15 minutos, durante cada periodo de captura
de imagens (time-lapse). Apos a finalizagdo do experimento, estes fragmentos
foram limpos com jatos d’agua e transferidos para um sistema de manutencao,

para acompanhamento posterior.
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Parametros de resposta (Endpoints)

Ao longo do experimento, foram observados os seguintes parametros de
resposta: 1) Atividade; 2) Mortalidade; e 3) Presenca de muco. A atividade dos
polipos de todos os tratamentos foi avaliada pelo método de observacgéao direta,
duas vezes ao dia (manha e tarde), durante todo o experimento. Esse método
consiste em agregar valores para os diferentes niveis de atividade do pélipo
(Larsson et al., 2013; Orejas et al., 2016). Foram utilizados estados binarios, de
0 para pélipos fechados, e 1, para polipos abertos ou meio abertos (Orejas et al.,
2016). Para reduzir a subjetividade da categorizacdo, foram estabelecidas
referéncias quanto ao que considerar aberto ou fechado (Figura 23). Foram
selecionados trés polipos de cada fragmento presente em cada aquario de
exposi¢cdo para o acompanhamento. Para auxiliar a observagao das atividades
dos pdlipos, foram tiradas fotografias, sempre nos mesmos horéarios (10:00 e
15:00 horas) para manter uma padronizacdo. Foi obtido um total de 504

fotografias.

Além da atividade do pélipo, a mortalidade também foi avaliada. Para isso,
foi realizada a contagem de pélipos de cada fragmento antes de acomoda-los
nos aquarios. Ao final do experimento (35 dias), foi realizada uma nova contagem
para determinar a taxa de sobrevivéncia. O muco s6 foi avaliado quanto a sua

presenca durante o ensaio.

Figura 23 — Referéncias para a observacdo direta da atividade de Lophelia
pertusa. (A) Pdlipo fechado = 0. (B) Pdlipo aberto = 1.

Fonte: Autor.
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Analise de dados

Para as andlises estatisticas, foram utilizados os softwares Microsoft
Excel e R v. 3.5.2. Foi realizada estatistica descritiva para os dados de
concentracao e fisico-quimicos. Foram definidos maxima, minima, média, desvio
padrao (DP) e coeficiente de variacédo (CV) para cada parametro e concentracao,
para cada tratamento. Graficos de série temporal foram montados para a
variagdo da concentracdo de barita ao longo do tempo, para cada tratamento.

A mortalidade foi quantificada em proporcdo para cada tratamento. Foi
realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, porém os dados néo
apresentaram distribuicdo normal. Foi realizada transformagdo arco-seno
(Orejas et al., 2016), porém sem conferir normalidade aos dados (Tabela 4). Por
conta da distribuicdo ndo-paramétrica, foi utilizada a analise Kruskal-Wallis, com
intervalo de confianca de 95%. Graficos do tipo bar-plot foram gerados para a

taxa de sobrevivéncia.

Tabela 4 — Teste de normalidade para a taxa de sobrevivéncia, com e sem
transformacao arco-seno. Tanto os dados brutos, quanto os transformados néo
apresentaram distribuicdo normal (p < 0,05).

Shapiro-Wilk
Mortalidade W p
Dado néo transformado 0,56918 4,16e-05
Transformac&o Arco-seno 0,55914 3,17e-05

Fonte: Autor.

A atividade dos polipos foi representada em proporgédo de polipos abertos
para cada aquario ao longo do tempo. Foram realizadas analises comparativas
entre os tratamentos durante toda a duragcédo do ensaio e entre os periodos de
recuperacdo para cada uma das exposicoes (50 mg.Lte 100 mg.L ). O teste de
normalidade Shapiro-Wilk foi realizado para cada um dos dados, porém, assim
como para mortalidade, os dados de atividade nao apresentaram distribuicdo

normal, mesmo apos a transformacéo arco-seno (Tabela 5).
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Tabela 5 — Teste de normalidade para os dados de atividade, com e sem
transformacao arco-seno, para cada teste. Tanto os dados brutos, quanto os
transformados ndo apresentaram distribuicdo normal (p < 0,05).

Shapiro-Wilk
Dados néo transformados Transformacéo arco-seno
W p W p
Total 0,85693 <2,2e-16 0,89125 <2,2e-16
Recuperacéao c50 0,85781 3,918e-07 0,83931 9,595e-08
Recuperagéo c100 0,93534 0,0006518 0,89657 1,103e-05

Fonte: Autor.

Para comparar os dados ndo-paramétricos de atividade total entre aquarios,
a analise de Kruskal-Wallis foi realizada, com intervalo de confianca de 95%
(Orejas et al.,, 2016). Para diferencas significativas, andlises post hoc de
multiplas comparacdes ndo-paramétricas, presentes no pacote “nparcomp” do
R, foram utilizadas (Konietschtke et al., 2015). Essas analises post hoc utilizaram
meétodo de Tukey, de comparacdes par a par, porém aplicado para dados nao
paramétricos. Para as analises entre as recuperacdes de cada tratamento, foi
utilizado teste Wilcoxon para amostras dependentes. Graficos de box-plot foram
gerados para comparar a atividade entre os aquarios. Foram gerados também
gréaficos de série temporal para cada réplica de cada tratamento. Esses graficos
foram associados aos graficos de concentracdo de barita, com objetivo de

identificar padrbes de comportamento em fungéo da variacdo de concentragao.

Testes preliminares

Em 2016, foi montado um primeiro ensaio. Esse primeiro modelo de
ensaio utilizou uma bomba peristaltica (Watson-Marlow 520s) de 24 canais para
realizar a recirculacéo, com vazéo de 1,44 L.h-1. A adicdo de barita era realizada
no inicio do teste, de forma pontual. Para manter a concentragdo, foi instalada
uma bomba (Sarlo Better SB1000c) no fundo dos aquarios para manter a barita

em suspensao (Figura 24).
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Figura 24 — Modelo do sistema de recirculagdo da solucao barita/agua do mar
para os experimentos com Lophelia pertusa no pré-teste realizado em 2016.

)\

Bomba
Peristaltica

44
| SB1000

\/

Fonte: Autor.

A partir deste modelo, foi montado um sistema de exposicdo composto
por nove aquarios. Foram utilizados 3 aquarios para o controle, 3 para a
concentracdo de 50 mg.L? e 3 para a concentragcdo de 100 mg.L?, todos com
agua do mar sintética. Cada aquario recebeu 3 fragmentos de coral. Durante o
periodo de aclimatacéo, as bombas instaladas no interior dos aquarios elevaram
a temperatura de 13 °C para 17 °C ap06s 24 horas. Esse aumento de temperatura
ocasionou a mortalidade dos fragmentos. Por conta deste evento, novos testes

preliminares foram realizados para definir um modelo mais adequado.

