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Resumo

Este trabalho tedrico/prético teve como objectivo avaliar aspectos fundamentais
associados ao efeito de diferentes regimes luminosos na actividade fotossintética dos

endosimbiontes presentes nos Discosoma sp. de pigmentacdo vermelha.

Para tal, fez-se pesquisa bibliografica e, no campo pratico, acompanhamos estes
individuos em tanques de vidro, ex-situ, durante um periodo de 90 dias ap0Os a sua
recuperacdo e aclimatizacdo. A parte pratica do trabalho decorreu nas instalagcdes do
Centro de Estudos do Ambiente e do Mar (CESAM), Departamento de Biologia da

Universidade de Aveiro.

As medicdes referentes a sua fotobiologia foram feitas recorrendo a utilizagédo de
um espectroradiémetro, para obtencdo dos indices NDVI (0,054 a 0,073) através da
andlise espectral de reflectancia e de um fluorémetro PAM, para medicdo do
rendimento quantico potencial (Fv/Fm) da clorofila viva (0,159 a 0,280). O NDVI
quantifica a clorofila com base na absorcao da luz visual, enquanto a fluorescéncia da
clorofila viva tem como base a excitacdo dos pigmentos fotossintéticos. Comparamos os

tanques iluminados com luz do tipo LED, cor branca, azul + branca e azul.

Dos resultados obtidos, podemos concluir que os individuos colocados no tanque
do regime luminoso com LED de cor branca, proporcionaram um melhor desempenho
fotossintético do endosimbionte no hospedeiro, enquanto os do regime cor azul + branca

maior producdo de fotossintese dos endosimbiontes.

Palavras-chave: Discosoma sp.; Fotobiologia; Symbiodinium sp.;

Reflectancia espectral; Fluorescéncia.



Abstract

This theoretical/practical work aimed to assess key aspects associated with the
effect of different light regimes on the photosynthetic activity of endosymbionts present

in Discosoma sp..

For that, research was carried out and at the practical level monitoring of these
corals in glass tanks, ex-situ during 90 days after their recovery and acclimatization. The
practical work took place in the buildings of the Centre for Environment Studies and the
Sea (CESAM), Department of Biology, University of Aveiro.

Measurements were made using a spectroradiometer to obtain NDVI (0.054 to
0.073) by reflectance spectral analysis and a PAM fluorometer to measure the potential
quantum yield (Fv / Fm) of living chlorophyll (0.159 to 0.280). NDVI measures the
chlorophyll basing on the absorption of visual light, whereas living chlorophyll
fluorescence is based on the excitation of photosynthetic pigments. We compared the
tanks lit by white, blue + white and blue LED.

From the results obtained, we can conclude light regime with white LED
provided a greater symbiotic activity between host and endosymbiont while the blue +
white regime provided a greater yield of photosynthesis of the endosymbionts.

Keywords: Discosoma sp.; Photobiology; Symbiodinium sp.; Spectral

reflectance, Fluorescence.
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. Introducéo

No mundo em que vivemos pode encontrar-se uma enorme variedade de
animais, quer na terra, no ar e também na agua. Identificados e descritos mais de um
milhdo de espécies de animais ao longo dos tempos, muitos ainda sdo ignorados. Os
mais conhecidos sdo os vertebrados, no entanto estes representam apenas 5% dos
existentes, os restantes 95% sdo desprovidos de esqueleto interno, animais que diferem
entre si pelo tamanho, estrutura e outras caracteristicas (Silva et al., 2002).

O meio aquatico é riquissimo em espécies, principalmente invertebradas, com
bastante interesse no campo das biotecnologias (os espécimes do Filo Cnidaria, estdo
agrupados em aproximadamente 10.000 espécies diferentes, tais como 0s corais, as
medusas e as hidras).

Os cnidarios ocupam vastas areas nos ecossistemas marinhos, assim na sua
preservacdo importa conhecer ndao s6 a sua ecologia, mas também os padrdes que
regulam as suas populacbes. Este entendimento serve de base para que estudos de
crescimento, colonizacéo e povoamento permitam alcangar um equilibrio sustentavel do
ambiente (Gadelha, 2007).

A procura dos corais tem vindo a diminuir nos ultimos anos, quer por parte de
coleccionadores de espécies marinhas, quer da industria (producdo de cal e materiais de
construcdo), pois anteriormente teram levado a destruicdo total de recifes, com a

extracgdo anual de milhares de toneladas de corais (Delbeek, 2001).

Assim, o estudo destes espécimes tem sido objecto de interesse, na forma como
actuar na sua conservagdo, mantendo-se a biodiversidade e produgdo de biomassa em
quantidade, de forma répida e menos onerosa. Ao encontrar este método, torna-se
possivel utilizar maior volume de biomassa de corais nas indastrias (incluindo a
farmacéutica), sem que para isso, se prejudique os recifes, podendo ainda realizar-se o
repovoamento de alguns destes habitats, com corais produzidos em cativeiro.



Dentro do contexto e com 0 objectivo de aumentar 0 conhecimento sobre a
biotecnologia dos Discosoma sp., realizamos um estudo teorico-pratico, cujas

dimensGes se apresentam inter-relacionadas.

No campo teorico, a pesquisa bibliografica, conta com uma breve descricdo da
espécie Discosoma sp., da fotobiologia dos corais e das suas utilizacbes comerciais.

No campo prético, propde-se um acompanhamento de Discosoma sp., com 0
objectivo de identificar regimes luminosos a que estes melhor se adaptam. Para tal,
testou-se o efeito na sua fotobiologia de diferentes cores de iluminacdo LED, através de

medic¢des efectuadas com espectroradiometro e fluorémetro.



. Pesquisa Bibliografica

1. Discosoma sp.

O Filo Cnidario ou Coelenterata, tem uma das mais longas historias entre 0s
fosseis de metazoarios, onde datam do pré-cambrico, entre 700 e 600 milhdes de anos
atrés, estando a origem dos cnidarios directamente relacionada com a origem dos
metazoarios (Brusca & Brusca, 1990).

Os animais da espécie Discosoma sp. encontram-se, geralmente, na base trofica
dos ecossistemas dos recifes de coral, apresentando-se em diferentes formas, padrdes e
cores. Estas diferem desde do azul ao castanho, passando pelo verde e vermelho
(Gadelha, 2007; Pakoa & Pickering, 2001).

S&o designados vulgarmente por “coral-cogumelo”, em inglés denominados por
“mushrooms corals”, ou também, geralmente identificados como “falso coral”,

“anémona coral” ou “anémona cogumelo” (Pakoa & Pickering, 2001; Sprung, 2002).

1.1. Taxonomia
O filo Cnidario encontra-se dividido em classes de organismos, tais como, 0s
Anthozoa, Hidrozoa e Sciphozoa. Neste filo, é possivel ver algumas das espécies mais

belas da natureza, contudo, bastante estranhas (Storer et al., 1965).

A taxonomia destes seres é ainda pouco clara, uma vez que as caracteristicas
morfologicas se diferenciam bastante entre géneros. De acordo com a seguinte
organizacao taxondémica (Pakoa & Pickering, 2001), Discosoma sp. é classificado do

sguinte modo:

Filo: Cnidaria
Classe: Anthozoa
Subclasse: Hexacoralia
Ordem: Corallimorpharia (Carlgren, 1940)
Familia: Discosomatidae (Duchassaing and Michelotti, 1864)

Género: Discosoma sp. (Ruppel and Leuckart, 1828)



Os espécimes da ordem Corallimorpharia sdo, tal como sugere o nome, muito
semelhantes aos corais, mas ndo tém esqueleto (Sprung, 2002).

Nesta ordem, encontram-se 0s corais conhecidos pela sua forma de cogumelo,
pertencentes ao género Discosoma sp., que sdo populares por terem uma grande
variedade de cores (Pakoa & Pickering, 2001). Estes individuos de corpo mole apesar
de se assemelharem a anémonas, sdo morfologicamente e filogeneticamente mais

proximos dos corais que possuem esqueleto calcario (Miles, 1991).

1.2. Anatomia

Os cnidarios sdo metazoarios diplobasticos (Beaumont & Cassier, 1978), com
estrutura corporal relativamente simples, de forma cilindrica (parecendo um saco), sem
conter um sistema de 6rgdos e apresentando simetria radiada. Estas caracteristicas estéo
directamente relacionadas ao aparecimento do sub-reino Metazoa (Brusca & Brusca,
1990; Storer et al., 1965). A simetria radial, de ordem par (4 ou 6) € uma caracteristica
que esta presente tanto nos individuos adultos, como em larvas de cnidarios (Brusca &
Brusca, 1990). A cavidade digestiva tem a forma de saco, por vezes com ramificagoes.
A sua parede rodeia a cavidade gastrovascular, comunicando com o exterior por uma
abertura, que funciona ao mesmo tempo como boca e anus. Os cnidarios foram os

primeiros organismos com um sistema neuromuscular (Storer et al., 1965).

A principal divergéncia da classe Anthazoa em relagdo aos restantes cnidarios
sucede quando estes perdem a forma de medusa, encontrando-se apenas na forma de
polipo ao desenvolverem simetria hexaradial ou octaradial e ao fixarem-se ao substrato
através do disco basal ou pé (Brusca & Brusca, 1990; Beaumont & Cassier, 1978).

Apesar das semelhancas anatdmicas e funcionais com anémonas, 0s elementos
pertencentes ao género Discosoma sp. sdo corais moles, geralmente macios e flexiveis,
desprovidos de esqueleto carbonatado, nem interno nem externo e os tentaculos
dispostos radialmente s&o de reduzido tamanho e, praticamente inexistentes (pseudo
tentaculos), podendo ser observados como pequenas protuberancias existentes no disco
oral. O seu sistema nervoso € simples e liga a boca aos tentaculos (Miles, 1991; Pakoa
& Pickering, 2001; Sprung, 2002).



Estes corais sdo constituidos basicamente por um disco bocal achatado
(peristoma) (Miles, 1991; Storer et al., 1965), uma base ou disco peduncular, que Ihes
permite a fixacdo ao substrato e, um corpo cilindrico liso e flexivel com a inexisténcia
de 6rgdos diferenciados (Pakoa & Pickering, 2001). O disco bocal pode ser liso ou com
nervuras € a sua bordadura pode formar I6bulos pontiagudos ou serem uniformemente
circulares. Neste, situa-se a boca centralizada, que comunica com a cavidade gastrica
através de uma faringe com simetria bilateral, dividindo-se em 8 ou mais septos,
também conhecidos por mesentérios, através de umas pregas longitudinais (Brusca &
Brusca, 1990; Beaumont & Cassier, 1978).

