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Aspectos da biologia e ecologia de Pachycara thermophilum Geistdoerfer, 1994 (Pisces: Zoarcidae)

Resumo

A espécie Pachycara thermophilum foi originalmente descrita com base
em espécimes capturados no campo hidrotermal Snake Pit da Dorsal Medio-
Atlantica. A descricdo do habitat em que se insere P. thermophilum é feita com
base em videos capturados pelo submersivel Alvin nos campos hidrotermais
Snake Pit, Logatchev e Broken Spur, durante a campanha oceanogréfica
“‘DIVERSExpedition”. Neste trabalho, peixes desta espécie capturados no
Snake Pit foram estudados, com o objectivo de comparar as suas
caracteristicas diagnosticantes com as caracteristicas anteriormente descritas
para a espeécie. Para tal fez-se uma contagem dos tracos meristicos e fizeram-
se medi¢cdes das diferentes partes do corpo. Os otélitos de cada espécime
foram observados para determinacédo de idades. O individuo mais novo tinha
trés anos de idade e o mais velho tinha oito. Foram feitas analises da
concentracdo de mercurio (Hg) nos musculos e figados de forma a relaciona-
las com o0 meio toxico em que se insere P. thermophilum. A analise das
gonadas destes individuos revelou que as fémeas se encontravam em fase de
postura enquanto os machos se apresentavam na fase de repouso. Em dois
individuos verificaram-se estruturas com dimensdes muito superiores as dos
o0citos o0 que presumivelmente poderdo ser embrides em desenvolvimento.

Estes dois factores parecem indicar que a fecundacéo € interna.
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1. Introducéo

Pachycara thermophilum Geistdoerfer, 1994 é um peixe batidemersal da
familia Zoarcidae, ordem Perciformes. O género Pachycara tem 21 espécies
descritas que se distribuem nos oceanos Pacifico, Atlantico, Antartico e indico
(Biscoito & ALMEIDA 2004). Ao contrario das outras espécies deste género,
pensa-se que P. thermophilum vive estritamente em ecossistemas hidrotermais
de profundidade, da Dorsal Médio-Atlantica (DMA) (Fig. 1) (FROESE & PAuULY
2008).

O epiteto especifico dado por P. Geistdoerfer para esta espécie, ilustra
bem a afinidade que ela tem por estes ambientes quentes. O nome
“thermophilum” deriva da palavra grega “thermos” que significa quente. Outros
zoarcideos, tais como Pachycara gymninium, Pachycara rimae, Thermaces
cerebrus Thermaces pelophillum e Pyrolycus manusanus, vivem também em
campos hidrotermais, escorréncias frias ou em outros ambientes
guimiossintéticos, como cadaveres afundados de baleias (SANCHO et al. 2005;
DESBRUYERES et al. 2006).

P. thermophilum foi descrito com base em individuos capturados no
campo hidrotermal Snake Pit (23°22’'N, 44°57°W, a 3480 m de profundidade).
Posteriormente a espécie foi encontrada nos campos hidrotermais Logatchev
(14°45’N, 44°58.7°W, 3000 m), Trans-Atlantic Geotraverse (TAG; 26°08’N,
44°49'W, 3600 m) e Broken Spur (29°10’N, 43°10.3'W, 3020 m) (Biscoito &
ALMEIDA 2004; STEFANNI et al. 2007; DESBRUYERES et al. 2006).

O peixe anguiliforme que vive na proximidade de é&reas activas do
campo hidrotermal Rainbow (36°13.10'N; 33°54.35'W; 2270-2320m), foi
inicialmente identificado como Lycenchelys sp. Gill 1884. Mais tarde, BISCOITO
& ALMEIDA (2004) descreveram Pachycara saldanhai, com base em 6
individuos capturados no em Rainbow, durante as campanhas PICO e
SALDANHA. P. saldanhai apresentava grande afinidade com P. thermophilum,
da qual difere por possuir uma linha lateral com dois ramos e um valor mais
elevado da razao distancia interorbital/comprimento da cabeca. Segundo os

autores, P. saldanhai difere ainda de P. thermophilum por ter um namero
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superior de vértebras, bem como de raios das barbatanas dorsal e anal
(BiscoiTo & ALMEIDA 2004).

Mais tarde, e apesar das diferencas morfolégicas descritas entre as duas
espécies, STEFANNI et al. (2007) ao compararem geneticamente (MtDNA)
espécimes capturados em Logatchev, Snake Pit e Rainbow, ndo encontraram
entre eles diferencas significativas que suportassem o reconhecimento das
duas espécies. Assim, o0s autores sugeriram que P. Saldanhai fosse
sinonimizado com P. thermophilum. Desta forma, as diferencas morfolégicas
descritas por BiscoITo & ALMEIDA (2004) poderéo ser consideradas expressoes
fenotipicas como resultado do grande distanciamento geogréafico que separam

0s campos hidrotermais em estudo (STEFANNI et al. 2007).

Figura 1 — Os pontos vermelhos indicam a distribuicdo geogréafica de P. thermophilum
na DMA (OBIS 2008).