1° teste - Abril/2017

Em abril de 2017, foi montado um novo modelo, no qual cada unidade
experimental era composta de um aquario de 20 L e um reservatério de vidro de
3 litros. Cada recipiente possuia uma bomba SB1000c para realizar a circulacao
do sistema, com registro para ajuste da vazéo da agua. Para lidar com o calor
gerado pelo funcionamento da bomba, estes recipientes ficavam em um

reservatério com agua de osmose, conectado a um chiller, para manter a
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temperatura ajustada para 12 °C (Figura 25). A vazao adotada foi de 12 L.h1,
conforme descrito no item Material e Métodos deste capitulo. Uma das conexdes
superiores e a conexao inferior foram utilizadas para drenar a 4gua novamente
para o reservatorio. Optou-se por utilizar a conexao inferior em conjunto com a

superior para reduzir a perda de barita. Neste teste, foram usados trés aquarios.

Figura 25 — Segundo modelo de sistema de recirculacéo da solucéo barita/agua
do mar para o experimento com Lophelia pertusa. Sistema com refrigeragao e
fluxo realizado por bomba de aquario.
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Fonte: Autor.

A temperatura neste modelo se manteve em 12,24 + 0,35 °C nos aquarios,
proxima a temperatura dos sistemas de manutencao. Foi testado o decaimento
da concentragéo de barita ao longo do tempo. A concentragéo utilizada foi de
100 mg.Lt. A guantidade de barita calculada para 23 litros de agua do mar foi
de 2,3 gramas, diluida em um pouco de agua, agitada, para entao ser adicionada
aos recipientes. Para manter a barita em constante mistura foi adicionada uma
aeracao forte nos recipientes. O teste foi conduzido por 24 horas. A concentragao
maxima de barita alcancada foi de 69,45 mg.L™, com decaimento de 48% desta

concentragédo em 4 horas (Figura 26).
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Figura 26 — Variagdo da concentragdo de barita no 1° modelo de unidade
experimental.
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Fonte: Autor.

20 teste - Maio/2017

Apesar de a temperatura permanecer proxima da adotada para a
manutencdo, a concentracdo de barita ndo foi estavel. A aeracdo forte no
reservatorio de cada unidade nao foi capaz de manter a barita em suspensao
durante 24 horas. Para alcancar a faixa de variacdo adequada da concentracdo
de barita, uma bomba auxiliar (Atman HF-0400) foi adicionada ao reservatério
de vidro (Figura 27). A quantidade de barita adicionada inicialmente foi
aumentada em 20% (2,3 a 2,7 g), uma vez que a quantidade utilizada
anteriormente ndo foi suficiente para atingir a concentracdo desejada. Essa
adicdo extra permitiu o sistema atingir uma concentracéo inicial proxima de 100
mg.L. A bomba no recipiente ajudou a reduzir o decaimento (15% na primeira
hora), no entanto, ainda foi insuficiente para manter a concentragao durante a

noite (Figura 28).
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Figura 27 — Modelo do sistema de recirculagdo da solucao barita/agua do mar
para o experimento com Lophelia pertusa com bomba auxiliar.
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Fonte: Autor.

Figura 28 — Variacdo da concentracdo de barita nos aquérios de manutencao
durante o pré-teste realizado com o segundo modelo.
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Fonte: Autor.

Com esse resultado (Figura 28), verificou-se a necessidade de adicdo
continua de barita, a fim de garantir uma concentracdo constante ao longo da
exposicdo. Baussant et al. (2013) utilizaram, por exemplo, uma bomba

peristaltica para adicionar o fluido de perfuracéo a partir de uma solugéo estoque,
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com vazao de 2 mL.min* (0,12 L.h'), porém com fluxo continuo principal de 12
L.h'l, o que resultava em um gasto elevado de &gua do mar durante o
experimento. Para reduzir o consumo de agua para volumes aceitaveis as
condicdes do Labtox, os pré-testes seguintes seguiram um modelo que
apresentava tanto fluxo fechado principal, com vazéo de 12 L.h1, quanto fluxo
continuo, realizado pela bomba peristaltica de 24 canais. O fluxo continuo foi
utilizado para realizar a adicdo de barita e realizar a troca de agua. Para
equilibrar o volume, dois canais foram utilizados, um para adicdo de solucéo-
estoque e/ou agua, e outro para retirada do excesso de agua. A retirada de 4gua

foi realizada pela conexao inferior.

30 teste — 12 de Maio

Para o primeiro teste com fluxo continuo, a bomba peristaltica apresentou
funcionamento intermitente, com adic&o continua por 15 minutos, e um periodo
de repouso de 1 hora e 15 minutos. Para essa configuracdo, a bomba foi ligada
a um temporizador ajustado a esses intervalos (Figura 29). A adicéo de barita foi
feita pela parte superior do aquério, na entrada do fluxo principal, a partir de uma
solucéo-estoque. Para evitar a perda de agua presente no aquario durante falhas
de equipamento, o registro na conexao inferior foi fechado. O fluxo principal

passou a retornar ao reservatorio através da saida na parte superior do aquario.
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Figura 29 — Terceiro modelo, com fluxo continuo em conjunto com sistema de
recirculacdo. Funcionamento intermitente da bomba peristaltica.
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Fonte: Autor.

Foi selecionada uma vazao de 4 mL.min! (0,25 L.h't), sendo necessaria
uma solucéo estoque de 43,5 g.L! de barita para que a concentracdo de 100
mg.L? fosse atingida. Porém, devido as caracteristicas fisicas da barita, a vazéo
selecionada nao foi suficiente para transportar a quantidade necessaria para
atingir a concentracédo desejada, uma vez que grande parte ficou aderida na
mangueira. A vazao foi aumentada gradativamente, até atingir uma que fosse

forte o suficiente para transportar a barita, no caso, 16 ml.min-* (0,96 L.h™1).

A vazdo de 0,96 L.h foi utilizada e a quantidade inicial de barita foi
adicionada integralmente ao recipiente de vidro (reservatoério). Para estimar a
concentracdo da solugcdo-estoque para a reposigcéo, foi utilizado o valor do
decaimento por sedimentacdo em uma hora, e medida a concentracdo do
descartado pela bomba peristaltica durante 15 minutos. Foi obtida uma
concentracdo de 1,13 g.L1. As medi¢cGes comecaram 30 minutos apoés a adicéo
da barita, sempre antes e logo apdés a reposicdo. Ao longo do periodo
acompanhado, foram observados decaimentos acima de 20% antes da
reposicdo, com aumento abrupto apds a adicdo (Figura 30). Foi encontrada
média de 80,68 + 17,89 mg.L! e coeficiente de variacdo (CV) de 22 %. Esses
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aumentos podem ser atribuidos ao funcionamento repentino da bomba, que

pode carrear a barita retida nos tubos de silicone.