Na epiderme destes animais encontram-se os cnidécitos que, por sua vez, dao
origem ao nome do filo Cnidaria. O cniddcito (Fig. 1) é constituido por uma capsula, o
nematocisto, onde esta enrolado  castroderme Nematocisto

o filamento urticante e um

P
cnidocilio. A membrana ;_::“ ||
envolvente do cnidocito € "j "‘\
designada  por  cnidoblasto Mesogléia :p : dZEmdﬂb'am
(Beaumont & Cassier, 1978;

Pechenik, 1996). Entre a

epiderme e a gastroderme,

Cnidoblasto

Fig.1: Esquema de cniddcito

(Fonte: Adaptada de Portal Séo Francisco, 2002)
encontra-se a mesogleia, que ao

contréario do que acontece nos Metazoarios superiores (mesoderme) nao é considerada
como uma camada germinativa especial, nem participa na formagdo da musculatura
(Hadorn & Wehner, 1978). A consisténcia dos seus tecidos € espessa e, devido a

producdo de muco, sdo escorregadios (Sprung, 2002)

Vivem vulgarmente solitarios, podendo atingir tamanhos até 25 cm de didmetro
de disco oral, enquanto os que vivem em coldnias ndo ultrapassam o tamanho de 1 a 3
cm de didmetro. O crescimento dos corais e dos recifes de coral depende de factores, tal
como a intensidade de luz, temperatura da agua, salinidade, turvagéo, disponibilidade de
alimento e espaco para crescerem. Desde que estes requisitos sejam satisfeitos, as

colonias de corais, geralmente, crescem até 10 cm/ano.



1.3. Reproducéo

O ciclo de vida da maioria dos cnidarios apresenta duas formas de reproducéo,
sexuada e assexuada (Fig. 2). Na primeira, existe a diferenciacdo das gonadas e com 0
posterior langamento dos produtos sexuais (espermatozoides e 6vulos) na agua, atraves
da boca, resultam larvas pelédgicas (planulas). O lancamento dos produtos sexuais €
também conhecido por desova, que em alguns recifes de coral ocorre em massa durante
algumas noites do ano, entre Outubro e o inicio de Dezembro (Castro & Huber, 2008).
As planulas tém uma forma oval, apresentando simetria bilateral e completamente

ciliadas.

das éfiras

Algumas espécies de corais tém Libertagio %L%i%

sexos separados, mas cerca de 75% sao
Reproduciio i%/g{—-]ﬁ‘}}::— Tifira

assexuada

hermafroditas.

A reproducdo assexuada ocorre
quando os pdlipos formam pequenas

réplicas (clones) (Beaumont & Cassier,

1978; Silva et al., 2002). Os polipos Reprodugio /
sexuada

formam gomos que dao origem a novos '\ Q\ Figotos
polipos, que ao permanecerem em Polipo {“‘*é
ligacdo ao polipo materno e, em hx ™" Planula

condigbes  favoraveis, —desenvolvem Fig.2: Exemplo de ciclo de vida de um Cnidario

coldnias constituidas por numerosos  _ classe Scyphozoa (Fonte: Pechenik, 1996)
individuos (Hadord & Wehner, 1978).

A reproducdo assexuada, proveniente da fragmentacéo artificial de corais, neste
momento é um factor importante para a recuperacao de recifes de coral danificados por
perturbacdes, tais como tempestades, podendo-se restaurar recifes através do transporte
para uma nova zona (Castro & Huber, 2008).

Nos individuos da espécie Discosoma sp., em que 0S Sexos estdo separados,
geralmente, a fecundacdo ocorre na cavidade gastrica das fémeas, onde ficam a incubar
0s 0vos. Apos o periodo de incubacdo o zigoto da origem a uma planula, deixando a
cavidade gastrica, fixando-se de novo no substrato (Boué & Chanton, 1974). Apesar de
os Discosoma sp. poderem realizar reproducdo sexuada, tem sido evidente que o

principal modo de reproducdo destes e de todos os cnidarios € a assexuada ou



vegetativa, sendo possivel observar diferentes formas, tais como, a laceracdo do pé,
gemulacdo e/ou divisdo longitudinal ou transversal (esta menos usual) (Boué &
Chanton, 1974; Miles, 1991; Sprung, 2002).

1.4. Habitat

Estudos arqueoldgicos encontram fosseis de coral em espacos pouco vulgares, o
que permite subentender que, no passado, a rocha se encontrava em ambientes tropicais
com baixas profundidades, ou o clima desse mesmo espago era ambientalmente mais
propicio ao desenvolvimento de recifes de corais.

Os organismsos do filo Cnidaria sdo essencialmente aquaticos (99%), alguns de
agua doce, mas a maioria de aguas marinhas. Encontram-se, geralmente, fixos em
substrato (conchas ou rochas) formando colénias, enquanto outros tém vida livre
(Beaumont & Cassier, 1978; Silva et al., 2002). Muitos deles ocorrem nas duas formas,
em polipo e em medusa, consoante a fase do ciclo de vida em que se encontram
(Hadord & Wehner, 1978).

E possivel visualizar individuos do filo Cnidaria desde a costa até profundidades
de aproximadamente dos 10 mil metros. Estes surgem por todo o mundo, desde 0s
tropicos até aos polos (Pechenik, 1996; Storer, et al., 1965). Contudo, estes individuos
s&o abundantes (Fig. 3) ao largo da Florida, Havai, Filipinas, Austrélia e Africa Oriental
(Pakoa & Pickering, 2001).

60° 90" 120" 150° 180° 150° 120 90° 6O

e =2 '{m «:" LR,
T ® e
Aot AL 5
> [ L Pacific | ~a |\ e
£ 35 A X
0% L7 Pe'sraﬂ Gulf 3 i Ocean N 4
hj 4 4 R b AR g
Red :e, /5{,/36"‘ o )N L
Sea G . 3 Hawaiian ‘._J“t%;,,. West
UAM < "% htarshall Islands ) & Indi . <
7 v?\dlve‘\r‘ €-’\\Y & " ~-w.._ Islands 2 Behze \U,‘./E‘ w,\‘_\
or: apua % —
ol island: 8 s \lg\a ST % o Gpum e Galdpagos_ .) e Atlantic \:'J 0°
: 7 “iﬁg\, ek : Islands - " l‘?\_\ Ocean [N
ndonesaa i S 4 S %ﬂ §
s A E¥ s RS A
J'i -Indian g 1N & AT ™ .
= Great o * French™= - 41258
0 cea . .;" Barrier ~~_Polynesia
) i 5\ Reat I e
L \K__f .
moo 2000 3000 Miles 3 é‘y < \
‘\\4
0 1000 2800 3000 Kilometers
he
L :
= e

60* 807 120° 150° 180 150° 120° 60°

® Recifes de coral ——- |sotérmica de 20°C Currente quente = Corrente fria

Fig. 3: Distribuicdo das comunidades de recifes de coral

(Fonte: adaptado de Castro & Huber, 2008)



O desenvolvimento de corais com endosimbiontes fotossintéticos é mais
propicio em aguas costeiras tropicais ou subtropicais, encontrando-os nas plataformas
continentais ou ao redor de ilhas, onde exista algum tipo de superficie dura (Castro &
Huber, 2008), necessitando de espago no substrato para se estabelecerem e crescerem
(Miles, 1991).

Os Coralimorfos ao encontrarem-se apenas no estado de pdlipo, tém
necessidades muito particulares em relacdo a temperatura e luminosidade, mas também
a salinidade e poluicdo aquatica (Castro & Huber, 2008). Nestas condi¢Ges favoraveis,
sdo bastante produtivos e com grande biodiversidade (Barnes, 1987). Os individuos da
espécie Discosoma sp. existem em zonas com pouca profundidade (inferior a 30
metros), dos oceanos Atlantico Ocidental, indico e Pacifico, em &guas limpidas e pobres
em nutrientes. A preferéncia pelas baixas profundidades ocorre, devido a necessidade da
manutencdo dos seus endosimbiontes (zooxantela), uma vez que, esta relacionada com o
fornecimento de luz suficiente para a fotossintese. Contudo, parecem preferir baixos
niveis de luz ou luz indirecta. Em cativeiro, iluminacdo forte, pode levar a perda de
pigmento dos corais por libertacdo das zooxantelas, como também causar-lhes a
curvatura do disco oral (Sprung, 2002).

Os corais, para que possam crescer e desenvolver col6nias necessitam que a
agua tenha uma temperatura média superior aos 20°C. Porém, se a agua estiver a uma
temperatura superior (30-35°C), causara stress, o que leva ao branqueamento do coral,
pois este expele as zooxantelas simbioticas, por exemplo quando expostos a marés
baixas muito prolongadas, uma vez que o sol pode aquecer a agua até temperaturas
extremas (Castro & Huber, 2008)

Os Discosoma sp., tal como a maioria dos corais, sdo sensiveis a salinidades
reduzidas, cujos valores se aproximem de 32 e o pH da agua entre os 8,1 e os 8,4
(Castro & Huber, 2008; Thiel, 1997). Estes corais apresentam grande resisténcia, sendo
a qualidade da &gua e iluminacdo mais prejudiciais a estes, do que doengas ou mesmo
predadores (Thiel, 1997).

Contudo, os recifes de coral encontram-se ameacados, devido ao aumento
constante de CO, atmosférico, que tem levado ao aumento da temperatura e descida do
pH da &gua do mar (Kleypas et al., 2006; Kuguru et al., 2008). Estas alteracdes tém



impactos negativos nos seres marinhos calcificadores e nos ciclos naturais dos Oceanos.
Dado que, a reducédo de CaCOg afecta a capacidade dos corais reconstruirem os recifes,

apos erosdo (Kleypas et al., 2006)

1.5. Nutricdo

Os cnidarios sdo conhecidos por conterem cniddcitos, que sdo células urticantes
altamente especializadas na defesa e captura de alimento. Um animal ao entrar em
contacto com o cniddcito provoca a libertagdo de um filamento urticante que se enrola
no corpo da vitima, injectando-lhe veneno paralisante (Beaumont & Cassier, 1978;
Hadorn & Wehner, 1978; Silva et al., 2002). Posteriormente, a vitima € transportada até
a boca através dos tentaculos, introduzindo-a na cavidade gastrica, iniciando-se a
digestdo por accdo de enzimas, produzidas por células secretoras da gastroderme. Os
produtos da digestdo difundem-se seguidamente para as outras células do organismo,
enguanto o que ndo é digerido € eliminado através da boca (Silva et al., 2002).

A alimentacéo é predominantemente carnivora, alimentam-se de zooplancton, de
particulas em suspensdo na &gua e mesmo de pequenos peixes. Algumas presas sdo
agarradas directamente pela boca dos cnidarios, podendo estes aumentar de volume,
devido ao tamanho da presa. Tém ainda a capacidade de soltar os filamentos através da
boca, podendo assim absorver alimentos e matéria organica dissolvida na dgua fora do

corpo (Castro & Huber, 2008; Storer et al, 1965).