1.1. Conhecimento actual sobre Pachycara thermophilum

Pouco se sabe acerca da biologia e ecologia desta espécie. O
conhecimento existente baseia-se em recolhas e observagbes pontuais feitas
em exemplares recolhidos durante as campanhas oceanograficas que visitaram

estes campos hidrotermais.
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1.1.1. Descri¢cdo morfologica

P. thermophilum é um peixe comprido, anguiliforme, com boca grande e
terminal. Os olhos azuis escuros de P. thermophilum sdo grandes, redondos,
com um diametro entre 12,5 e 13% do comprimento da cabeca. As barbatanas
dorsal (107 raios) e anal (86 raios), sao confluentes com a caudal (8 raios).
Apresentam barbatanas peitorais grandes, com 18 raios, inseridas a meio dos
flancos posteriormente as fendas branquiais. As barbatanas pélvicas sédo
diminutas e inserem-se ventralmente ao nivel das fendas branquiais. O anus
situa-se imediatamente a frente da origem da barbatana anal. As escamas sao
pequenas, embutidas na pele. Apresenta uma Unica linha médio-lateral, pouco
evidente, que comeca em frente ao angulo superior do opérculo. O ndamero
total de vértebras € entre 107 e 112. Até ao momento, 0 maior espécime de P.
thermophilum capturado media 388 mm de comprimento total (FROESE & PAULY
2008). P. thermophilum apresenta cor castanha clara com excepc¢ao do ventre
gue é ligeiramente azulado. As barbatanas sao cinzentas, excepto a barbatana
caudal que nao é pigmentada. O bordo das barbatanas é castanho escuro. As

cavidades bucal e branquiais sdo brancas (GEISTDOERFER 1994; PARIN 1995).

1.1.2. Ecologia e habitat

P. thermophilum vive nas imediacdes de fontes hidrotermais activas, em
aguas com temperaturas entre 5 e 20°C. (GEISTDOERFER 1994; PARIN 1995;
DESBRUYERES & SEGONZAC 1997).

Estes peixes sdo predadores (carnivoros) especializados, ocupando o
topo da cadeia alimentar da comunidade associada ao hidrotermalismo
(GEISTDOERFER 1994). Este autor identificou no estdbmago do holétipo, 24
camardes Alvinocarididae um pouco digeridos: 8 R. exoculata, 8 C. chacei
juvenis e 8 camardes nao identificados.

Este zoarcideo apresenta um modo de natacdo anguiliforme,
movimentando-se por ondulagfes ritmicas e laterais do corpo inteiro para

propulsdo (MoYLE & CECH 1996).
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Os campos hidrotermais onde habita P. thermophilum, apresentam
muitas semelhancas, no que diz respeito a fauna que neles se encontra. P.
thermophilum é particularmente abundante no campo hidrotermal Snake Pit.
Em todos estes campos hidrotermais o peixe partilha o biétopo com o camaréo
Rimicaris exoculata, que domina a biomassa nas chaminés de fumarolas
negras, e com mexilhdes Bathymodiolus puteoserpentis que dominam a
biomassa nas bases de chaminés. A megafauna inclui ainda outros camarfes
(Chorocaris chacei, Mirocaris fortunata, e Alvinocaris markensis), um
caranguejo (Segonzacia mesatlantica), uma galatea (Munidopsis crassa) e um
ofiurideo (Ophioctenella acies). Para além de P. thermophilum existem outros
peixes como llyophis saldanhai (familia Synaphobranchidae) e um Bythitidae
nao identificado que vive nos campos hidrotermais Snake Pit, Logatchev e
Broken Spur (Bythitidae gen. sp.) (CopPLEY et al. 1997; GEBRUK et al. 2000;
COLAGO 2001; TURNIPSEED et al. 2003; DESBRUYERES et al. 2006).

Michel Segonzac dissecou varios espécimes de P. thermophilum
capturados nos campos hidrotermais Snake Pit e Logatchev para verificar a
presenca de parasitas. Foram encontrados nematodes apenas nos intestinos

(SEGONZzAC et al. 2001).

1.2. Ecossistemas hidrotermais

O fenomeno hidrotermal, estd4 indirectamente relacionado com a
expansao do fundo marinho. No eixo das dorsais (expressdes de processos de
escala planetaria de formacdo de crosta oceéanica, separacdo de placas e de
perda de calor global), quando o magma a 1200°C sobe para a superficie,
consolida, originando a nova crosta que se vai fracturando. A agua, por
movimentos de convexdo, circula por entre a nova rocha incandescente,
aquecendo, e transportando gases e minerais na sua ascensdao. O fluido
guente é ejectado a velocidades superiores a 5 m/s e atinge temperaturas de
350°C. A medida que a agua quente e rica em minerais flui para o exterior da
crosta e se mistura com a agua fria do oceano, precipita uma grande
guantidade de minerais, o que torna a agua da fonte hidrotermal negra ou

branca (CoLaco 2001).
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Presentemente sdo conhecidas 7 fontes hidrotermais de profundidade
na Dorsal Medio-Atlantica: o primeiro campo hidrotermal a ser descoberto foi
Trans-Atlantic Geotraverse (TAG) em 1985. Nos anos seguintes foram
descobertos os campos Snake Pit, seguido de Lucky Strike, Broken Spur,
Menez Gwen, Logatchev, Rainbow em 1997, Saldanha em 1998 e o Lost City
em 2000 (CoLAgO 2001; BiscoiTo et al. 2006; KELLEY et al. 2007).

1.3. Objectivos

O objectivo central deste trabalho consiste em aprofundar
conhecimentos sobre a biologia e ecologia de P. thermophilum. Para tal,
estudou-se a sua morfologia, biologia (idade, crescimento e reproducdo) e
comportamento, in situ, em relacdo com o ecossistema hidrotermal.

Foram estudadas as caracteristicas diagnosticantes dos espécimes
capturados, de modo a verificar-se se a morfometria e meristica se sobrepunha
aguela descrita para P. saldanhai.