Figura 30 — Variacdo de concentracdo de barita observada para o terceiro
modelo da unidade experimental.
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Fonte: Autor.

4° teste - 18 de maio

Com o funcionamento intermitente, a bomba demonstrou ser imprevisivel
guanto ao transporte de barita ao aquario. Para reduzir essa imprevisibilidade,
foi adotada uma adicdo continua a uma vazdo menor. A vazdo testada
inicialmente foi de 2 ml.mint (0,12 L.h!) (Baussant et al., 2013). Também foi
adotada uma posicao elevada para a solucdo-estoque, com objetivo de reduzir
a perda de barita (Figura 31).
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Figura 31 — Quarto modelo, igual ao terceiro, mas com funcionamento continuo
da bomba peristaltica.
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Fonte: Autor.

Foi realizado um teste para avaliar o decaimento da barita ao longo de
uma hora, para ser estimada a perda de barita por sedimentacdo em um minuto.
Foi também medida a quantidade de barita retirada pela bomba peristaltica, para
entdo ser calculada a retirada em um minuto. Os dois valores foram somados e,
assim, obtida a quantidade a ser adicionada por minuto. Com este valor, foi
calculada a concentracdo de barita necessaria para chegar ao final do tubo e
uma solucdo-estoque foi preparada baseada nesta concentracdo. Foram
analisadas as concentracfes na saida do tubo e realizados ajustes na solucao-
estoque. No entanto, a vazdo de 2 ml.min't ndo foi suficiente para transportar a
quantidade desejada de barita, independente da concentracdo da solucéo-
estoque. A vazdo foi elevada para 3 ml.min? (0,18 L.h'). Essa vazédo foi
finalmente suficiente para o transporte adequado de barita.

5% e 6° testes — Maio e Junho/2017

Foi entdo montado um novo experimento, com novos calculos baseados
na nova vazdo de 0,18 L.hl. O teste foi conduzido por 3 horas, atingido a

concentracdo maxima de 110 mg.L! e minima de 94 mg.L!, com uma média
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99,71 +6,59 mg.L' e CV de 7 %. A concentracdo apresentou maior estabilidade
(Figura 32).

Figura 32 — Variacdo da concentracdo de barita no aguario de exposicdo com
100 mg.Lt. Quarto modelo de unidade experimental utilizado.
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Fonte: Autor.

O mesmo teste foi conduzido para a concentracdo de 50 mg.L?, os
calculos da perda foram realizados. Foi adicionado 1,15 gramas de barita
inicialmente (quantidade necessaria para 50 mg.L* em um volume de 23 litros)
mas, assim como na concentracéo de 100 mg.L, ndo foi suficiente para atingir
a concentracdo desejada. A quantidade foi aumentada aos poucos, até alcancar
1,225 gramas de barita, suficiente para atingir a concentracdo proxima a 50 mg.L"
1. A barita foi adicionada ao reservatério, e a primeira medicédo realizada 30
minutos apds, assim como nos outros testes. O sistema ficou em funcionamento
por aproximadamente 14 horas, com o objetivo de testar a eficiéncia do sistema
em manter a concentracao ao longo da noite. A concentracdo maxima alcancada
foi de 57 mg.L* e minima de 41,6 mg.Lt, com média de 45,8 + 6,37 mg.L ' e CV
igual a 14%. A variacao ficou abaixo de 20%, ou seja, dentro do limite aceitavel
(Figura 33). Estes resultados, associados aos obtidos para a concentracao de
100 mg.L, demonstraram que tal modelo de circulacdo atende as condicoes

estabelecidas para a exposicao de L. pertusa a barita.
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Figura 33 — Variacdo da concentragdo de barita no aquario em 15 horas.
Concentracao testada de 50 mg.L-1.
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Fonte: Autor.

5.3. Resultados

Ensaio de Exposicao

Manutencdo da concentracao de barita

Os valores médios de barita obtidos na concentracdo de 50 mg.L?
variaram entre 23,56 e 138,96 mg.L? (47% a 278% da concentragdo
estabelecida) durante o primeiro ciclo, e entre 10,89 e 172,43 mg.L? (22% a
345%) durante o segundo ciclo de exposicéo (Tabela 6). Conforme observado
pelos coeficientes de variagdo, o segundo ciclo apresentou maior variabilidade
nas concentracdes (Figura 34). Nos aquarios de tratamento de 100 mg.L! de
barita, os valores médios das concentracbes durante o primeiro ciclo de
exposicdo variaram entre 42,64 e 254,31 mg.L! (43% a 254%), e entre 7,94 e
581,23 mg.L* (8% a 581%) durante o segundo ciclo de exposicdo. Conforme
observado na concentracdo de 50 mg.L™?, o segundo ciclo de exposicédo também

apresentou maior variacao nas concentracdes (Tabela 6).
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Tabela 6 — Concentragfes minimas, maximas e médias de barita nos aquarios
de exposicao de Lophelia pertusa nas diferentes réplicas (R1 - R3), durante o 1°
e 2° ciclos de exposicdo nos tratamentos de 50 e 100 mg.Lt. CV = coeficiente
de variacdo; DP = desvio padréao.

50 mg.L*? 100 mg.L?