Os espécimes de Discosoma sp., durante toda a vida, tém predominantemente uma
alimentacdo a base de produtos obtidos através da fotossintese, realizada pelas
zooxantelas simbidticas, completando esta com alimentos organicos dissolvidos na dgua

e particulas aprisionadas no muco que segregam (Sprung, 2002; Takahashi et al., 2009).



2. Fotobiologia dos corais

O sol serve como principal fonte de energia para o funcionamento para a maioria
dos ecossistemas terrestres e aquaticos, que produzem matéria organica atraves da
fotossintese. A fotobiologia € a interaccdo que existe entre a luz visivel e radiacdo
ultravioleta com os seres vivos, radiacdo que torna possivel a vida, mas pode ser
prejudicial em algumas circunstancias, especialmente a frac¢do da radiagdo ultravioleta
(280-400 nm) aos organismos fotossintetizadores (Smith, 2004).

No final do século XIX foram observadas pela primeira vez algas fotossintéticas
dentro de tecidos de animais aquéticos, que levavam estes a comportarem-se como
plantas, uma vez que para beneficiarem da fotossintese necessitavam de se expor a luz
solar (Furla et al., 2005).

As algas simbidticas que ocupam maior destaque em espécies marinhas sdo 0s
dinoflagelados (Fig. 4) do género Symbiodinium sp. (normalmente designados por
zooxantelas), encontrando-se em praticamente em toda a zona trofica do recife de coral
(Venn et al., 2008; Yellowlees et al., 2008). A simbiose com hospedeiros animais pode
ocorrer em diversos grupos de invertebrados
marinhos, principalmente no filo Polifera
(esponjas) e Cnidaria (anémonas e corais).
Os corais podem conter mais do que uma
das 16 espécie existentes de Symbiodinium,

0 que lhes confere alguma flexibilidade na

ocorréncia de mudancas ambientais, tais
como gerarem um padrdo distinto de
zooxantelas quando situadas em diferentes Fig.4: Esquema de um dinoflagelado
profundidades do recife de coral ou mesmo  (Fonte: adaptado de Castro & Huber, 2008)
quando localizados em diferentes zonas geograficas (Abrego et al., 2008; Hennege et
al., 2009). Mesmo apds eventos de stress que promovam a disrupgdo da simbiose, 0s
endossimbiontes expulsos podem re-infectar 0 mesmo ou um novo hospedeiro,

continuando fotoquimicamente funcionais (Soffer et al., 2008; Yellowlees et al., 2008).
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Estas algas unicelulares com capacidade de se movimentar, sd0 Seres Vivos

autotroficos, produzindo lipidos e amido, como produtos de reserva.

As zooxantelas contém uma combinacao de pigmentos, entre eles a clorofila (a e
c) e carotenos. Para optimizarem a simbiose, necessitam de se foto-aclimatizar,
captando e utilizando a luz solar com mais eficiéncia. A luz é, muitas vezes, 0 recurso
que os recifes de corais tém para conseguirem sobreviver em aguas pobres em
nutrientes. Portanto, a optimizacdo da fotossintese é crucial para que exista estabilidade
da simbiose e, por sua vez, contribuir para a manutencao dos cnidarios e criar recifes

inteiros, com a formacao de esqueletos de alguns corais (Hennege et al., 2009).

Os corais sdo completamente dependentes das zooxantelas, usufruindo da
fotossintese devido a associacbes simbioticas/mutualistas. Estas encontram-se
hospedadas na membrana simbiosomal (endoderme) (Venn et al., 2008; Barnes, 1987
Gomes & Schaff, 2008; Soffer et al., 2008). A forma da interac¢do simbiotica das algas
com os corais ocorre relativamente cedo no seu ciclo de vida, o que lhes permite ter
alguma autonomia para crescerem em aguas pobres em nutrientes (Gomes & Schaff,
2008). A morfologia simples do coral e o volume corporal sdo adequados para a
captacdo de luz, através das algas simbidticas (Venn et al., 2008; Rudman, 2000).

O coral proporciona aos endosimbiontes um ambiente seguro e protegido, onde
se podem propagar atraves de reproducdo assexuada, fornecendo-lhes compostos, tais
como nitrogénio e dioxido de carbono que sdo subprodutos do metabolismo do coral,
mas fundamentais para que as zooxantelas realizem a fotossintese. Em contrapartida, as
algas em simbiose, produzem oxigénio e servem de colector de residuos metabdlicos
dos animais, transformando-os em aminoacidos essenciais, glicose e outros glicidos,

que sao posteriormente libertados para o hospedeiro (Barnes, 1987; Levinton, 1995).

O processo de fotossintese, segundo os autores Castro & Huber, (2008) pode ser

descrito como:

CO; + H,0 + Energia Solar = Matéria Organica (Glicose) + O,

Ap6s a utilizacdo da matéria organica, o hospedeiro liberta compostos

inorganicos que, por sua vez, sustentam o processo fotossintético (Hennege et al.,
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2009). Aproximadamente 90% do material organico produzido através da fotossintese é

transferido para o tecido corporal dos hospedeiros (Sumich, 1996).

A fotossintese pode apresentar riscos para alguns animais, devido ao aumento da
radiacdo, originando danos nas membranas simbiosomais que, por sua vez, leva ao
colapso da simbiose. Este processo culmina na expulsdo dos endossimbiontes, sendo

conhecido por branqueamento do coral (Venn et al., 2008).

A simbiose ocorre principalmente quando os sistemas marinhos séo pouco ricos
em nutrientes (Gomes & Schaff, 2008). Dai tornar-se essencial que exista um equilibrio
qualitativo do meio aquético onde estdo inseridos (meio natural ou em cativeiro), para
que se possam satisfazer as condi¢bes dptimas para o desnvolvimento de ambos os

membros da simbiose.

AlteracGes anormais dos parametros ambientais, tais como exposicdo a maré
baixa, infeccOes, elevados indices de radiacdo ultravioleta e elevada temperatura da
agua do mar podem provocar, em algumas situagdes, a libertacdo da zooxantela dos
hospedeiros, devido a entrarem em stress fisiologico. Sendo estas zooxantelas
responsaveis pela diversidade de cores existentes nos corais, ao ocorrer a libertacéo,
estes ficam com uma aparéncia totalmente branca, geralmente descrito como
branqueamento dos recifes de coral. Ao ocorrer por largo periodo de tempo, podera

resultar na morte dos corais (Barnes, 1987).

Um dos parametros que se utiliza para o estudo da salde de corais marinhos é a
concentracdo das zooxantelas (quantidade de endosimbiontes por centimetro quadrado
de superficie do coral). Para tal, é necessario recolher do coral um fragmento, o que s0

por si, € uma técnica invasiva geradora de stress.
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3. Utilizagbes comerciais dos corais

Os recifes de coral tém grande importancia na proteccdo e defesa das zonas
costeiras, contra tempestades tropicais. Tém ainda um papel importante em
determinadas economias, principalmente de paises e ilhas das zonas tropicais do
Pacifico. A subsisténcia destas populacOes esta relacionada com o comércio de corais
(curiosidade marinha e decoracdo), servem igualmente de suporte a uma pesca artesanal
de peixes costeiros, crustaceos e moluscos, fomentam o turismo, atraindo milhares de

mergulhadores e turistas, anualmente (Pakoa & Pickering, 2001).

Existem evidéncias de que os corais e outros habitantes dos recifes fornecem
compostos importantes a industria farmacéutica, concretamente no tratamento do

cancro, analgésicos e anti-inflamatérios

Actualmente, o valor econémico e ecologico dos corais, tem sustentado o
interesse de uma maior procura destes na area da investigacdo (Pakoa & Pickering,
2001), existindo trabalhos desenvolvidos na propagacdo de corais para demonstracdes
cientificas. Essa propagacdo é feita atraves de culturas in-situ, nos paises do 3.° mundo
como, por exemplo, as Filipinas, Ilhas Fiji e Japdo (utilizando métodos menos invasivos

ao ambiente) ou ex-situ como a Europa e os EUA (Delbeek, 2001).

3.1. Aquariofilia

A procura comercial de corais, como curiosidade marinha e decoragdo, teve
iniciou nos anos 70, havendo um aumento dréstico da colheita dos corais nos anos 80,
para serem comercializados na Europa e EUA, provenientes principalmente das
Filipinas e Indonésia. O comeércio destes, durante os anos 80, aumentou em média 20
toneladas por ano, j& em 1995 foram capturadas mais de 400 toneladas. Devido a
factores, tais como o excesso de colheita de corais, a poluicdo das aguas e as mudancas
climaticas, levaram a criacdo de politicas anti-exterminacdo dos recifes de coral. Elas
fomentam o cultivo de corais, em particular de corais duros, usados para a reabilitacéo

de recifes degradados e no comércio ligado a aquariofilia (Delbeek, 2001).
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Assim a comercializagdo de corais tem vindo a aumentar, apesar do alto custo
dos equipamentos e animais e a necessidade de obrigar a alguns conhecimentos e
dedicacdo. Os aquérios publicos, na actualidade, tém a responsabilidade de educar o
publico e demonstrar como se tratam 0s corais vivos, com 0 objectivo da conservagao e
propagacdo dos corais existentes. Na Europa, 0 Aquario do Moénaco propaga corais com

a finalidade de realizar investigacao (Delbeek, 2001; Pakoa & Pickering, 2001).

Apesar do aumento da propagacao de corais em cativeiro é evidente que esta
industria ainda estd numa fase inicial, uma vez que, para tal, sdo necessarios
conhecimentos sobre os requisitos minimos na manutencdo das diferentes espécies de
corais (Delbeek, 2001). Juntamente com um investimento elevado em material, desde o
aquario e seus acessorios, alimentacdo e os proprios organismos vivos, é ainda da
méaxima importancia, recriar um ambiente 0 mais parecido com o natural, para

conseguir manter ou mesmo produzir as espécies em cativeiro (Alves, 2009).

E necessario que se cumpram 0s requisitos minimos dos parametros fisico-
guimicos da dgua onde sdo mantidos, tais como a temperatura, salinidade e pH. Deve
evitar-se mudancas repentinas dos pardmetros fisico-quimicos da agua onde se
encontram os corais, principalmente quando estes sdo colhidos do meio selvagem e
estabulados em cativeiro, pois ao provocar-lhes stress fisioldgico, estes retraem-se,
ficando com aspecto pouco tdrgido e mais susceptiveis ao aparecimento de parasitas
(Pakoa & Pickering, 2002; Thiel, 1997). Contudo, a capacidade que os Discosoma sp.
tém para viver em aguas relativamente pobres em qualidade e a sua facil manutencao,
torna-os um tipo de coral apreciado pelos simpatizantes da aquariofilia marinha (Pakoa
& Pickering, 2002).