As analises das concentracdes de mercurio no musculo e no figado
destes peixes foram feitas com o objectivo de relacionar a concentracéo
existente nestes tecidos deste metal, com o ambiente hidrotermal em que se
insere, e com o facto de P. thermophilum ser um predador de topo na cadeia

trofica.
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2. Material e métodos

2.1. Recolha da amostra

Os 11 espécimes de P. thermophilum foram capturados em 2001
durante a DIVERSExpedition na Dorsal Medio-Atlantica, utilizando o DSV Alvin
a bordo do R/V Atlantis, na qual participou uma equipa do DOP/Uag.

Dois dos espécimes (3666-1 and 3667-1) foram capturados durante 6-7
de Julho de 2001 do campo hidrotermal Logatchev (Irina 2 site: 14°45.20'N;
044°58.80'W) a 3007 m de profundidade. Os restantes 9 espécimes (3672-
1/2/3, 3673-1/2/3/4/5 e 3674-1) foram recolhidos entre 14 e 16 de Julho de
2001 no campo hidrotermal Snake Pit (Moose site: 23°22.90'N; 044°55.80'W) a
3490-3492 m de profundidade (Fig. 2). Os peixes foram capturados com o
aspirador de fauna do submersivel com excepcao do individuo 3674-1 que foi

capturado numa armadilha de pesca.
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Figura 2 — Mapa indicando as posi¢oes e profundidades dos campos hidrotermais da
Dorsal Médio-Atlantica. As setas indicam os locais onde foram capturados os
espécimes (adaptado de STEFANNI et al. 2007).

Para a realizacdo deste estadgio estavam disponiveis apenas 6
espécimes (3673-1/2/3/4 e 3674-1 eviscerados e o individuo 3673-5 inteiro) e
os figados e gonadas de todos os individuos capturados. O material

encontrava-se congelado a -80°C.
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2.2. Descricao do habitat e do comportamento

O bidtopo onde P. thermophilum vive foi caracterizado através da analise
de videos obtidos in situ pelo submersivel Alvin durante a missao
DIVERSEXxpedition, 2001.

No total foram obtidas 06h23m13s de imagens video nos campos
hidrotermais Snake Pit, Logatchev e Broken Spur. As imagens, disponiveis no
ImagDOP em formato VHS foram transcritas para formato digital para serem
analisadas.

Durante a observacado dos videos capturados durante o trajecto do
submersivel, teve-se especial atencdo aos P. thermophilum avistados, para a
descricdo do seu comportamento, da fauna associada e do ambiente em que
se inserem. As fotografias dos organismos associadas a hidrotermais foram
capturadas com o programa PowerDVD®, e configuradas no software
AdobePhotoshop® 6.0.

2.3. Amostragem biologica

Em laboratério, os 6 espécimes existentes foram descongelados a
temperatura ambiente, medidos (ao mm) e pesados (a 0,1 g). Antes dos
exemplares serem preservados, retirou-se uma amostra de musculo para
analise de mercurio. Os otélitos foram removidos e conservados em glicerina.
Do exemplar que ndo se encontrava amostrado retirou-se o figado, a gbnada e
0 estbmago. Os peixes foram fixados em formol (5%) e conservados em alcool
etilico (70%). Os dados morfométricos e meristicos foram obtidos nos peixes

preservados.

2.4. Morfometria e meristica

Para os 6 individuos estudados, efectuaram-se as medicOes
apresentadas na Figura 3 e calcularam-se as proporcdes biométricas
sumarizadas na Tabela 4. Os tragos meristicos estudados estdo apresentados

na Tabela 5.
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pré-dorsal

standard

total

Figura 3 — Esquema das medicbes efectuadas em P. thermophilum.

Para a contagem das vértebras e dos raios das barbatanas impares
(anal e dorsal), os 6 espécimes (3673-1/2/3/4/5 e 3674-1) foram radiografados
no Hospital da Horta, utilizando um sistema digital de raios X Siemens AXIOM
Aristos FX. Os peixes foram sujeitos a uma radiacado de 42 kilovolts (kV) e 8
miliampéres por segundo (mAs). O tratamento final das imagens foi efectuado

com o programa SIENET Sky Viewer.

2.5. Leitura dos otoélitos

Apos a disseccao, os otolitos dos 6 espécimes (3673-1/2/3/4/5 e 3674-1)
estudados foram colocados em glicerina e analisados a lupa (Leica MZ 16 FA)
equipada com o software Leica Aplication Suite. Os otdlitos de cada espécime
foram fotografados com o objectivo de identificar e contar os anéis de
crescimento. A ampliacdo utilizada para a aquisicdo de fotos foi de 31.5 x,
excepto para os otdlitos do individuo 3674-1, cuja imagem foi ampliada 115.0 x.
Neste trabalho assume-se que cada conjunto de uma banda opaca e uma

hialina, corresponde a um ano de idade (ANEXO I).

2.6. Ecologia trofica

O estbmago e intestino do individuo 3673-5 (Gnico espécime inteiro)
foram extraidos, fixados em formol (5%) e preservados em alcool (70%). Foram

efectuados cortes ao longo do tubo digestivo, removendo todos os conteudos
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para uma caixa de Petri. Os conteudos do tubo digestivo foram analisados no
microscopio de disseccdo. Os conteudos foram identificados ao nivel
taxondmico mais baixo possivel.

Neste trabalho s&o apresentadas as presas encontradas no tubo
digestivo de P. thermophilum, identificadas por M. Segonzac (IFREMER)
durante a DIVERSExpedition (SEGONzAC et al. 2001) (ANEXO II).