R1 R2 R3 R1 R2 R3
Q Médiaz 46,7+ 50,77 £ 47,51 109,98 92,56 * 127,46
;—: DP 16,26 19,19 20,97 37,08 34,76 41,94
g Max 79,19 112,06 138,96 220,84 211,87 254,31
i Min 23,93 2541 23,56 42,64 38,24 63,89
3! cv 35% 38% 44% 34% 38% 33%
S Médiat 59,3+ 61,12 + 60,07 £ 192,20 £ 172,92 + 170,53 £
%’“ DpP 37,78 31,85 37,11 121,58 76,88 78,26
S Max 172,43 134,18 168,84 581,23 326,03 396,55
5 Min 20,71 16,45 10,89 55,92 7,94 85,17
& cv 64% 52% 62% 63% 44% 46%

Fonte: Autor.
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Figura 34 — Variacdo da concentracdo de barita ao longo dos eventos de exposicao.
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Fonte: Autor.
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Fisico-quimica

Os produtos nitrogenados apresentaram niveis elevados quando
comparados aos sistemas de manutencao, porém ainda dentro do aceitavel. Os
niveis de amodnia do controle apresentaram média de 0,039 mg.Lt, com maxima
de 0,1 mg.L! observado na réplica R1. Para o tratamento de 50 mg.L%, foi obtida
média de 0,039 mg.L%, com méaxima observada de 0,35 mg.L na réplica R1. No
tratamento de 100 mg.L™%, foi encontrada média de 0,025 mg.Lt, com méaximo
observado de 0,096 mg.L?, na réplica R3 (Tabela 7). Para nitrito, foram
observadas médias de 0,04 mg.Lt, 0,07 mg.L*e 0,03 mg.L! para o controle, 50
mg.Lt e 100 mg.Lt, respectivamente. O maximo registrado para o controle foi
de 0,1 mg.L* na réplica R3, enquanto para os tratamentos foram registradas
maximas de 0,489 mg.L* e 0,135 mg.L%, para a réplica R3 do tratamento 50
mg.L? e réplica R1 do 100 mg.L?, respectivamente (Tabela 8). Os niveis de
nitrato foram os mais elevados, porém esses dados eram esperados, uma vez
que nos sistemas de manutencéo foi observada a mesma tendéncia. O maximo
registrado foi de 1,785 mg.L™* no tratamento 50 mg.L* na réplica R3 (Tabela 9).

Apesar dessas leituras elevadas, 0os maiores niveis ocorreram de forma pontual.

Tabela 7 — Dados descritivos para niveis de amoénia para cada réplica de cada
tratamento. DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variagao.

Amodnia
Controle Controle Controle C50 C50 C50 C100 C100 C100
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
MEDIA 0,046+ 0033+ 0,038+ 0,068+ 0,029+ 0,021+ 0,027+ 0,019+ 0,028+
+ DP 0,029 0,021 0,028 0,101 0,018 0,014 0,019 0,011 0,028
MAX 0,100 0,067 0,080 0,350 0,066 0,049 0,058 0,037 0,096
MIN 0,007 0,004 0,003 0,011 0,012 0,002 0,003 0,001 0,001
CVv 63% 63% 74% 149% 60% 68% 71% 60% 99%

Fonte: Autor.
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Tabela 8 — Dados descritivos para niveis de nitrito para cada réplica de cada
tratamento. DP = desvio padréao; CV = coeficiente de variacao.

Nitrito
Controle Controle Controle C50 C50 C50 C100 C100 C100
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
MEDIA * 0,038 + 0,043 + 0,041 + 0,088+ 0,063+ 0,094+ 0,035+ 0,032+ 0,028+
DP 0,033 0,035 0,039 0,106 0,07 0,155 0,042 0,025 0,030
MAX 0,089 0,099 0,101 0,309 0,208 0,489 0,135 0,064 0,097
MIN 0,002 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CcVv 85% 83% 95% 121% 121% 166% 122% 78% 107%

Fonte: Autor.

Tabela 9 — Dados descritivos para niveis de nitrato para cada réplica de cada
tratamento. DP = desvio padréao; CV = coeficiente de variacao.

Nitrato

Controle Controle Controle C50 C50 C50 C100 C100 C100

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
MEDIA + 0,418 + 0,456 + 0,413 + 0,533 0,505 0,545 0,430 0,409 0,402

DP 0,123 0,113 0,126 + + + + + +
) 0,296 0,195 0,477 0,192 0,105 0,155
MAX 0,670 0,633 0,645 1,207 0,862 1,785 0,917 0,621 0,786
MIN 0,310 0,332 0,294 0,302 0,313 0,298 0,312 0,304 0,284
cv 29% 25% 31% 56% 39% 88% 45% 26% 39%

Fonte: Autor.

Os outros parametros acompanhados apresentaram niveis mais
coerentes em relacdo aos mensurados para os sistemas de manutencdo. A
temperatura foi consistente entre os tratamentos. O controle apresentou média
de 12,7 °C entre as réplicas e maxima de 13,2 °C. Para 50 mg.L?, a média
encontrada entre as réplicas foi de 12,4 °C, com 13,6 °C de maxima. O
tratamento de 100 mg.L' apresentou temperatura média entre as réplicas de
12,3 °C e maxima de 12,7 °C (Tabela 10). Os niveis médios de pH de cada
tratamento foram de 7,87 para o controle e 50 mg.L?, e 7,91 para 100 mg.Lt. O
pH minimo observado foi de 7,48 na réplica R3 do controle (Tabela 11). A
salinidade, em todos os tratamentos, ficou em 35, com maxima e minima
registradas de 36 e 34, respectivamente (Tabela 12). O OD apresentou médias
nos tratamentos em torno de 6,5 mg.Ll, com niveis compativeis aos dos

sistemas de manutencéo (Tabela 13).
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Tabela 10 — Dados descritivos para temperatura (°C) para cada réplica de cada

tratamento. DP = desvio padréao; CV = coeficiente de variacao.

Temperatura (°C)

Controle Controle Controle C50R1 C50R2 C50R3 C100 C100 C100
R1 R2 R3 R1 R2 R3

MEDIA 12,4+ 12,7+ 130+ 127+ 124+ 121% 120+ 122+ 124+%
+DP 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
MAX 12,8 13,1 13,2 13,6 12,8 12,3 12,7 12,6 12,7
MIN 12,1 11,9 12,5 12,2 12 11,6 12,2 11,8 11,9
CVv 0% 0% 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Fonte: Autor.

Tabela 11 — Dados descritivos para pH para cada réplica, de cada tratamento.

DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacao.

pH
Controle Controle Controle C50 C50 C50 C100 C100 C100
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
MEDIA + 7,88+ 7,86 + 787+ 785+ 789+ 784 789+ 791% 79+
DP 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
MAX 8,29 8,15 8,46 8,54 8,6 8,32 8,13 8,54 8,39
MIN 7,57 7,6 7,48 7,5 7,5 7,5 7,6 7,6 7,53
cv 3% 2% 3% 3% 4% 3% 2% 3% 3%

Fonte: Autor.

Tabela 12 — Dados descritivos para salinidade para cada réplica, de cada

tratamento. DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variagao.

Salinidade

Controle Controle Controle C50 C50 C50 C100 C100 C100
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

MEDIA+  35% 35+ 35+ 35+ 35+ 35+ 35+ 35+ 35+
DP 0,7 0,6 0,4 0,7 0,5 0,6 0,4 0,4 0,5
MAX 36 36 35 36 36 36 35 35 36
MIN 34 34 34 34 34 34 34 34 34
Ccv 2% 2% 1% 2% 1% 2% 1% 1% 1%

Fonte: Autor.
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Tabela 13 — Dados descritivos para oxigénio dissolvido (OD) para cada réplica,
de cada tratamento. DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.