Os produtores de corais, com o aumento do conhecimento, tém vindo a utilizar
técnicas de propagacdo das colonias-mae, tais como a fragmentacdo que, por sua vez, é
um método simples, conseguindo obter milhares de fragmentos por ano. Fragmentos
esses que podem demorar 2 a 5 anos até obterem tamanho para serem economicamente
viaveis. No entanto, para alguns géneros de corais, como 0 Acropora sp., que ao
fragmentar ficam um pouco palidos, sera preferivel recorrer a reproducdo sexuada,
dando origem a centenas de novas coldnias. Nesta técnica podem capturar-se 0S 0v0S

aquando da desova do coral, ou entdo, levar para o laboratorio colonias maduras e
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provocar-lhe a desova, conduzindo-as novamente para o recife. Através destas técnicas
obtém-se um grande nimero de descendentes, reduzindo a necessidade de capturar

especies selvagens para abastecer o mercado (Delbeek, 2001).

Os Discosoma sp. sdo uma especie de coral muito popular na aquariofilia, uma
vez que sdo robustos, faceis de manter em condicOes artificiais e porque possuem
grande variedade de cores e formas, o que confere uma beleza inigualavel aos aquarios
(Sprung, 2002).

3.2. Biotecnologia

Os oceanos sdao uma fonte de produtos naturais Unicos, concentrados em
diversos seres vivos. Parte destes produtos apresentam propriedades cosmeticas e
farmacoldgicas, sendo instrumentos para o desenvolvimento de compostos bioactivos,
no combate de doencas, como por exemplo, o cancro, ou mesmo para a descoberta de
novos analgésicos e anti-inflamatorios (Kumar Jha & Zi-Rong, 2004; Pallela et al.,
2010).

O mergulho com fins cientificos permitiu a realizacdo de pesquisas em produtos
marinhos, considerando 0s oceanos como um novo recurso na obtencdo de compostos
quimicos. Tém sido publicados alguns dados sobre a sintese e caracteriza¢do bioguimica

e farmacoldgica desses produtos (Carte, 1996)

A vida marinha é rica em biodiversidade genética e com potencial para
aplicacBes biotecnoldgicas, relacionadas com a descoberta de novos medicamentos e
desenvolvimento de recursos e processos industriais, obtidos de compostos bioquimicos
produzidos por invertebrados marinhos, algas e bactérias. Estes apresentam grande
potencial para novos medicamentos (Kumar Jha & Zi-Rong, 2004; Fattorusso &
Taglialatela-Scafati, 2009). O desenvolvimento clinico de novos agentes terapéuticos,
com produtos naturais marinhos, demonstra um amplo espectro da actividade
farmacologica que, provavelmente, resultara em novos agentes terapéuticos, para
tratamento de varias doencas (Fattorusso & Taglialatela-Scafati, 2009; Mayer et al.,
2009).
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Geralmente os invertebrados marinhos, sdo uma fonte promissora para novos
medicamentos pois, encontram-se em simbiose com microrganismos, como bactérias,
cianobactérias, fungos e microalgas. De salientar ainda, que estes simbiontes, podem ser
encontrados em concentra¢Ges superiores as da agua do mar, desempenhando um papel
importante na biossintese de produtos naturais (Fattorusso & Taglialatela-Scafati, 2009;
Mayer et al., 2009).

Os cnidéarios representam uma fonte rica em venenos e toxinas, podendo estes
conter um conjunto de substancias Uteis a farmacologia, tais como péptideos,

fosfolipidos, glicoproteinas e aminas bioactivas (Messerli & Greenberg, 2006).

O interesse pelos corais tem vindo a aumentar ndo s6 no sector comercial, mas
também na industria quimica, com a producdo de moléculas bioactivas utilizadas na
farmacologia, permitindo destacar a aquariofilia nas distintas &reas da aquacultura
(Gadelha, 2007). Na grande maioria dos corais (duros e moles) tém sido demonstradas
propriedades: anti-bacteriana, anti-malarica, anti-tuberculose e anti-inflamatoria (Mayer
et al., 2009). Sdo também potenciais agentes fotoprotectores e anti-fotoenvelhecimento,
protegendo a pele humana de danos, causados por radiacdes ultra violeta (UV) (Pallela
et al., 2010). Também tém servido como substituto 6sseo no tratamento de problemas
de ortopedia nos seres humanos, tais como no preenchimento de falhas désseas, ou na
substituicdo de osso devido a tumores. Sdo ainda considerados em cirurgia plastica, na
reconstrucdo facial. O esqueleto calcério possui boas propriedades para ser utilizado
como excertos 0sseo0s, uma vez que ndo requer a remocao da matriz 6ssea do paciente,
permitindo implantes 6sseos de longa durabilidade que se assemelha & do 0sso natural
(Demers et al., 2002).
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I11. Material e Métodos

O trabalho pratico para a elaboracdo da tese de Mestrado decorreu nas
instalacOes do Centro de Estudos do Ambiente e do Mar (CESAM), Departamento de

Biologia da Universidade de Aveiro.

1. Obtencao e propagacdo do material bioldgico

Os individuos utilizados no ensaio pertenciam a uma populacdo mono clonal de
Discosoma sp. (coral-cogumelo) de pigmentacdo vermelha da coleccdo de invertebrados
marinhos do Centro de Estudos do Ambiente e do Mar — Universidade de Aveiro. A
utilizacdo de individuos geneticamente iguais assegura-nos, desta forma, que a Unica
fonte de variabilidade existente no ensaio seria a variavel experimental em causa

(iluminacdo) e ndo a variabilidade genética dos organismos.

Foram necessarios 20 individuos para todo o ensaio, mas devido a limitagdo do
material bioldgico, recorreu-se ao método de propagacdo assexuada, com a
fragmentacdo de 8 individuos. Esta técnica consiste em realizar um corte longitudinal
no individuo, seccionando-lhe o centro da abertura que serve de boca/anus até ao pé do

coral, separando-o0 em duas partes iguais (Fig. 5).

(@) (b)

Fig. 5: (a) llustracéo do corte longitudinal (vista sagital; vista frontal); (b) fotografia do corte
em laboratorio.

Apds a realizacdo da fragmentacdo dos 8 individuos, colocaram-se as 16

metades de coral-cogumelo no tanque iluminado com LED's de luz 100% branca,
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enquanto os 4 individuos que ndao foram propagados, foram colocados no tanque da
colonia mae, iluminado com luz HQI. O processo de regeneracdo da totalidade do disco
oral durou aproximadamente 15 dias, ou seja, este processo estd completo quando o

disco oral se encontra completamente fechado, tal como a cavidade digestiva.

2. Manutencdo em laboratorio

No acompanhamento dos corais-cogumelo, mantidos em condi¢cbes ex-situ, foi
necessario recriar o ambiente natural onde estes vivem, simulando o factor iluminacéo,
tal como as restantes condi¢cbes ambientais (temperatura, pH e salinidade da agua),
ideais a espécie.

Para tal, foi necessario recorrer a montagem de um sistema de suporte de vida,
nas instalagfes da Universidade de Aveiro. O sistema era composto por 8 aquarios em
vidro (posteriormente denominados por tanques), dispostos em paralelo, com volume de
0,016m*/tanque (0,20x0,16x0,50 m), ligados a um tanque “reservatério” (sump), para
recepcdo de 4gua, com volume de 0,077 m® (Fig. 6), através de tubagens e vélvulas de
PVC (Policloreto de Vinil).

Fig. 6: sistema de suporte de vida (desactivado).

O sistema foi montado em circuito fechado, recorrendo-se ao auxilio de uma
bomba de agua (Eheim; 1262 - 3400 I/hora), instalada no sump, de modo a proporcionar
a circulacdo e a reutilizacdo da agua, com um caudal de 150 I/hora/tanque.
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Com o objectivo de manter as caracteristicas bioldgicas e quimicas da agua,
recorremos a montagem de sistemas de filtracdo mecéanica e mecanico-quimica na
“sump”. A filtragdo mecanica, efectuada com um filtro de saco em poliéster, é utilizada
para reter particulas de dimensdo superior a 100 um, através da passagem da agua vinda
dos tanques. Paralelamente utilizou-se a filtragem mecéanico-quimica, feita com um
escumador de proteinas (Deltec; APF 600) (Fig. 7a), também conhecida na terminologia
inglesa por “protein skimmer”, com a finalidade de baixar a carga de detritos organicos
do sistema, provenientes de excregdes e particulas em suspensdo. O seu funcionamento
baseia-se em injectar ar do exterior na agua dentro do escumador, maximizando o tempo
de contacto entre as micro-bolhas de ar e a agua, 0 que promove a formacdo de
“espuma” que ao ser libertada no “copo” do escumador ajuda na remoc¢do dos
compostos organicos da 4gua do tanque. De forma a garantir a optimizacédo da filtragem
bioldgica, utilizou-se rocha viva (Fig. 7b) de recife de coral, com alta porosidade,
colocada em dois dos tanques montados para esse fim, permitindo assim o
desenvolvimento de bactérias aerobias nitrificantes na regido mais externa da rocha e

anaerdbias desnitrificantes na regido mais interna.

Fig. 7: a) Escumador e filtro de 100 micra (sentido esquerda/direita);

b) Tanques com rocha viva

Na sump, encontra-se também, uma resisténcia eléctrica (Eheim; 300w)

submersa com termdstato, utilizada como fonte de calor, para manter a &gua do sistema
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a uma temperatura de 25,5°C (+/- 1°C), pois segundo os autores Takahashi et al. (2009)

esta € adequada a manutencgédo de Discosoma sp..

No sistema de iluminagdo, recorremos a utilizacdo de calhas de iluminacdo LED
(Light Emitting Diode) de diferentes cores: 100% azul (AQUARAY; Reef Blue), 100%
branca (AQUARAY; Marine White) e 67% azul + 33% branca (AQUARAY; Marine
Blue), (Fig. 8). Os sistemas de iluminagdo encontram-se independentes e foram
utilizados de modo a que cada calha, iluminasse apenas um tanque, aplicando entre cada
um deles, uma placa opaca, para que a luz de cada tanque ndo influenciasse 0s outros
ensaios. As calhas foram montadas aproximadamente a 6 cm da superficie da dgua e 20
cm da base do tanque, onde se colocaram os individuos Discosoma sp.. A altura foi
determinada/ajustada pelo efeito de homogeneizacdo da luz no tanque. O sistema de
iluminacdo encontrava-se ligado a um reldgio/temporizador que assegurasse um

fotoperiodo de 12/12 h luz/escuro.

Fig. 8 - Tanques com sistema de iluminagdo LED. Da esquerda para direita: lluminacio 100%

azul; 67% azul com 33% branca (Mista); 100% branca.