2.7. Concentracdo de mercurio (Hg)

Todos 0s reagentes necessarios ao processo de determinacdo da
concentragcédo de mercurio no musculo e figado, foram previamente preparados.

Para a determinacdo da concentracdo de Hg total no musculo foram
retiradas amostras da regido antero-dorsal de cada espécime. Os figados a
analisar (que tinham sido previamente amostrados) estavam congelados a -
80°C.

As amostras foram liofilizadas, para sua completa desidratacdo, durante
24 horas num Liofilizador SAVANT RVT 400 (refrigerated vapor trap; bomba —
VLP 120) (para imagem do equipamento ver ANEXO llI).

Amostras de musculo e de figado foram trituradas. De seguida pesou-se
cerca de 0,1 g de amostra liofilizada em frascos de vidro. Para a digestdo das
amostras adicionou-se acido sulfurico a cada frasco. A adicdo de &acido
sulfurico a cada frasco e a inclusdo dos frascos no banho, facilita a digestado do
material a analisar. Nesta fase o acido sulfurico digere a matéria organica da
amostra libertando o mercurio presente no tecido. Por ter alto teor de gordura,
o tempo de digestdo integral das amostras de figado € superior ao das
amostras de masculo.

Posteriormente adicionou-se permanganato de potassio (KMnQO,) a cada
um dos frascos Este reagente oxida o mercurio anteriormente libertado a sua
valéncia maxima (Hg?"). O cloreto de hidroxilamina adicionado de seguida a
cada amostra, reduz o excesso de permanganato, obtendo-se uma solucéo
incolor. Finalmente adicionou-se cloreto estanhoso a cada frasco, que reduz o
Hg?* a Hg®. A leitura de Hg foi efectuada no sistema analisador de merctrio

pela reducdo deste elemento a vapor. As andlises foram efectuadas por

10
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Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica Sem Chama (Bacharach Coleman
Model 50 D). Para detalhes do método e equipamentos utilizado ver ANEXO
V.

2.8. Histologia das génadas

As gonadas que se encontravam congeladas a -80°C, foram fixadas em
Bouin durante 48h, antes de serem preservadas em alcool a 70%. Estes foram
desidratados no processador de tecidos Leica TP1020. De seguida as porcdes
de cada g6nada foram completamente embebidas em parafina nova.

Os cortes, de 5 e de 7 um de espessura, foram feitos com um micrétomo
Leica RM 2035.

De seguida procedeu-se a coloracdo dos cortes histologicos com
hematoxilina e eosina. As preparacdes definitivas foram montadas com DPX.

Os cortes histolégicos das gondadas dos 11 individuos, foram
observados e fotografados na lupa microscopica (Leica MZ 16 FA) a uma
ampliacdo de 10x, utilizando o software Leica Aplication Suite (para descricéo

pormenorizada da técnica e equipamentos utilizados ver ANEXO V).

11
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3. Resultados

3.1. Descri¢ao do habitat e comportamento

Variadas espécies associadas ao hidrotermalismo foram avistadas
durante o trajecto realizado pelo sumbmersivel Alvin, nos campos hidrotermais

Snake Pit, Logatchev e Broken Spur.

3.1.1. Snake Pit

As imagens dominantes obtidas no campo hidrotermal Snake Pit
mostraram grandes aglomerados de camardes R. exoculata nas chaminés de
fluidos negros. As bases e os flancos dos sitios activos, sdo cobertos por
mexilndes B. puteoserpentis sobre o0s quais se encontra a maioria dos
individuos de P. thermophilum. Observaram-se, muito frequentemente, estes
zoarcideos proximos de anémonas Maractis rimicarivora e de ofiurideos O.
Acies que povoam também as bases das chaminés. Foi possivel observar
ainda a presenca de camardes C. chacei, de caranguejos S. mesatlantica e de

gastrépodes Pseudorimula midatlantica (Fig. 4).
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Figura 4 - Fotos da fauna existente em Snake Pit, obtidas a partir dos videos
analisados: A- P. thermophilum entre os mexilhdes; B- gastropode Phymorynchus
ovatus C- camarfes R. exoculata; D- anémonas Maractis rimicarivora; E- caranguejos
S. mesatlantica; F- Nudibranquio sobre gastropodes.

3.1.2. Logatchev

As imagens de video dos arredores do campo hidrotermal Logatchev
mostram fundo rochoso, com sedimento e sem fauna hidrotermal. Nas zonas
mais proximas das fontes os mexilhdes Bathymodiolus cobriam grandes areas.
Nas bases das chaminés activas encontravam-se grandes concentragdes de
camardes R. exoculata. Ofiurideos pertencentes a espécie O. acies, galateas
Munidopsis sp., estrela-do-mar Brisinga endecacnemos e gastrépodes
Phimorinchus ovatus foram outros dos organismos que puderam ser

observados neste campo hidrotermal (Fig. 5). P. thermophilum encontra-se
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muito frequentemente nas bases de chaminés activas imoveis e apoiados em

conchas de bivalves B. puteoserpentis.

Figura 5 - Fotos da fauna existente em Logatchev obtidas a partir dos videos
analisados: A — ofiurideos O. acies; B — lagosta Munidopsis sp.; C- Estrela-do-mar
Brisinga endecacnemos; D — gastrépode Pyimorynchus ovatus.