OD mg.L?
Controle Controle Controle C50 C50 C50 C100 C100 C100
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
MEDIA + 6,42+ 6,39 + 6,65 + 62+ 64t 65t 662 6,7 + 6,7 +
DP 1,1 1,0 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 0,9
MAX 8 8 8 8,1 8,3 8,4 8,5 8,4 8,4
MIN 4,7 4,27 53 4.4 5 45 4.8 4,6 5
cv 17% 16% 13% 15% 16% 15% 15% 15% 13%

Fonte: Autor.

Producdo de muco

Foi observada producédo de muco nos tratamentos de 50 e 100 mg.L™?,

apos o primeiro ciclo de exposicao (Figura 35). No entanto, ndo foi possivel

determinar o momento exato da liberacdo de muco, devido a baixa visibilidade

ocasionada pela barita em suspensao nos aquarios de exposicado. A visualizacdo

s6 foi facilitada devido a grande quantidade de barita aderida ao muco. Porém,

devido a essa presenca de barita, nao foi possivel determinar se houve ou nao

producdo de muco durante o segundo ciclo de exposicdo. Nao foi observada

producdo de muco nos aquarios do controle.
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Figura 35 — Fragmentos de Lophelia pertusa expostas a concentracdo de 50 (A)
e 100 (B) mg.L-1 de barita. A seta indica a presenca de muco no coral durante o
experimento.

Fonte: Autor.

Sobrevivéncia

A taxa de sobrevivéncia dos pélipos no controle ao final dos 35 dias de
experimento foi de 100 %. Nas concentracdes de 50 mg.L* foi de 93,8 % e na
de 100 mg.L?t, de 92,31% (Figura 36). A andlise ndo detectou diferenca
significativa (Kruskal-Wallis qui-quadrado = 1,1667, p = 0,558) entre os
tratamentos. A mortalidade foi observada somente nas réplicas R1 das

concentracdes de 50 mg.L* e 100 mg.L* (Tabela 14).
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Tabela 14 — Sobrevivéncia dos polipos de Lophelia pertusa de cada réplica para

0s tratamentos.

Fragmento Fragmento Fragmento Total Mortalidade Sobrevivéncia
1 2 3 (%)
Controle R1 5 4 4 13 0 100%
R2 3 9 4 16 0 100%
R3 6 5 7 18 0 100%
50 R1 5 7 10 22 3 86%
mg.L*  R2 7 7 4 18 0 100%
R3 4 4 4 12 0 100%
100 R1 5 6 4 15 3 80%
mg.L* gy 4 6 4 14 0 100%
R3 6 4 8 18 0 100%

Fonte: Autor.

Figura 36 — Taxa de sobrevivéncia dos polipos de Lophelia pertusa para cada
tratamento. Sobrevivéncia de mais de 90 % observada em todos os tratamentos.
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Fonte: Autor.

Atividade dos polipos

A atividade dos poélipos apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos (Kruskal-Wallis qui-quadrado = 142,83, p = 0). As analises post hoc
indicaram diferenca significativa entre todos os tratamentos (Tabela 15). Foi
observada maior atividade total no tratamento de 50 mg.L*, seguido do
tratamento de 100 mg.L* (Figura 37). N&o houve diferenca significativa entre os
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dois periodos de recuperacéo, tanto no tratamento de 50 mg.L, quanto no de
100 mg.L? (Tabela 16). Apesar da proporcéo de pélipos abertos néo apresentar
diferenca entre as recuperacfes, foi observada maior propor¢cdo durante a

primeira recuperacdo em ambos os tratamentos (Figura 38).

Tabela 15 — Andlise post hoc para o teste de Kruskal-Wallis, com comparacao
entre cada tratamento. Diferenca significativa (p < 0,05) entre todos os
tratamentos.

Multiplas comparacdes ndo-paramétricas

Comparagdes Estimador Inferior Superior Estatistica p
p(c100, c50) 0.604 0.532 0.677 3.410.761 0,002
p(c100, controle) 0.267 0.205 0.328 -8.984.116 3,33e-10
p(c50, controle) 0.129 0.085 0.173 -19.895.895 0

Fonte: Autor.

Figura 37 — Box-plot para proporcédo de polipos abertos ao longo do ensaio para

os tratamentos.
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Tabela 16 — Teste de Wilcoxon para entre os periodos de recuperacao para cada
tratamento exposto com barita. Nao foi observada diferenca significativa (p >
0,05) tanto entre as recuperacdes em 50 mg.L-1 quanto em 100 mg.L-1.

Wilcoxon
50 mg.L-1 V = 256 p = 0.2306
100 mg.L-1 V =330 p =0.2201

Fonte: Autor.

Figura 38 — Box-plot da proporcdo de pélipos abertos para os periodos de
recuperacao para os tratamentos de 50 mg.L-1 e 100 mg.L-1
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Fonte: Autor.

A série temporal de comportamento indica uma maior atividade nos
tratamentos 50 e 100 mg.L, conforme j& observado anteriormente. Porém, foi
evidenciada uma reducao na proporgéo de pdlipos abertos durante os periodos
de exposicdo no tratamento de 100 mg.L?, principalmente na segunda
exposicao, na qual as concentracdes de barita foram as mais elevadas (Figura
39). Para o tratamento de 50 mg.L?, esse padrdo ndo foi observado, com
atividade similar ao longo de todo o ensaio (Figura 40). Como indicado
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anteriormente, o controle apresentou a menor atividade durante o ensaio (Figura
41).

Figura 39 — Série temporal da proporcéo de polipos abertos de Lophelia pertusa
para as réplicas do controle ao longo do tempo de ensaio (35 dias).
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Figura 40 — Série temporal da proporcao de pdlipos abertos de Lophelia pertusa
(linha continua) e variacdo da concentracdo de barita (linha tracejada) no
tratamento de 50 mg.L™2.