Para garantir um correcto funcionamento do sistema de suporte de vida foi
necessario cumprir com alguns procedimentos, tais como, realizar medicGes regulares
dos parametros fisico-quimicos da agua e limpeza dos tanques e equipamentos do
sistema. Diariamente, realizou-se medig0Oes da salinidade, do pH e da temperatura, com
o refractometro, caneta medidora de pH (Hanna Instruments) e termdémetro,

respectivamente, podendo controlar com maior exactidao alteracGes destes parametros.
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A medicdo das concentracBes de célcio (Ca), nitratos (NO3), fosfatos (PO,) e dureza
carbonatada (KH), foram realizadas semanalmente, utilizando os testes colorimétricos
da marca Salifert (Fig. 9). Os parametros medidos, foram mantidos nos valores padrdo

indicados na tabela I.

Nitrate

It

SALIFERT. SAUFERT.

Fig. 9: Testes para realizar as medi¢des do Calcio, Dureza Carbonada, Nitratos e Fosfatos.

Tabela I - Parametros fisico-quimicos padrao para a manutencéo dos Discosoma sp..

Parametros Valor
Temperatura 25,5°C (+/- 1°C)
Salinidade 35 ppt (+/- 1 ppt)
pH 8,0a84
Célcio (Ca) 400 a 450 ppm
Nitratos (NO3) Né&o detectavel
Fosfatos (FO,) N&o detectavel
Dureza Carbonatada (KH) 9alldKH
Fotoperiodo 12 horas luz

12 horas escuridéo

Realizaram-se limpezas regulares nos tanques, no sump, no filtro e no copo

colector do escumador, de forma a impedir que se acumulasse matéria organica em altas
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concentragdes, 0 que conduziria ao desequilibrio do sistema. Os tanques e o sump foram
limpos através do método de remocdo por aspiracdo (sifonagem) de residuos e matéria
organica depositadas e agarradas as superficies das mesmas. Quinzenalmente fizeram-se
mudancas de agua salgada artificialmente, garantindo a manutengdo das caracteristicas

fisico-quimicas iniciais da &gua.

Neste ensaio, foi utilizada agua salgada artificial, produzida com &gua potavel da
rede municipal (agua da torneira) filtrada através de um equipamento de osmose inversa
(Aqualight; ST190) (Fig. 10). Para obter uma concentracdo de sal de 35 ppt na agua,
misturou-se sal sintético (Pro Reef — Tropic Marin) especifico para aquarios de recife,
com agua previamente filtrada pela osmose inversa, numa propor¢do de 0,850 kg de sal
sintético por cada 20 litros de &gua, segundo as instru¢des do fabricante.

(@) (b)

Fig. 10: a) Sistema de purificacdo de agua da rede publica; b) Unidade de Osmose Inversa

Para a manutencdo da salinidade no sistema, recorreu-se a um osmoregulador
(ou boia de nivel) na sump ligado a um depdsito com agua de osmose, para dosear agua,

sempre que o seu nivel baixasse, devido a ocorréncia de evaporagdo
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3. Desenho experimental

Com o objectivo de comparar o efeito de diferentes regimes luminosos na
actividade fotossintética dos endosimbiontes Symbiodinium sp. (zooxantelas) nos
individuos da espécie Discosoma sp., foram avaliadas caracteristicas fisiologicas,
relacionadas com a aclimatizacdo destes aos LED's. A resposta fisiologica dos
endosimbiontes fotossintéticos associados aos Discosoma sp. em diferentes regimes
luminosos, estéd relacionada com a fotossintese, reflectindo-se na adaptacdo por parte
destes organismos aos diferentes parametros ambientais em que séo colocados, tal como

aluz.

O estudo foi realizado a fim de compreender como a associacdo simbidtica dos
Discosoma sp. e as suas zooxantelas, respondem a diferentes regimes luminosos,
quando colocados em meio artificial com os restantes parametros ambientais constantes
e sem distribuicdo de alimento. Este estudo compreendeu duas fases. Numa primeira, 0s
16 individuos Discosoma sp., obtidos da fragmentacdo, sdo colocados durante um
periodo de 90 dias no tanque com iluminacdo LED branca, de forma a que se desse a
recuperacdo completa e a aclimatizacdo dos individuos (Fig. 11). Paralelamente s&o
mantidos 4 individuos Discosoma sp. no tanque da colénia mae, iluminada com
lampada HQI (Hydrargyrum quartz iodide), durante o mesmo periodo de tempo,
contudo estes individuos ndo necessitaram de passar pelo processo de recuperacdo, uma

vez que ndo sdo individuos fragmentados.

Fig. 11: Discosoma sp. sob iluminagdo branca. a) Recuperagdo numa caixa de Petri com

fragmentos de rocha viva; b) Aclimatizacao — fragmentos colocados em ““coral cradle”.
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A segunda fase do ensaio iniciou-se ap6s o periodo de 90 dias, evitando-se que
os factores recuperacdo e aclimatizacdo fossem mais uma variavel a influenciar os
resultados finais. Assim, colocaram-se aleatoriamente 4 individuos Discosoma sp. em
cada tanque, num total de 12 individuos e, em cada tanque, uma calha de iluminacéo
com cor diferente (Fig. 12) (Led's 100% branca; 67% azul + 33% branca; 100% azul).
Estes permaneceram sobre a influéncia da luz durante um periodo de 90 dias (de 22 de
Janeiro a 22 de Abril de 2010).

c)
Fig. 12: Distribuicdo dos Discosoma sp. pelos tanques de ensaio, com diferentes cores de
iluminacé&o. a) LED 100% branca; b) LED 67% azul + 33% branca; c) LED 100% azul.

De forma a compreender o estado da simbiose do coral com os endosimbiontes
Symbiodinium sp., realizaram-se medicGes no fim da primeira fase, periodo em que os
corais estiveram em recuperacdo e aclimatizacdo em LED branca e no fim dos 90 dias
de ensaio, com as diferentes cores de LED's. Estas medi¢des permitem que se analise e
compare a quantidade de endosimbiontes que se encontram no coral e a quantidade de
fotossintese realizada por estes.
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4.  Técnicas de monitorizacdo e medicao

Para obtermos a informacdo se os individuos se encontravam adaptados aos
diferentes regimes luminosos, foram feitas medicGes em duas fases do ensaio. A
primeira foi realizada apds o periodo de recuperacdo/aclimatizacdo, em 3 individuos do
tanque iluminado com LED 100% branca — Dsl, Ds2, Ds3 e em 3 individuos da
coldénia mae iluminados com luz HQI — Ds4, Ds5, Ds6. Desta forma, sabemos como 0s
corais-cogumelo se comportam quando passados da luz HQI para LED 100% branca,
uma vez fragmentados. Este momento é denominado por Pi (ponto inicial). A segunda
medicdo ocorreu ao fim do periodo/ensaio de 90 dias, onde se iluminou com as
diferentes cores de LED. Esta medicdo gerou os seguintes valores dos Pf's (pontos
finais): Pf, (Ds7, Ds8, Ds9), Pfap, (Ds10, Dsll, Dsl12) e Pf, (Ds13, Ds14, Ds15). As
medigdes finais sdo respeitantes aos tanques com iluminagdo branca, azul + branca e

azul, respectivamente.

Para evitar que os individuos entrem em stress antes das medicGes, 0 que
causaria a libertacdo da zooxantela devido a alteragdo ambiental, foram colocados num
recipiente com agua salgada retirada do sistema de suporte de vida, mantendo
igualmente a temperatura a que se encontravam. Somente os individuos que iriam ser
medidos foram retirados do tanque de ensaio, garantindo que ndo haveria mistura entre
os individuos colocados nos diferentes regimes luminosos, como também os restantes,
ndo se encontrariam durante um periodo muito longo fora do sistema, garantindo-se que
o tempo desde a recolha dos individuos, do tanque de ensaio, até a medicdo, seria igual
para todos os ensaios. No laboratorio, os individuos foram colocados, individualmente,
em placas de Petri identificadas (para ndo ocorrer troca de organismos) e submersos

com agua salgada.

As medicdes consistiram em realizar testes aos Discosoma sp. na seguinte
sequéncia: andlise espectral de reflectancia, utilizando um espectroradiometro e
medic&o fluorescéncia da clorofila, utilizando um fluordmetro PAM. Estas técnicas séo
realizadas cuidadosamente em cada animal, mantendo uma distancia fixa entre coral e a

fibra dptica do espectroradiometro e do fluorometro.
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4.1. Analise espectral de reflectancia

A obtencdo de espectros de reflectancia, para identificar a quantidade de
fotossintese realizada pela clorofila a dos endosimbiontes dos corais tem sido foco de
diversos estudos nos ultimos anos (Stambler & Shashar, 2007; Hochberg et al., 2003;
Hochberg et al., 2004). Desta forma podemos obter a informacdo de mudancgas na
guantidade de biomassa de zooxantelas, como também da salde do coral.

Outros autores procuram diferengas na reflectdncia espectral dos corais,
utilizando como principais variaveis a taxonomia e diferentes pontos geogréficos,
determinando grupos de pigmentos caracteristicos (Hochberg et al., 2004).

O espectro de reflecténcia é a relacdo entre a radiacdo que é reflectida e a
absorvida pelas zooxantelas, sendo determinado pelo espectro de absorcdo dos
pigmentos da zooxantela (entre eles a clorofila a; clorofila c; B-carotenos) (Hochberg et
al., 2003). Este espectro permite a identificacdo de pontos onde o comprimento de onda
€ maximo e/ou minimo.

A guantidade de clorofila a foi comparada através de indices de reflectancia, que
se baseiam nas variagcOes de coloragéo, estando relacionada com variagcdes na simbiose

zooxantela/coral.

As medicbes foram realizadas utilizando um espectroradiometro (Ocean Optics;
USB2000) (Stambler & Shashar, 2007), sincronizado com um software especifico
(OOIBase 32 — versao 2.0.5.2), com tempo de integracdo de 500 ms e uma média de 3
ciclos. As amostras foram expostas a iluminacdo, recorrendo a utilizacdo de uma
lampada de halogéneo (Philips; Plusline 150 W R7s).

Os registos dos espectros foram feitos para o intervalo de comprimento de onda
compreendido entre os 330 nm e 0s 1000 nm, com uma resolucdo espectral de 0,33 nm.
Ligou-se uma fibra dptica de 400 um de didmetro (Ocean Optics, QP400-2-VIS/NIR-
BX) ao espectroradiometro (Fig. 13a), posicionada perpendicularmente a superficie dos
Discosoma sp. a uma distancia aproximadamente de 4 cm (Fig. 13c), de modo a que 0
feixe de luz preenchesse todo o didmetro do disco oral. Antes de realizar as medicGes,
foi feita a calibragem do espectroradiometro, que consistiu numa medicdo com um
painel de referéncia (Ocean Optics, WS-1-SL Spectralon) denominado de branco padréo

(Fig. 13b) e outra no escuro. Hochberg et al (2004) refere que a calibracdo do espectro
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de reflecténcia, permite executar curvas com valores conhecidos, devendo ser feita a

mesma distancia a que os corais séo medidos.