3.1.3. Broken Spur

O Broken Spur tem como principal caracteristica as lavas em almofada
gue constituem o fundo rochoso. A grande maioria dos peixes observados
pertenciam a familia Synaphobranchidae (llyophis saldanhai), que ondulavam o
corpo junto ao fundo. A semellhanca dos outros campos hidrotermais, também
aqui a fauna dominante incluia camardes R. exoculata e M. fortunata, bivalves
B. puteoserpentis e ofiurideos O. acies (Fig. 6). Nesta area, os 6 individuos de
P. thermophilum observados, encontravam-se imdveis em contacto com o

fundo rochoso, junto dos ofiurideos.
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Figura 6 — Fotos do habitat a partir de observacdes de videos no campo hidrotermal
Broken Spur: A - ofiurideos O. acies; B — mexilhdes B. puteoserpentis.

3.2. Abundancia e densidade de P. thermophilum

As imagens recolhidas do campo hidrotermal Snake Pit permitiram-nos
estimar as densidades maximas de P. thermophilum (Fig. 7).

Foram determinadas densidades maximas em seis grupos de P.
thermophilum. A menor densidade foi de aproximadamente de 2/m? e a

densidade méaxima observada foi de aproximadamente 7/m?.

B

Figura 7 — Imagens do campo hidrotermal Snake Pit. A - grupo de P. thermophilum
com uma densidade de cerca de 6 individuos por m? . B — grupo de P. thermophilum
com uma densidade de cerca de 7 individuos por m? (escala: 10cm).

De acordo com as imagens de video estruturadas, observou-se que a
maior abundéancia de individuos de P. thermophilum ocorreu no Snake Pit,
onde foram avistados aproximadamente 261 individuos. No campo hidrotermal
Broken Spur apenas foram avistados 6 espécimes de P. thermophilum (Tabela
1), enquanto o sinafobranquideo Ilyophis saldanhai era o peixe mais
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abundante, especialmente na zona periférica das fontes activas. Em Logatchev
a abundancia do zoarcideo era intermédia entre os valores encontrados para

0S outros dois campos hidrotermais.

3.3. Comportamento

P. thermophilum encontravam-se normalmente iméveis em contacto
com o fundo. Quando em movimento apresentam um padrao de natacao
anguiliforme. Nos campos hidrotermais Snake Pit e Logatchev, encontravam-se

muito frequentemente nas bases de chaminés de fumos negros.

Tabela 1 — Sumario das observacdes feitas relativamente ao habitat e comportamento
de P. thermophilum.

Local Comportamento Locomocéo

Campo N° | Base de Flanco de Fundo Imobilizado | Nadando Barbatanas | Barbatanas | Corpo
Hidrotermal | Ind. | chaminé chaminé rochoso peitorais | anais/dorsais | todo

Logatchev 18

Snake Pit | £261

Broken
Spur

- Observado muito frquentemente
Observado ocasionalmente
N&o observado

3.4. Amostragem bioldgica

Os 11 exemplares de P. thermophilum capturados possuiam
comprimentos totais (CT) entre 219 e 350 mm (média 295 mm CT). A amostra
era composta por 8 fémeas e 3 machos que apresentavam o mesmo valor
médio de comprimento total (295 mm CT). No entanto, os 6 peixes que foram
amostrados tinham comprimentos mais homogéneos (minimo 267 mm, maximo

350 mm CT), embora o0 seu peso tenha variado entre 70,4 e 114,2 g (Tabela 2).
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Tabela 2 — Comprimento Total (mm), peso eviscerado (g) e sexo de P. thermophilum
estudados.

Peso Eviscerado

Espécime CT (mm) @) Sexo
LG 3666-1 319 F
LG 3667-1 290 F
SP 3672-1 219 F
SP 3672-2 260 M
SP 3672-3 329 F
SP 3673-1 291 97,7 F
SP 3673-2 350 95,7 F
SP 3673-3 312 114,2 M
SP 3673-4 292 65,6 F
SP 3673-5 312 70,4 M
SP 3674-1 267 73,4 F

A relacdo entre peso eviscerado e comprimento total, obtida para os 6
peixes, tem valor muito baixo de r (r? = 0,17), provavelmente devido ao niimero

reduzido de exemplares (Fig 8).

Peso vs. Comprimento total
y = 0,5996x + 252,33
R*=0,1689

400
‘c 350 .
E
~ . ¢
O 300 rem— S

.
250 ; .
60 80 100 120
P(9)

Figura 8 - Relagéo entre o peso eviscerado (P) em gramas (g) e o comprimento total
(CT) em milimetros (mm) em exemplares de P. thermophilum.

3.5. Morfometria e meristica

As medidas e os indices morfométricos obtidos para cada espécime
estdo apresentados na Tabela 3. Mesmo considerando que os individuos
estudados apresentam alguma diferenca relativamente ao comprimento total

(ca. 7 cm), verifica-se que os valores obtidos para os diferentes indices
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calculados tém uma variabilidade muito reduzida. No entanto, a variabilidade é
maior em relacdo aos indices que usam o comprimento da cabeca como

escala, em relagdo ao comprimento standard.

Tabela 3 — Medicbes e proporgdes de P. thermophilum.