C50 R1
@ 100%
[}
= 80%
Q
2 60%
3 40%
2
S 20%
<« 0%
© o L H o b A A A A A A Al Al A AL
Q7 Q7 Q7 07 O O O 9 L 0 0 0O 0O O O 0 O O 0
’L{ﬁ ‘1?’\ ‘13:} ’@ "3} '19\ Q'\\ @) Qb} QQ’\ 6\\ QCZ’\ '\Q\ '\(1> \”-’\ \°3\ '@\ '\‘b\ \cb\
12Exposicao 1#Recuperagao 2%Exposicao 2%Recuperacgao
C50 R2
@ 100% !
Q : h
= 80% i
Q | |
2 60% T :
§ 40% \ \
S 20% ! !
o M _ssa P [
- -~ ' r -
°\0O%Qaﬁa%Q:CoQa"\’\’\’\’\’\"\"\’\’\’\"\’\
(SRS S N R o RS RS MG TS R RS MRS RIS RIS RIS RIS MRS M
R S M R ORI S
12Exposicao 1#Recuperagao 2%Exposicao 2%Recuperacgao
C50R3
@ 100% ! ! ! 700
) : : : 600 7
b -l 80% | | 1 .
1 1 1 [=)]
3 60% ! ! : 388 E
< : ' ' 3
g 40% | . | ggg T
5 20% { ! . 100 —
o PRSI T il N )
e\o OOA] 1 I 1 O
O o L v L o A A A A A A A A A A A A A
(SRS S N g S O RS MRS RIS R\ M RIS RS MRS LS MRS S M
M R N R I OO
12Exposicao 1#Recuperagao 2%Exposicao 2%Recuperacgao

Fonte: Autor.



87

Figura 40 — Série temporal da proporcao de pélipos abertos de Lophelia pertusa
(linha continua) e variacdo da concentracdo de barita (linha tracejada) no
tratamento de 100 mg.L ™.
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Fonte: Autor.

Apoés o ensaio, os fragmentos foram transferidos para um sistema de 60
litros para observar sua recuperacdo. Porém, ndo foi realizado um
acompanhamento para observar efeitos de longo prazo. Durante este periodo,
foi observada atividade para todos os fragmentos, mas sem quantifica-la.
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5.4. Discussao

Sistema de exposicao

O sistema de exposicdo apresentou dificuldade em manter a
concentracdo de barita pré-determinada de cada tratamento. Variacdes foram
bem acima dos 20% da concentracdo esperada. A primeira exposicao
apresentou a menor variagcdo. Para a segunda exposi¢ao, a variagdo foi mais
elevada para ambos os tratamentos. Um possivel motivo para esta instabilidade
€ 0 acumulo de barita ao longo dos tubos de silicone. Com a adicdo continua,
esse acumulo nos tubos provavelmente se desprendeu e ocasionou 0 aumento
excessivo da concentracdo. Apesar dessas variagdes, nao ocorreu decaimento
como observado durante os primeiros testes preliminares. Particulas de barita

permaneceram presentes em suspensao ao longo dos periodos de exposicao.

Os testes preliminares, apesar do funcionamento adequado, n&o
contemplaram um periodo maior de adi¢cdo continua. Com isso, ndo se
observaram possiveis acumulos a longo prazo. Também nao foram levadas em
conta as diferentes distancias entre a solucdo-estoque e as unidades
experimentais. Essa diferenca na distancia pode ocasionar diferenca entre as
réplicas quanto a concentracdo ou contribuir para mais areas nos tubos para
acumulos. Durante o primeiro ciclo de exposicdo, as concentracdes entre as
réplicas se mantiveram proximas. Porém, no segundo ciclo, foram observadas
grandes variacfes entre as réplicas, o que pode indicar influéncia desses

acumulos.

Para ensaios com concentracdes elevadas de solidos, seja barita ou outro
tipo de sedimento, variacfes sédo esperadas. Baussant et al. (2018) observaram
maior variabilidade de cascalho de perfuracdo para as maiores concentracdes
de 27 + 11 (CV = 41%) e 42 + 18 (CV = 43%) mg.Lt. O mesmo foi indicado por
Brooke et al. (2009), com maiores variacdes observadas para as maiores
concentragbes de sedimento. Em Larsson et al. (2013), variagbes foram
menores nas maiores concentracdes, porem a unidade experimental utilizada
apresentava menor volume, o que pode ter contribuido para a manutencdo da
concentracdo. As variagfes observadas foram proximas para cada tratamento,
com coeficiente de variagdo total de 52% e 55% para 50 mg.Lte 100 mg.L?, e

foram coerentes com o observado em Baussant et al. (2018). A reducédo da
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variacao poderia ser evitada com a adicdo de uma bomba de aquario ao fundo
dos aquarios experimentais, conforme o modelo utilizado em 2016 e observado
em Edge et al. (2016). Porém, a baixa vazéo utilizada (12 L.h1), poderia nédo ser
adequada para o resfriamento eficiente dos aquéarios e ocasionar mortalidade
por conta da temperatura elevada. Além deste motivo, o fluxo extra poderia
contribuir negativamente, uma vez que a bomba permaneceria proxima aos

fragmentos.

As concentracdes utilizadas neste trabalho foram acima das observadas
para modelos e medicdes in situ. Concentracdes de particulas proveniente de
descarte de atividade de perfuragdo podem chegar a 25 mg.L por mais de 2 km
(Purser et al., 2015). Modelos de dispersao indicam concentracdes acima de 20
mg.L? de particulas em suspensédo a até 1 km dos pontos de perfuracdo (Frost
et al., 2014), apesar desses modelos poderem superestimar essas
concentracdes (Rye et al., 2012). Smit et al. (2008) propdem as concentracdes
3,01 e 17,9 mg.L* como concentrag@es de barita de risco, que afetam 50% e 5%
das espécies expostas, respectivamente. A adocao de concentracdes proximas
a estas pode auxiliar na reducéo da variabilidade observada, e se aproximar de

simulac6es mais fiéis as encontradas no ambiente.

Os parametros fisicos e quimicos apresentaram variacées mais elevadas
guando comparadas aos sistemas de manutencdo, com excec¢ao da salinidade.
A temperatura, apesar de variacdes maiores, permaneceu préxima dos valores
adotados (ver Capitulo 1). O pH apresentou niveis baixos de forma pontual, com
valores proximos aos observados para 0s sistemas de manutencéo. A média se
manteve ligeiramente abaixo, mas acima de 7,8 que, conforme ja discutido, ndo
afeta a calcificagédo do fragmento (Movilla et al., 2014). Os produtos nitrogenados
permaneceram mais elevados quando comparados aos sistemas de
manuteng¢do, com maximas bem acima do observado para os sistemas . Estes
niveis sdo consequéncia da falta de um sistema de filtragdo eficiente, como
adotado nos sistemas de manutencdo. A troca de agua realizada pela bomba
peristaltica, apesar de representar 130% do volume durante as exposicoes e
16% durante as recuperacoes, ndo foi o suficiente para manter os niveis de
produtos nitrogenados proximos de zero. Isso indica uma vazao ineficiente para

manter os niveis adequados e, conforme discutido no capitulo 1, grandes
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variagbes nesses parametros, principalmente os produtos nitrogenados podem

apresentar efeitos negativos para os fragmentos de L. pertusa.