A fibra Optica foi colocada a uma distancia de 40 mm, de modo a que o campo
de visdo pudesse abranger toda a superficie do animal. Foram realizadas no minimo 3

medicdes por cada individuo, dando origem a 3 espectros para calculos posteriores.

Os indices dos comprimentos de onda obtidos foram tratados usando como

referéncia a reflectancia do comprimento de onda dos 750 nm (Serddio et al., 2010)

©)

Fig. 13: a) espectroradiometro USB2000 b) calibracéo do espectroradiémetro com o branco

padrdo; ¢) medicdo de um individuo Discosoma sp. (1 — painel de referéncia branco padréo; 2

— lampada de halogéneo; 3 — Fibra dptica).
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Recorrendo ao espectro de reflectancia determinou-se o NDVI (Normalized
Difference Vegetation Index), usado mundialmente para informar o vigor da
fotossintese, estimando um grande nimero de propriedades, tal como o indice da area
foliar, biomassa e concentracdo de clorofila a. O valor numérico do NDVI é uma
medida ou estimativa da quantidade de radiacdo que estd a ser absorvida pelas
zooxantelas. Esse indice € capaz de distinguir diferencas na producdo de fotossintese
realizada pelos Symbiodinium sp. encontrados nos corais (Almeida & Reiser, 2007) e na
absorcédo de energia por parte da clorofila a. Assim, quanto mais a clorofila a absorve a
luz visivel, mais fotossintese € realizada e, por sua vez, mais produtivo se torna. Esta é

uma técnica ndo destrutiva, nem invasiva para os individuos Discosoma sp..

A formula do NDVI foi inicialmente chamada de indice de vegetacdo,
desenvolvida por Rouse et al. em 1973 (Rouse et al., 1974):

IR-RED R750—R675
NDVI =—— & NDVI = ———
IR+RED R750+R675

O valor de IR (ou Rysp) corresponde aos valores de reflectancia do comprimento
de onda relativo ao infravermelho e RED (ou Re7s) corresponde ao valor do vermelho.
O valor do NDVI pode variar entre 0 e 1, em que valores mais proximos de 1 sdo
correspondentes a maior producdo de fotossintese por parte dos endosimbiontes,

observando-se varia¢do no contetido em clorofila a.

Para obtermos um valor representativo do NDVI efectuou-se 3 medicdes em cada
individuo, dando origem a 3 espectros de reflectancia, de onde se obteve um valor
medio dos comprimentos de onda 675nm e 750nm. Utilizou-se 0 mesmo procedimento

para cada individuo dos 3 tratamentos experimentais.

28



4.2. Fluorometria de Pulso Modelado - PAM

Um parametro para caracterizar a simbiose entre o coral e a alga é medir a
quantidade de clorofila a, normalmente com o recurso a métodos destrutivos, que levam
a morte do animal, extraindo os pigmentos para os poder contabilizar. A introducéo do
PAM (“Pulse Amplitude Modulation”), desenvolvida por Schreiber et al. em 1986,
possibilitou realizar medicGes ndo destrutivas, uma vez que faz uma estimativa da

quantidade de clorofila viva nas zooxantelas.

A fluorescéncia da clorofila a, esta relacionada com a actividade fotossintética,
claramente afectada pela exposicdo a luz, dependendo da duracéo e intensidade a que 0s
fotossistemas estdo expostos. As analises de fluorescéncia sdo baseadas no
conhecimento de que todos os fotossistemas Il, da clorofila a, podem ser fechados ao
receberem um pulso de luz saturante. A emissdo de fluorescéncia por parte dos
fotossistemas |1, permite avaliar a capacidade fotossintética das células vegetais
(Schreiber et al., 1995).

A fluorometria de pulso modelado (PAM) tem sido uma metodologia
fundamental nos estudos de alteracGes na fisiologia da fotossintese dos endosimbiontes
Symbiodinium sp. dos corais e no das modificages na actividade fotossintética em
resposta a alteracbes ambientais. A fluorometria PAM, permite avaliar entre outros
indices, o rendimento quantico potencial (Fv/Fm), que é a medida maxima da eficiéncia
do PSII (Maxwell & Johnson, 2000; Takahashi et al., 2009), servindo como indicativo
da quantidade total fotossintese produzida por Symbiodinium sp. (Soffer et al., 2008).

A actividade fotossintética dos endosimbiontes Symbiodinium sp. encontrados
nos Discosoma sp. foi medida de forma ndo invasiva e ndo destrutiva usando o
fluorémetro PAM (Serédio et al.,2008; Vieira et al., 2009).

A medicdo da fluorescéncia da clorofila a foi feita utilizando o fluorémetro
PAM (fig. 14), que é constituido por uma unidade de controlo e por uma unidade de
emissdo-deteccdo Water-EDF-Universal (Gademenn Instruments GmbH). O seu

funcionamento consiste na emissdo de um pulso de luz actinica, excitante e saturante de

29



um LED azul, com pico de emiss@o a 450 nm, com largura de banda de 20nm (Vieira et
al., 2009), utilizando um sistema de fibra dptica de 1,5 mm de diametro (Ocean Optics),
com pulso de saturacdo de 1 pseg. A fibra dptica foi posicionada perpendicularmente a
superficie do individuo, fazendo-se as medigdes a uma distancia fixa de 1 mm,
controlada por um micromanipulador (MM33, M)

O fluorémetro foi calibrado antes de se iniciarem as medicdes, recorrendo ao
disparo de um pulso de luz, através da fibra Optica, deste modo aos valores das

medicdes é-lhes retirado o valor da luz presente no laboratério.

Fig. 14: Fluorémetro PAM (1 - unidade de controlo PAM; 2 - unidade de emissdo-detec¢ao
Water-EDF-Universal)

Para realizar as medicGes fluorométricas utilizaram-se individuos colocados
previamente em condi¢fes de escuro total durante 15 minutos, apés as medicbes da
andlise espectral de reflectdncia, mantidos numa caixa de Petri com agua salgada
artificial, medindo-os pela mesma ordem em que foram colocados no escuro (Fig. 15a).
Mantendo-se o laboratério sem luz, colocou-se a extremidade da fibra Optica junto da
superficie do disco oral dos individuos, aplicando-se um pulso de luz saturante de forma
a obter assim medicOes dos valores de Fv/Fm. Para cada amostra foram efectuados 5
pulsos de luz, feitos em diferentes pontos do disco oral (Fig. 15b), para que se obtivesse

um valor representativo de cada individuo.
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Para a quantificacdo do pigmento, foi calculado o rendimento maximo quantico

dos fotossistemas Il (Fv/Fm).

Disco COral

a)

Fig. 15: a) fotografia dos Discosoma sp. depois da realizacdo das medi¢Ges como o PAM (1 -

caixa de Petri; 2 — fibra optica b) Esquema das medic6es efectuadas no Discosoma sp..

5. Analise estatistica

O objectivo deste trabalho foi responder a seguinte questdo: -Tera a actividade
dos endosimbiontes Symbiodinium sp. dos Discosoma sp. sofrido variagdes ao serem
submetidos a diferentes regimes luminosos?

Para identificar e comparar diferencas entre os valores medios dos pardmetros
fotofisioldgicos das amostras iluminadas com diferentes cores de LED, fez-se uma
analise estatistica, recorrendo a utilizacdo do software “Statistica ® 7 for Windows”. Os
parametros Fv/Fm e NDVI, dos periodos Pi e Pf, foram comparados, sabendo que a
variavel dependente era a diferenga na cor de LED, efectuando uma analise de variancia
(ANOVA one-way), de forma a confirmar se existiam diferengas significativas entre os

individuos colocados nos diferentes regimes luminosos.
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V. Resultados

Os valores resultantes das medigcdes serviram para comparar a actividade
fotossintética dos endosimbiontes e a sua quantidade nos Discosoma sp., em diferentes
Pf's (Anexo | — Tabela Il). A medicdo do Pi dos individuos colocados em luz HQI
serviu como indicador, permitindo assim compreender se ao serem fragmentados e
colocados num novo regime luminoso (LED branca) estes organismos se

fotoadaptariam (Anexo Il — Tabela I1I).

1.  Andlise espectral de reflectancia

Os espectros de reflectancia realizada na superficie das amostras (n=9), dos
diferentes tratamentos com LED's no periodo final do ensaio, estdo figurados abaixo
nas figuras 16, 17 e 18, onde é possivel visualizar as variagdes da reflectancia nos
distintos comprimentos de onda, usando o 750 nm como referéncia. Esses espectros
foram caracterizados por terem tido valores de reflectancia baixos em todo o

comprimento de onda visivel.

LED Branca

1.200

1.000

W A
0800 "',a‘udn~n--—dh~ T
0.600

0.400

0.200

0.000

Reflectancia (Valor unitario / Valor R750)

400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750

Comprimento de Onda (nm)

Fig. 16: Espectro de reflectancia das medic@es dos individuos do regime luminoso com LED

branca. Valores médios unitarios usando como referéncia o comprimento de onda — 750 nm.
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LED Branca + Azul
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Fig. 17: Espectro de reflectancia das medi¢des dos individuos do regime luminoso com LED
azul+branca (mista). Valores médios unitarios usando como referéncia o comprimento de onda
— 750 nm.

LED Azul
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Fig. 18: Espectro de reflectancia das medi¢des dos individuos do regime luminoso com LED

azul. Valores médios unitarios usando como referéncia o comprimento de onda — 750 nm.
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Nestes espectros é possivel observar que existe um decréscimo da reflectancia
entre 0s 650-700 nm, que corresponde a um aumento da absor¢édo da clorofila a. O valor

maximo de absorcdo para o intervalo anterior dado foi, aproximadamente, de 672 nm.

O NDVI da zooxantela foi calculado através dos valores correspondentes aos
675 nm e 750 nm do espectro de reflectancia. Os valores médios de NDVI em Pf,
quando comparados com o regime luminoso de LED branca, evidenciaram uma redugéo
nos ensaios com LED azul+branca e LED azul, em 35 e 25%, respectivamente. Os
valores de NDVI para o regime com LED branca foi de 0,073 (+ 0,016), LED
azul+branca de 0,054 (+ 0,008) e LED azul de 0,059 (+ 0,011), como €é possivel

observar na figura 19.