Espécime
- Desv.
3673-1 3673-2 3673-3 3673-4 3673-5 3674-1 | Média P
(Cc"gp”memo standard | 557 350 307 288 306 265 | 3005 26,2
(CC"C”;p”me”to cabeca | 450 450 448 399 441 368 | 418 3,1
indices morfométricos em percentagem do comprimento standard
Comprimento da 13,9 12,9 14,6 13,9 14,4 13,9 13,9 0,6
cabeca
Largura da cabeca 7,3 6,1 8,6 6,8 6,9 7,5 7,2 0,7
Altura da cabeca 9,0 8,0 9,5 8,1 8,7 9,4 8,8 0,6
Comprimento
barbatana peitoral 97 7.0 9.8 8,9 7,9 91 8,7 1,0
Comprimento pre-
dorsal 20,5 19,3 22,5 21,4 21,6 22,7 21,3 1,2
Comprimento pre-anal 38,7 38,5 37,5 37,2 39,0 39,7 38,5 0,9
Altura do corpo (nivel
do anus) 11,3 9,0 11,6 9,8 9,2 11,5 10,4 11
comprimento fendas
branquiais 5.9 4,2 4,6 4,5 52 53 5,0 0,6
comprimento 1,4 - 1,6 1,5 1,1 0,7 1,2 0,3
barbatana caudal
indices morfométricos em percentagem do comprimento da cabeca
Largura da cabeca 52,3 47,8 58,7 48,9 48,1 53,8 51,6 3,9
Altura da cabega 64,8 62,2 65,0 58,6 60,5 67,7 63,1 3,0
Mandibula superior 27,0 28,9 35,9 25,6 33,8 24,7 29,3 4,2
Barbatana peitoral 69,5 54,4 67,4 64,4 55,1 55,4 61,1 6,2
Comprimento do 26,8 27,8 26,6 23,1 26,8 21,5 25,4 2,3
focinho
Diametro do ocular 17,0 12,9 12,9 13,3 12,9 16,0 14,2 1,7
Largurainterorbital 20,5 16,0 19,9 20,8 17,9 22,6 19,6 2,1
Comp. barbatana
pélvica 5,5 51 7,8 6,3 6,8 5,7 6,2 0,9

Os dados de meristica dos 6 espécimes de P. thermophilum estéo
sumarizados na Tabela 4. Um esquema dos poros do sistema lateral cefalico
contados pode ser observado na Figura 9. A contagem dos raios das
barbatanas impares nas radiografias (Fig. 10) mostrou-se eficaz, ao contrario
das tentativas feitas nos individuos preservados. A variabilidade observada foi

muito reduzida.
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Figura 9 — Esquema representativo da localizacdo dos poros do sistema lateral
cefalico de P. thermophilum.

Tabela 4 — Dados meristicos de P. thermophilum. * contagens feitas em radiografias. *
1° raio da barbatana dorsal inserido ao nivel da 72 vértebra.

Espécime
3673-1 3673-2 3673-3 3673-4 3673-5 3674-1 Média Desv. P.

Veértebras * 112 112 111 112 114 112 112,2 0,9
Raios barbatanadorsal ** 195 104 104 105 106 105 104,8 0,7
Raios barbatana anal * 86 85 85 86 87 86 85,8 0,7
Raios barbatana peitoral 18 17/18 18 18 18 18 18,0 0,0
Raios barbatana pélvica 2 2 2 2 2 2 2,0 0,0
Branquiespinhas 16 16 15 16 16 16 15,8 0,4
Arcos branquiostegais 6 6 6 6 6 6 6,0 0,0
Poros suborbitais 5 6 6 6 6 7 6,0 0,6
Poros postorbitais 2 2 2 2 2 2 2,0 0,0
Poros

preoperculomandibulares 8 8 8 7 8 8 7,8 0,4
Poros nasais 2 2 2 2 2 2 2,0 0,0
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Mon
Pan,

1674-

Figra 10 — Radiografias dos espécimes de P. thermophilum (3673-1/2/3/4/5
1) capturados no campo hidrotermal Snake Pit.

|
e 3674-

3.6. ldade

Os otolitos arredondados tém a face interna achatada e a parte externa
convexa. Em todos os otdlitos foi possivel observar bandas opacas alternadas
com bandas hialinas, sendo o anel de crescimento mais exterior opaco (Fig.
11).
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2,00 mm 2,00 mm

Figura 11 — Otdlitos do individuo 3673-4

Relativamente aos parametros, comprimento do otolito e comprimento
total, pdde verificar-se que ha uma relagéo (r* = 0,74) de proporcionalidade: isto
€, os individuos maiores possuem otolitos maiores, embora se tenha observado
qgue individuos com comprimentos totais semelhantes possuiam comprimentos

de otdlitos ligeiramente diferentes (Figura 12).

Comprimento Otélito vs. Comprimento Total y=0,0178x - 3,808
R® =0,7364

E [ ]

E 15 :

o)

O 10

0,5 -

0,0 T T T T T
240 260 280 300 320 340 360

CT (mm)

Figura 12 — Relagéo entre o comprimento dos otolitos (CO) em milimetros (mm) e o
comprimento total (mm) de P. thermophilum.

O numero de anéis de crescimento (opacos e hialinos), foi relacionado
com o comprimento total dos individuos (Fig. 13). Observou-se que 0s peixes
mais pequenos apresentavam menos anéis de crescimento (mais novos), e
que o0s peixes maiores tinham mais anéis (mais velhos). O valor de r (r*= 0,81),

indica que h&d uma boa relagéo entre estes dois parametros.
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y=15,071x+ 213,57

Idade vs. Comprimento total )
R“=0,81

360
340
320
300
280
260
240
220
200 T T T T

0 2 4 6 8 10

CT(mm)

Idade (anos)

Figura 13 - Relacdo entre a idade (anos) de cada individuo e o respectivo
comprimento total em milimetros (mm) de P. thermophilum.

3.7. Ecologia trofica

Nos conteudos estomacais e intestinais dos 10 dos espécimes
capturados estudados por M. Segonzac (IFREMER) foram identificados
camardes hidrotermais (i.e. R. exoculata), poliquetas ndo determinados e
varias espécies de moluscos hidrotermais (i.e. B. puteoserpentis;
Phymorynchus sp., Shinkailepas briandi) (ANEXO II).