Sobrevivéncia e Muco
Muco

A presenca de muco nos tratamentos com barita era esperada. O muco é
uma resposta a estimulos externos, com diferentes caracteristicas para
diferentes causas (Zetsche et al.,, 2016a). A producdo de muco auxilia na
remocao de particulas, juntamente com movimentos ciliares (Zetsche et al.,
2016b). Apesar de ser uma importante resposta, pouco foi explorado em relacao
ao muco. A producdo de muco como resposta a estressores, como
sedimentacao, ocasiona gasto energético (Maier et al., 2019). Esse gasto pode
afetar negativamente em caso de exposi¢ao por longos periodos, com alta taxa
de sedimentacao (Liefmann et al., 2018). Um possivel efeito da sedimentacao &
a alteracdo na comunidade microbiolégica presente no muco. Essa comunidade
ajuda a disponibilizar a matéria organica presente no muco nos recifes de corais
de aguas profundas (Wild et al., 2008). Apesar de pouco explorada, a presenca

de muco indicou a capacidade dos pélipos em lidarem com a exposicdo a barita.
Sobrevivéncia

A sobrevivéncia observada para os tratamentos com barita demonstra
uma grande tolerancia por parte dos poélipos de L. pertusa. Essa tolerancia foi
ainda mais evidente se forem consideradas as concentracdes elevadas atingidas
durante o ensaio. Porém, é possivel tratar-se de um periodo curto para observar
maiores taxas de mortalidade. Brooke et al. (2009) observaram sobrevivéncia
acima 80% para concentracdes de sedimento de 54 mg.L! ao final de um
periodo de 14 dias de exposicdo continua. Para concentragfes acima desta, 0s
autores observaram queda da taxa de sobrevivéncia, com um pouco menos de
60% na concentragdo de 103 mg.Lt, 40% para 245 mg.L* e 7% para 362 mg.L-
1, Com o aumento de periodo exposto, provavelmente seria observada uma

maior mortalidade dos corais expostos a barita.
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As mortalidades observadas podem estar associadas a reducdo do
oxigénio dissolvido ao redor dos polipos. A sedimentacdo causa condicdo de
anoxia nas superficies dos polipos expostos (Allers et al., 2013). Essa camada
de anOxia € mais evidente em testes de soterramento (Allers et al., 2013), porém,
a sedimentac¢do continua, mesmo em pequenas concentracdes, pode ocasionar
mortalidade por sufocamento. A constante deposicdo de particulas na superficie
do pdlipo contribui para a formacdo de uma camada de andxia (Larsson &
Purser, 2011). Essa condi¢cdo € mais intensificada em presenca de sedimento
natural, por conta da presenca de matéria organica e, consequentemente,
bactérias (Weber et al., 2006). A atividade dessas bactérias contribui para a
reducado da quantidade de oxigénio presente na superficie do pdlipo, reducdo do
pH e producdo de acido sulfidrico (H2S) (Weber et al., 2012). Para barita, por
esta ndo apresentar matéria organica, a camada de andxia ndo se desenvolve
tdo rapidamente (Allers et al., 2013). A mortalidade também pode estar
associada a danos causados ao cenossarco pela sedimentacdo (Larsson &
Purser, 2011). Baussant et al. (2018) observaram reducdo na area recoberta por
cenossarco nos fragmentos expostos por cascalho de perfuragdo, porém sem

mortalidade observada.

Atividade dos polipos

A atividade dos pdlipos foi intensificada nos corais expostos a barita,
resultado contrario ao esperado. A menor proporcao de polipos ativos observada
para o controle possivelmente esteve associada com a qualidade da agua. A
presenca de produtos nitrogenados pode ter afetado de forma negativa a saude
dos podlipos no controle. Em contrapartida, foi observada maior atividade nos
tratamentos expostos com barita. Esse aumento na atividade pode estar,
contudo, associado a limpeza dos pélipos, comportamento natural em L. pertusa.
A expansao de tentaculos auxilia a remocao de particulas em conjunto com o
movimento ciliar (Erftemeijer et al., 2012). A concentracdo de 50 mg.L*
apresentou maior atividade quando comparada com 100 mg.L1. Neste caso, a
maior concentracao apresentou reducdo na atividade. A diferenca na atividade
foi evidenciada durante os periodos de exposicédo. Durante o segundo ciclo de

exposicao, a proporcdo de pélipos abertos no tratamento de 100 mg.L* reduziu
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a zero, mas retornou ao estado normal. Esta auséncia de atividade coincidiu com
0S aumentos da concentracdo acima do esperado. Larsson et al. (2013)
observaram padrdes similares, com reducdo na proporcdo de polipos abertos
nas maiores concentracdes. Gass (2006) também observou redugdo na
atividade em maiores niveis de sedimentacdo. Baussant et al. (2018), por outro
lado, observaram aumento na atividade durante os periodos de exposi¢ao para
as maiores concentracdes testadas. Mortensen et al. (2015) ndo observaram
diferenca in situ na proporcdo de polipos abertos entre areas expostas e nao
expostas por dejetos de perfuracdo, ao contrario do observado para
experimentos em laboratério. Apesar deste dado, o comportamento do poélipo
ainda pode ser considerado uma resposta robusta a efeitos a estressores
(Roberts & Anderson, 2002).

Apesar de ndo quantificado, ap6s 40 dias do ensaio, foi observada
atividade para todos os fragmentos utilizados no ensaio, principalmente durante
periodos de alimentacdo. Essa recuperacdo corrobora L. pertusa como uma
espécie resiliente quanto ao estresse provocado pela sedimentagdo por barita a

curto prazo.

5.5. Conclusdes

O sistema de exposicdo apresentou um funcionamento aceitavel, com
manutencao de barita em suspensao ao longo dos ciclos de exposicéo. Porém,
a adicdo continua ndo garantiu a manutencdo da concentracdo proxima da
desejada durante os periodos de exposicdo. O acumulo de barita nos tubos foi
0 maior problema quanto ao aumento exacerbado na concentragdo em ambos
0s tratamentos com barita. Optar por uma posi¢ao superior da solugao-estoque,
com os tubos direcionados o mais na vertical possivel, pode auxiliar a reduzir
essas variacdes. A utilizacdo de tubos de teflon como alternativa possa talvez
evitar esse acumulo (Baussant et al., 2013). A reducéo da concentragcdo também

pode ajudar a reduzir a variabilidade, e se aproximar de condi¢bes mais reais.