LED; LS Means
Current effect: F(2, 24)=5,7885, p=,00888
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,090

0,085
0,080
0,075
0,070

0,065 |

NDVI

0,060 ¢
0,055 }
0,050

0,045 |

0,040

L:B L.é:A L:A
LED
Fig. 19: Comparativo de valores médios e desvio padréo do NDVI em Pf nos tanques
iluminados com as diferentes cores de LED (L.B — LED branca; L.B:A — LED azul+ branca; L.A -
LED azul)

Nos valores obtidos das medicBes finais (Pf) foram encontradas diferencas
significativas entre todos os tratamentos (p < 0,05; D.F. = 2; F = 5,7885) através da
realizacdo da ANOVA.
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2.  Fluorometria de Pulso Modelado - PAM

O estado fotofisioldgico dos individuos em ensaio é caracterizado pela medigédo
do parametro Fv/Fm, onde foi observada variabilidade intra-regime luminoso e entre
regimes luminosos, tal como pode ser observado na Tabela Il (Anexo ). Obtivemos
valores médios para o Fv/Fm de 0,159 (+ 0,044), 0,280 (+ 0,100) e 0,183 (+ 0,075), para
0s ensaios com LED branco, azul+branco e azul, respectivamente, tal como pode ser
observavel na figura 20. Os valores do rendimento quéntico potencial em Pf, quando
comparados entre os diferentes regimes luminosos, os individuos em LED azul+branco

encontram-se em melhor estado fisioldgico, do que os LED branco e os LED azul.

LED; LS Means
Current effect: F(2, 42)=11,582, p=,00010
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,34

0,32 +
0,30
0,28
0,26
0,24 +
0,22 +
0,20
0,18
0,16
0,14 +

fvfm

0,12
0,10

L.B L.B:A L.A
LED

Fig. 20: Comparativo de valores médios e desvio padrao do Fv/Fm em Pf dos tanques
iluminados com as diferentes cores de LED (L.B — LED branca; L.B:A — LED azul+branca; L.A -
LED azul)

A ANOVA revelou a existéncia de diferencas significativas entre todos 0s

tratamentos (p<0.05; D.F. = 2; F = 11,5823) entre os resultados da reflectancia (Fv/Fm)

obtidos das medicdes finais (Pf) dos diferentes tanques do ensaio.
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V. Discussao

Os estudos de fitobiologia desenvolvidos em animas marinhos, tém vindo a
apresentar informac@es Uteis no conhecimento da capacidade destes se adaptarem a
alteracGes do meio ambiente. Relativamente a estudos deste tipo, ainda séo insuficientes
os dados existentes que mostrem como € regulada a simbiose entre dinoflagelados e os

seus hospedeiros, principalmente no filo do Cnidario.

Para melhor entendermos as relagdes simbioticas, entre hospedeiro/hospede e as
suas variacOes, utilizou-se um espectroradiometro, anteriormente utilizado por
Hochberg et al. (2004) em estudos de reflectancia envolvendo corais e um fluorometro
PAM. Ambos os métodos utilizados na determinagdo da clorofila a, aparentam ser
apropriados para a estimacdo da quantidade de algas simbidticas existentes nos
Discosoma sp.. Uma vez que os indices de reflectancia estdo directamente relacionados
com os pigmentos fotossintéticos, sabemos que variacBes no valor destes indices
significa que existe variagdo na quantidade de clorofila a. J& as medigdes da
fluorescéncia permitem determinar a quantidade de clorofila viva instantaneamente,

sendo um método que ndo requer tratamento de dados demorado e complexo.

As provas realizadas no fim do periodo em que decorreu o0 ensaio coincidiram
com a fase pos-recuperagdo e aclimatizagdo dos individuos. Os resultados finais, ndo
foram afectados pela fragmentacdo dos corais, uma vez que entre o dia em que foram

fragmentados até ao que foram analisados, existiu um periodo de tempo de 180 dias.

1.  Andlise espectral de reflectancia

Os corais ao iniciar 0 ensaio apresentavam, a vista desarmada, uma mesma
tonalidade de cor, devido a terem permanecido durante um periodo de 90 dias em
iluminacdo LED branca, onde se deu a recuperacéo e aclimatizacdo dos individuos.

Os valores de biomassa dos endosimbiontes obtidos no presente estudo sugerem

que os individuos iluminados com LED branca foram os que tiveram no final maior
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indice de NDVI. Contudo, se observarmos os valores iniciais, apesar de indicativos, é
visivel uma reducdo na biomassa dos endosimbiontes nos 3 ensaios, sendo os individuos
iluminados com LED branca, os que tiveram menor reducdo de biomassa. Os autores
Secord & Muller-Parker, em 2005, ao estudarem a distribuicdo de zooxantelas e taxas
de crescimento baseadas na eficiéncia fotossintética em anémonas com diferentes graus
de iluminacgéo, obtiveram valores médios de 0,021 nos NDVI. O que nos faz entender

que, 0s nossos individuos em média, tém indices de vegetacdo superiores.

Entre individuos da mesma espécie pode existir variagdo no espectro de
reflectancia individual, o que por vezes ndo é possivel detectar, a vista desarmada, pois
ndo existem diferencas na cor dos corais. Os valores obtidos por estes espectros sdo uma
boa ferramenta para o reconhecimento da cor real do coral, uma vez que visualmente
apresentam uma cor, que pode ndo ser a cor real, devido as caracteristicas da visdo do
ser humano (Stambler & Shashar, 2007; Hochberg et al., 2004). Os Discosoma sp. de
pigmentacdo vermelha utilizados neste ensaio, séo disso exemplo, em que a cor do coral
ndo dependeu da espécie, mas das condi¢cdes ambientais onde se encontravam inseridos,

tais como diferencas na luminosidade.

Para a realizacdo de fotossintese € necessario que exista exposi¢do ao sol (ou
outra fonte de luz), que inclui a radiacdo disponivel para a fotossintese, no comprimento
de onda entre os 400-700nm e a radiacdo ultra violeta, entre os 280-400nm, que é
fotoquimicamente prejudicial a simbiose (Furla et al., 2005).

Nos organismos aquaticos fotossintéticos, a reflexdo da luz no comprimento de
onda dos 675 esta inversamente correlacionada com a concentracdo da clorofila
(Stambler & Shashar, 2007; Hochberg et al., 2003). Ou seja, quanto mais luz é
reflectida, menos é absorvida pela clorofila, o que permite deduzir uma menor
existéncia de zooxantelas (Hochberg et al., 2004). Na observacao das figuras 16, 17 e 18
é possivel verificar que ocorre um ligeiro abaixamento da linha do espectro de
reflecténcia, no intervalo de 650 e 700nm. Esta reducdo ndo € superior aos 20 %,
quando comparado com valor de reflectancia no comprimento de onda dos 750 nm.

De qualquer modo, os corais situando-se a diferentes profundidades, ou
iluminacGes, apresentam variacdo no espectro de reflectancia (Stambler & Shashar,
2007). No entanto as variag0es encontram-se dentro de determinados limites, desde que

o coral seja saudavel (Hochberg et al., 2004), apresentando uma curva tipo de espectro
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de reflectancia, como € visivel nos 3 regimes luminosos testados. A razdo para tal
suceder, é devido a composicdo quimica dos pigmentos fotossintéticos das algas, sendo

estas quem determinam os valores espectrais.

A diminuicdo da quantidade de fotossintese realizada pelos endosimbiontes, é
explicada por diversos autores (Hochberg et al., 2004; Stambler & Shashar, 2007),
como reaccdo a alteracdes ambientais, tais como salinidade, temperatura e nutrientes na
agua, que causa a diminuicdo da concentracdo dos pigmentos, devido principalmente ao
afastamento das zooxantelas do coral.

Tendo em conta que os valores do indice de vegetacao foram reduzidos em todos
0s tratamentos e se garantiu a permanéncia dos parametros ambientais ideais a esta
espécie, com as sucessivas medicGes de temperatura, pH, salinidade e nutrientes na
agua, as explicacdes para a obtencdo destes valores sdo: a inadaptagdo dos corais a este
tipo de iluminacdo ou a proximidade a que foram colocadas as calhas de LED's em
relacdo aos individuos, ou ainda, a possibilidade de ser uma conjugacdo destes dois

factores.
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2.  Fluorometria de Pulso Modelado - PAM

A utilizacdo da fluorometria PAM neste estudo, apesar de ser uma tecnica
recente de medicdo da fluorescéncia da clorofila (Beer et al., 1998; Serddio et al., 2008;
Vieira et al., 2009), mostrou ser rapida e simples para identificar diferencas na
actividade fotossintética das algas endosimbioticas dos Discosoma sp..

Ja anteriormente foi utilizada para fazer medicGes em algas simbidticas, na
deteccdo de diferencas entre distintas aclimatizacdes, identificando ambientes onde

estas melhor se adaptam (lglesias-Prieto & Trench, 1997; Schreiber et al., 1995).

Ralph et al. (2002) ao medir com o PAM a fluorescéncia em 6 espécies de coral
diferentes, constatou que os polipos que se encontram em zonas com menos luz
necessitam de ter maior quantidade de clorofila e a quantidade de zooxantela mantém-se
independente da luz, uma vez que existe uma adaptacéo da populacdo de Symbiodinium
sp. existente no coral. Independentemente onde os pélipos estejam fixados, encontram-
se sempre orientados na direccdo da luz, assim regides das colonias de coral que estejam
mais expostas, tém subtipos de zooxantela mais adaptadas a esta situacdo, tal como
acontece em regiGes com uma exposicao a luz mais deficiente.

A determinagdo do rendimento quantico maximo de Symbiodinim sp. em outras
especies de corais, obteve valores dentro do intervalo 0,4-0,6 (Ralph et al., 2002; Soffer
et al., 2008; Takahaski et al., 2009), que poderdo ser afectados pela luz, causando a
inibicdo dos endosimbiontes e, interrompendo o0 processo da fotossintese (fotoinibicao).
Os fotossistemas Il de Symbiodinium sp. ao receberem radiagdo superior ao normal,
diminuem a sua capacidade de realizar fotossintese, devido a danificacao dos tilacoides,
0 que promove a inibicdo do Ciclo de Calvin. Os valores de fotoinibicdo voltam ao
normal, quando os corais se encontram em zonas de pouca luz (Takahaski et al., 2009).
A interrupcdo da fotossintese, leva ao rompimento da simbiose entre o endosimbionte e

o coral, provocando o branqueamento deste.