O estdbmago do unico individuo que néo tinha sido previamente estudado
(3673-5) encontrava-se vazio. Nos intestinos foi possivel identificar um

individuo R. exoculata juvenil e um télson, provavelmente de C. chacei.

3.8. Concentracao de mercurio (Hg)

A concentracdo de Hg obtida no musculo e figado dos 6 exemplares de
P. thermophilum, estdo apresentadas na Tabela 5.

As andlises mostraram que a concentracdo de Hg no musculo € muito
variavel entre os individuos analisados. Em dois exemplares (3673-1; 3673-4),
os valores obtidos sdo muito elevados, enquanto que em 3673-2; 3673-3 e

3674-1 a ocorréncia deste metal foi apenas vestigial.
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Relativamente aos valores obtidos para o figado, verificou-se que esta

discrepancia na concentracdo de Hg ndo é tdo acentuada. No entanto, 0s

valores mais altos de Hg foram obtidos nos individuos 3673-1, 3673-4 e 3673-

5, exactamente os mesmos que tinham as maiores concentragdes de Hg no

musculo. Na maioria dos espécimes, a concentracdo de Hg foi superior no

musculo do que no figado (Tabela 5).

Tabela 5 — Comprimento total (mm), pesos (g), concentracdo (ug/g) de Hg em
musculo e figado de P. thermophilum.

Hg

Espécime CT (mm) Peso (g) Idade musculo Hg F
3673-1 291 97,7 6 1,60 0,76
3673-2 350 95,7 8 0,05 0,20
3673-3 292 114,2 7 0,07 0,05
3673-4 267 65,6 6 2,32 0,80
3673-5 312 70,4 6 0,55 0,25
3674-1 312 73,4 3 0,03 0,10

3.9. Biologia reprodutiva

A andlise microscopica dos cortes histologicos das gbénadas de P.

thremophilum permitiu-nos avaliar

encontravam os espécimes no momento em que foram capturados (Fig. 14).

em que estado de maturacdo se

Figura 14 — Fotografia de génada feminina de P. thermophilum (espécime 3666-1)

(ampliacdo 10x; escala - 1mm).

Neste estudo ndo foi possivel ter uma nocdo clara da organizacao

tridimensional dos ovarios, visto que o0 material se encontrava em mas
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condicdes de preservacdo. No entanto, foi possivel observar que todas as
fémeas se encontravam em estados de maturacdo avancados, em estado de
postura ou pré-postura, correspondendo ao estadio IV. Algumas fémeas,
tinham odcitos hidratados, formando uma matriz gelatinosa cor-de-rosa. O
corte histolégico da gonada do individuo 3673-2 mostra uma estrutura central
muito desenvolvida com dimensdes muito superiores as dos odcitos que
presumivelmente podera ser um embrido em desenvolvimento. A génada do

individuo 3672-3 também apresentava, aparentemente, inicio de

desenvolvimento embrionério (Fig. 15).

xg' =
Figura 15 — Fotografia de cortes histolégicos de génadas femininas. A‘-; gonada do
individuo 3673-2 (ampliacdo 10x; escala - 1mm). B - gonada do individuo 3672-3
(ampliagdo 7,11x ; escala: 1mm).

Em relacdo aos dois espécimes do sexo masculino, observou-se que 0s
testiculos se encontravam em fase de repouso, ou seja, no estadio I. No
entanto, o0 espécime 3673-3 apresentava inicio de actividade de
espermatogoénias, sendo possivel observar algumas destas células. Os tubos
seminiferos apresentavam algum espaco entre si. O limen dos mesmos nédo
continha esperma, tal como o espermoducto. No individuo 3673-5 nédo foi
visivel actividade de espermatogonias. Os testiculos apresentavam muito
espaco entre tubos seminiferos que nao continham esperma no seu limen. A

existéncia de esperma também néo foi confirmada no espermoducto (Fig. 16).
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| p— s

Figura 16 — Fotografias dos cortes histolégicos das gonadas masculinas de P.
thermophilum: A — espécime 3673-3; B — espécime 3673-5 (ampliacdo 10x; escala -
1mm).
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4. Discussao

4.1. Comportamento e ecologia

Em alguns campos hidrotermais encontraram-se elevadas densidades
de peixes predadores como P. thermophilum, sugerindo que a predacéo pode
ter impactos significativos nas comunidades bénticas hidrotermais (MICHELI et
al. 2002). As densidades de individuos de P. thermophilum sé puderam ser
estimadas quando era possivel visualizar os laser’'s de medigdo e quando eles
se encontravam no mesmo plano. Assim, nalguns casos em que o numero de
peixes por metro quadrado era visivelmente elevado, ndo foi possivel fazer
uma aproximacao da sua densidade. As densidades foram estimadas apenas
com base em imagens retiradas dos videos capturados no Snake Pit, 0 que
também esta relacionado com a abundancia deste peixe ser muito superior a
abundancia nos outros campos hidrotermais (Logatchev e Broken Spur). Muito
frequentemente os individuos ou grupos de individuos estavam iméveis sobre o
fundo, 0 que leva a questionar se este comportamento € normal ou se é
desencadeado pela presenca das luzes do submersivel. Se este
comportamento € normal, e como 0s conteldos estomacais revelaram que
estes peixes se alimentam principalmente de camardes R. exoculata e P.
ovatus, pensa-se que P. thermophilum ataca presas isoladas dos aglomerados.
Esta ideia é ainda sustentada no facto destes peixes ndo serem observados
perto dos aglomerados de camardes que se concentram preferencialmente no
topo das fontes hidrotermais. Estes peixes formam grupos de maiores
densidades nas proximidades das fontes hidrotermais, locais onde se

concentram as suas presas.