Os parametros fisicos e quimicos permaneceram dentro dos limites de
aceitabilidade, com sobrevivéncia de 100% dos pélipos nos controles ao final

dos 35 dias de experimento. No entanto, a qualidade da agua ndo apresentou
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niveis ideais para a saude dos fragmentos, evidenciado pela baixa atividade
observada no controle, mesmo durante estimulo de alimentacéo. Para futuros
ensaios com este sistema, melhorias quanto ao controle da qualidade da agua
precisam ser aplicadas, como aumento da vaz&o de troca de agua e utilizacéo
de algum sistema de filtro biolégico para controlar os produtos nitrogenados. Um
maior controle do pH também € necessario, a fim de evitar maiores variacoes,
como as observadas. Essas melhorias permitirdo eliminar estresses

ocasionados pela degradacao da qualidade da agua.

Apesar dos resultados positivos com o0s parametros avaliados, estas
respostas sao imediatas. Respostas sub-letais e crbnicas também devem ser
consideradas para melhor avaliar os efeitos da sedimentagéo sobre L. pertusa.
Nesse sentido, ainda poderiam ser considerados: perda de tecido,
principalmente do cenossarco, que ocorre devido ao atrito com as particulas em
suspensao (Larsson & Purser, 2011; Baussant et al., 2018); taxa de crescimento
que também pode ser afetada com a sedimentacdo (Larsson et al., 2013).
Apesar da condicdo de andxia criada pela sedimentacado, a taxa de respiracao
nao representa uma resposta robusta de estresse (Pabortsava et al., 2011,
Larsson et al., 2013; Baussant et al., 2018), uma vez que L. pertusa apresenta

tolerancia a condi¢des de anoxia e hipoxia (Dodds et al., 2007).

Os fragmentos de L. pertusa apresentaram grande resiliéncia ao
recobrimento por barita. A alta taxa de sobrevivéncia e proporcédo de poélipos
abertos demonstra essa tolerancia. Os fragmentos utilizados também
apresentaram uma rapida recuperacao apés o ensaio, com atividade plena apos
40 dias em um sistema de manutencdo com agua do mar sintética. Porém, &
preciso avaliar mais parametros de respostas, por um periodo maior, e testar
cenarios mais proximos dos modelos existentes e dos observados para o
ambiente, a fim de obter respostas mais confiaveis e proximas dos cenarios

reais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A medida que a industria de 6leo e gas desloca as suas atividades para
areas profundas, mais expostos ficam os corais que habitam essas regifes.
Normalmente sdo evidenciados derramamentos de 6leo e a utilizacdo de
dispersantes quimicos como impactos principais causados por essas atividades.
Porém, durante periodo de perfuracdo, toneladas de cascalho e fluido de
perfuracdo sao descartados nos oceanos. Esses rejeitos podem se dispersar por
longas distancias e depositar nos recifes de corais de aguas profundas. O
componente barita ja foi observado na matriz de esqueletos de Lophelia pertusa,
de bancos a mais de 4 km de distancia de areas de exploracdo (Roberts et al.,
2006).

Diversos estudos recentes avaliaram efeitos da sedimentacéo,
principalmente por cascalho de perfuracdo, em L. pertusa. Esses estudos
observaram impacto na atividade dos pdélipos, crescimento do esqueleto,
integridade do cenossarco, além de promover a mortandade em caso de
soterramento. Apesar desses estudos, ainda existem poucos dados sobre esses
efeitos, principalmente de forma crénica, uma vez que L. pertusa apresenta baixo
metabolismo. O numero ainda baixo de estudos se d4 em grande parte pelas
limitacdes ainda existentes para corais de aguas profundas. Estudos in situ ainda
possuem um alto custo operacional. Estudos em laboratério, além do elevado
custo para a manutencao, dependem de controles mais adequados para esses
organismos. Outro fator limitante é a coleta, que por ocorrer em aguas profundas,
limita o nimero de fragmentos coletados, e em caso de mortandade dos

fragmentos, uma nova coleta pode demorar meses a ser realizada.

O desenvolvimento de sistemas de manutencdo € importante para a
avaliacao desses efeitos em laboratorio. O sistema apresentado neste trabalho
apresentou um funcionamento adequado, e permitiu a manutencdo de
fragmentos de L. pertusa durante um periodo de 36 meses, apesar deste
trabalho s6 abordar o periodo referente ao ano de 2017. Apesar das condi¢cfes
adequadas, melhorias sdo necessarias a fim de garantir um funcionamento
proximo as condi¢cdes naturais. O sucesso deste sistema abre portas para a
implementagcdo de sistemas similares em laboratérios e instituicbes com as

mesmas caracteristicas e limitagdes do Labtox. Este trabalho também fornece a
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descricdo de procedimentos necessarios a manutencgao de corais escleractineos

em condic¢Oes artificiais.

O ensaio de exposicdo a barita, apesar das dificuldades encontradas,
apresentou resultados satisfatérios. A atividade dos polipos foi afetada em
presenca da barita, principalmente para as concentracfes mais altas. Neste
caso, os fragmentos expostos apresentaram maior atividade, provavelmente
associada ao processo de limpeza. Porém, em concentracdes altas, foi
observada reducédo na atividade, o que pode contribuir com o recobrimento e,
consequentemente, mortalidade. A mortalidade, apesar de néo ter apresentado
diferenca entre os tratamentos, foi observada somente para os aquarios
expostos a barita. Os pdélipos mortos estavam recobertos, e, no caso de ciclos
de exposicdo mais elevados, a quantidade de pdlipos mortos provavelmente

seria muito maior.

Os resultados deste trabalho indicam uma grande resiliéncia por parte de
L. pertusa. Essa adaptabilidade foi descrita por diversos autores. Porém, mais
dados sdo necessarios para melhor comparar esses resultados. Para isso, novos
ensaios precisam ser realizados para melhor avaliar os limites de tolerancia
dessa espécie. Ajustes ao sistema de exposicao apresentado, assim como a
utilizacdo de condicBes proximas dos modelos criados para a costa brasileira
sdo necessarios para este fim. A adocao de novos parametros, e avaliacées de
longo prazo sdo necessarias também para avaliar os efeitos e capacidade de
recuperacdo desses organismos. Avaliagdes in situ também s&o importantes
para comparacfes com resultados obtidos no laboratério, para assim definir

melhores acdes para mitigar impactos aos recifes de aguas profundas.
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