As medigdes iniciais (Pi), apesar de terem sido feitas com finalidade indicativa e
ndo comparativa, ao observar os valores do Fv/Fm obtidos pelos individuos, néo
fragmentados, que se encontram sobre o regime luminoso feito com lampadas HQI,

apresentam melhor estado fisioldgico, com valor médio de 0,603 (x 0,055), préximo do
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valor 6ptimo (0,7). Enquanto os individuos fragmentados e colocados a recuperar e
aclimatizar no tanque com calha LED de cor branca, apresentaram um valor médio de
0,269 (£ 0,050). A diminuicdo pode ser causada pelo stress da mudanca de regime
luminoso e ao processo de fragmentacdo. Por outro lado, 0 aquério com iluminagdo HQI
pode criar, aparentemente, melhores condi¢cbes ambientais aos seus habitantes, do que
os utilizados no ensaio, devido ao seu maior volume e ao permitirem que a distancia
entre os individuos e as calhas de iluminacéo seja superior.

O estado fisioldgico dos Discosoma sp. testados, segundo os valores de Fv/Fm,
aparentam ndo estarem muito saudaveis, uma vez que, os valores do rendimento
quantico potencial se encontravam entre 0,159 (LED branca) e os 0,280 (LED
azul+branca), situados muito abaixo do valor 6ptimo (0,7). Apesar dos resultados
fluorométricos dos corais do tanque iluminados com LED azul+branco terem sido
significativamente melhores aos iluminados com LED branca e LED azul,
comparativamente aos valores médios desta espécie, quando colocadas sobre influéncia

de iluminacdo HQI, também continuarem bastante baixos.

A utilizagcdo da iluminacdo LED azul+branca permitiu que os individuos
realizassem, em valor, mais fotossintese, logo, maior concentracdo de clorofila a. As
variacdes individuais detectadas sdo em resposta aos diferentes regimes de iluminacao,
rejeitando as restantes condi¢cGes ambientais uma vez controladas, monitorizadas e
mantidas em valores padrdo. Igualmente, as alteracdes genéticas ndo sdo causadoras de
variacOes, dado ter-se recorrido a utilizacdo de individuos monoclonais fragmentados
(clones).

As variacgdes na coloracdo dos corais pode ser uma resposta a reducdo da taxa de
fotossintese, causada pela reducdo dos niveis de clorofila a, ou seja, menos unidades
fotossintéticas por alga simbiotica, ou entdo, menos algas simbidticas presentes no
tecido do animal. Uma evolucdo negativa dos valores de Fv/Fm, é indicadora da

degradacéo da clorofila a e da auséncia de sintese da mesma.

A exposicdo das algas a alta intensidade solar pode provocar o rompimento da
simbiose (Vieira et al., 2009) e, em casos extremos, a morte dos corais, 0 que leva a
uma diminuicdo nos valores do rendimento quéntico potencial (Fv/Fm), em comparacéo
com 0s corais que estdo expostos a uma intensidade luminosa confortavel, que é

variavel de espécie para espécie.
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3. Conclusao

A degradacdo dos recifes de coral esta a aumentar o interesse por estes seres
vivos, para tal, o conhecimento da sua fotobiologia é essencial para uma melhor
compreensdo dos corais. Apesar de ja ser possivel realizar ensaios com dinoflagelados
separados do seu hospedeiro (Yellowlees et al., 2008), o estudo conjunto
hospedeiro/simbionte torna-se uma valiosa ferramenta, pois permite a confirmacdo da
associacdo simbidtica.

Embora néo se verifiguem melhorias, a curto prazo, na utilizagdo das calhas de
iluminacdo LED na fotobiologia destes corais, ao comparar 0s 3 regimes luminosos
podemos concluir que os individuos colocados no regime luminoso de LED
azul+branca, apesar de conter menos biomassa de zooxantela, realizaram fotossintese
mais eficazmente.

Segundo os valores de Fv/Fm obtidos, quando se usou LED's branca ou azul, 0s
Discosoma sp. apresentaram piores resultados, quando comparados com 0s obtidos
pelos individuos em LED’s azul+branca. E de ter em conta que os individuos inseridos
no tanque de ensaio com iluminacdo LED azul+branca, apesar de terem sido os que
tiveram indices NDVI inferiores, 0,054 (x 0,008), foram os que apresentaram valores de
rendimento quantico potencial (Fv/Fm) superiores aos dos outros tanques, 0,280 (x
0,100). Embora com menos zooxantelas, como indica o indice de vegetacéo, estas séo
mais eficientes na realizacdo de fotossintese, segundo o valor de Fv/Fm. Assim
podemos concluir que, apesar deste tipo de cor de iluminagdo ndo ter beneficiado as
relagbes simbidticas entre alga e coral, as existentes foram bastante eficazes na
producdo da fotossintese. E, sendo assim, maior beneficio nutricional apresentaram
estes corais.

De certa forma, os resultados obtidos foram ao encontro de outros estudos que
demonstravam, que o excesso de energia luminosa incidente no aparelho fotossintético é
pouco benéfico, dissipando o excesso de energia, para que ndo sejam prejudicadas as
relacdes simbidticas entre alga e coral. Mesmo assim, ndo devera ser posta de parte a
ideia de que os resultados obtidos podem ter sido influenciados pela distancia a que as
calhas de iluminacdo LED se encontravam da superficie da &gua e dos Discosoma sp..

41



V1. Consideracoes finais

O trabalho realizado baseou-se na articulacéo de critérios tedrico-praticos, com o
objectivo de se conhecer um pouco mais sobre a interac¢do simbidtica das algas
Symbiodinium sp. com o hospedeiro Discosoma sp., ao fazer variar um Unico factor, a

cor de LED, com que se iluminava cada tanque do ensaio.

Obtivemos resultados satisfatorios nas provas de iluminacdo tipo LED, no que
respeita a aprendizagem sobre o comportamento da fotobiologia destes corais. A
utilizacdo das técnicas de medicdo de espectrometria e fluorometria, recorrendo a
utilizacdo do espectroradiometro e fluorometro PAM, nesta espécie, € um tema pouco
desenvolvido, tal como a informacdo de dados para a utilizacdo deste tipo de

iluminacao.

Né&o se verificaram melhorias a curto prazo na fotobiologia dos Discosoma sp.,
talvez porque esta espécie de coral, ndo seja a mais adequada a realizacdo de ensaios
com LED’s. A utilizacdo deste tipo de iluminacdo em aquarios com corais é ainda
recente no sector da aquariofilia e mesmo na aquacultura, ndo estando ainda muito
difundida. Contudo, algumas das suas caracteristicas, torna-a de grande interesse, tais
como a durabilidade, a manutencdo do espectro (cor da luz), a homogeneidade da luz no
aquario e o facil manuseamento. Estas caracteristicas justificam o elevado investimento

inicial.

Sugiro aos detentores de aquéarios de coral, que:

» adequem a altura da iluminag&o e o fotoperiodo as espécies, procurando
realizar pequenas variagcGes nestes parametros, até encontrar um ponto
em que 0s corais se apresentem visivelmente saudaveis. Avaliacdes mal
feitas destes dois pardmetros, ddo origem a stress fotobiolégico nos

individuos, conduzindo a perdas.

42



* a manutencdo e limpeza dos tanques e acessérios deve ser feita com
regularidade, evitando assim o desenvolvimento de outras algas nocivas

aos corais e que concorram directamente com os endosimbiontes.

Seria conveniente realizar um acompanhamento mais prolongado, utilizando este
tipo de iluminag&o, ndo soO nesta espécie, como também noutras de igual interesse para a
indUstria da aquacultura e farmacéutica. O estudo destes organismos permite identificar
condi¢des ambientais que favorecam as relacdes simbiodticas/mutualistas entre parceiros,

gerando mais biomassa de coral.

Deixamos em aberto novos estudos sobre a matéria, tendo em atencdo a

especificidade de cada espécie e a realidade diferente dos ambientes.
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ANEXOS



Tabela Il — Valores de Pf das medi¢6es Fv/Fm e NDVI.

Tratamento Individuos Fv/iFm NDVI
Pf L.B Ds7 0,227 0,0896
Pf L.B Ds7 0,157 0,0869
Pf L.B Ds7 0,208 0,0855
Pf L.B Ds7 0,155
Pf L.B Ds7 0,177
Pf L.B Ds8 0,172 0,0860
Pf L.B Ds8 0,243 0,0781
Pf L.B Ds8 0,161 0,0729
Pf L.B Ds8 0,142
Pf L.B Ds8 0,166
Pf L.B Ds9 0,099 0,0456
Pf L.B Ds9 0,150 0,0570
Pf L.B Ds9 0,136 0,0552
Pf L.B Ds9 0,077
Pf L.B Ds9 0,122
Pf L.B:A Ds10 0,184 0,0420
Pf L.B:A Ds10 0,240 0,0435
Pf L.B:A Ds10 0,448 0,0514
Pf L.B:A Ds10 0,381
Pf L.B:A Ds10 0,197
Pf L.B:A Ds11 0,269 0,0625
Pf L.B:A Ds11 0,313 0,0602
Pf L.B:A Ds11 0,207 0,0637
Pf L.B:A Ds11 0,199
Pf L.B:A Ds11 0,328
Pf L.B:A Ds12 0,216 0,0482
Pf L.B:A Ds12 0,466 0,0579
Pf L.B:A Ds12 0,200 0,0570
Pf L.B:A Ds12 0,385
Pf L.B:A Ds12 0,174
Pf LA Ds13 0,273 0,0414
Pf L.A Ds13 0,105 0,0625
Pf LA Ds13 0,235 0,0624
Pf L.A Ds13 0,169
Pf LA Ds13 0,141
Pf LA Ds14 0,157 0,0513
Pf L.A Ds14 0,105 0,0489
Pf LA Ds14 0,128 0,0495
Pf L.A Ds14 0,346
Pf LA Ds14 0,212
Pf L.A Ds15 0,166 0,0701
Pf LA Ds15 0,146 0,0710
Pf L.A Ds15 0,176 0,0701
Pf LA Ds15 0,195
Pf L.A Ds15 0,189
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Tabela Il — Valores de Pi das medi¢des Fv/Fm e NDVI

Tratamento Individuos Fv/Fm NDVI

Pi L.Bi Ds1 0,185 0,1153
Pi L.Bi Ds1 0,245 0,1041
Pi L.Bi Ds1 0,259 0,1021
Pi L.Bi Ds2 0,212 0,0869
Pi L.Bi Ds2 0,282 0,0910
Pi L.Bi Ds2 0,302 0,0878
Pi L.Bi Ds2 0,214

Pi L.Bi Ds3 0,295 0,0539
Pi L.Bi Ds3 0,304 0,0538
Pi L.Bi Ds3 0,341 0,0547
Pi L.Bi Ds3 0,316

Pi HQI Ds4 0,652 0,0495
Pi HQI Ds4 0,667 0,0499
Pi HQI Ds4 0,679 0,0435
Pi HOI Ds5 0,638 0,0499
Pi HQI Ds5 0,563 0,0495
Pi HQI Ds5 0,569 0,0509
Pi HQI Ds6 0,543 0,0448
Pi HOI Ds6 0,561 0,0469
Pi HOI Ds6 0,551 0,0447
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