4.2. Amostragem bioldgica

Embora so tenham sido estudados 11 espécimes, a amostragem

biologica revelou que existe maior abundancia de fémeas (8) do que machos

3
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4.3. Morfometria e meristica

Os espécimes analisados sdo sem duavida pertencentes a espécie P.
thermophilum. A grande maioria das caracteristicas observadas anteriormente
para esta espécie, foram também verificadas neste estagio. Péde observar-se
gue todos o0s espécimes apresentavam boca grande e terminal, focinho
arredondado e olhos grandes, tal como tinha descrito GEISTDOERFER (1994). As
propor¢cdes em percentagem das medi¢cOes das diferentes partes do corpo
obtidas neste estudo, estdo em concordancia com a descricdo feita por
GEISTDOERFER (1994) e PARIN (1995). A média dos indices morfométricos de
cada individuo é muito semelhante ao indice morfométrico calculado por estes
autores. Por exemplo, a meédia dos indices morfométricos registados
relativamente ao comprimento standard para a cabeca foi de 13,9%,
comprimento pre-dorsal 21,3%, comprimento pre-anal 38,5%, barbatana
peitoral 8,7%, valores proximos dos valores registados por GEISTDOERFER
(1994), sendo de 13,7%, 23,1%, 44,3% e 7,4% respectivamente para as
mesmas partes do corpo.

GEISTDOERFER (1994), identificou 16 poros de cada lado, no sistema
lateral cefalico: 2 poros supra-orbitais (nasais), 6 sub-orbitais, 2 pds-orbitais e 6
pre operculomandibulares. Por sua vez, PARIN (1995), identificou 19 poros na
linha lateral cefalica: 2 nasais, 7 sub-orbitais, 2 pos-orbitais e 8 pre
operculomandibulares. Neste estudo foi possivel identificar no sistema lateral
cefélico 18 poros de cada lado: 2 poros nasais, 6 poros sub-orbitais, 2 poros
pos-orbitais e 8 pre-operculomandibulares. Assim, o numero de poros
identificados estava dentro dos limites definidos.

Neste trabalho, através das observacbes morfolégicas dos espécimes
capturados em Snake Pit pdde comprovar-se as diferencas morfolégicas entre
P. thermophilum e P. saldanhai. Biscoito & ALMEIDA (2004), descreveram P.
saldanhai capturados no campo hidrotermal Rainbow. P. thermophilum
apresenta apenas uma linha medio-lateral enquanto que, de acordo com
Biscoito & ALMEIDA (2004), P. saldanhai possui uma linha lateral com dois
ramos. Observou-se que estes exemplares de P. thermophilum tém menor
namero de vértebras do que P. saldanhai (111-114 vs. 117-123), menor

namero de raios na barbatana dorsal (104-106 vs. 108-115) e na barbatana
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anal (85-87 vs. 90-95). P. thermophilum apresenta uma menor relacéo
distancia interorbital/comprimento da cabeca (proporcédo relativamente a
cabeca: 7,2-8,9 vs. 10,8-17,5).

Relativamente a existéncia de linha lateral no P. thermophilum constata-
se que as opinides divergem entre os diferentes autores. No entanto, observou-
se neste trabalho que estes peixes apresentam uma linha médio-lateral dificil
de identificar.

De acordo com Biscoito et al. 2001, os restantes campos hidrotermais
situam-se 1100 Km a Sul do campo hidrotermal Rainbow, o que pode explicar
as diferencas morfolégicas entre P. saldanhai e a espécie descrita neste
trabalho (STEFANNI et al. 2007). No entanto seria necessario possuir mais
individuos do campo hidrotermal Rainbow para re-confirmar este assunto, tanto
do ponto de vista morfolégico como genético. Outro aspecto a considerar € que
as duas espécies, se de facto existirem, poderéo co-existir em Rainbow e que

0 exemplar estudado por STEFANNI et al, 2007 seja o P. thermophilum.

4.4. |ldade

A relacdo demonstrada nos resultados permitiu afirmar que quanto maior
€ 0 peixe, maior € 0 numero de anéis opacos e hialinos, ou seja, maior € a sua
idade. Notou-se assim que 0s peixes apresentavam crescimento regular ao
longo do tempo de vida. Embora o numero de individuos estudados seja muito
reduzido, a analise indica que se podera estimar a idade dos peixes com base
no seu comprimento total.

O facto de todos os otdlitos analisados apresentarem o anel de
crescimento mais exterior opaco, indica que a deposicdo dos anéis de
crescimento é sazonal, ja que os individuos foram apanhados todos na mesma
altura (Julho de 2001). A sua forma convexa dificultou a focagem aguando da
sua observacdo. Durante a pesquisa bibliografica, ndo foram encontrados
artigos sobre otolitos de peixes de hidrotermais. Este estudo, por serem
observados anéis de crescimento, indica que existe sazonalidade no mar

profundo.
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As comunidades do mar profundo sao influenciadas por “inputs”
sazonais de matéria organica a partir da superficie, o que significa maior
disponibilidade de alimento (RUHL & SMITH, 2004). Aqui pode estar a explicacéo
para a sazonalidade nos campos hidrotermais.

4.5. Concentracdo de mercurio (Hg)

O mercurio (Hg) é um metal pesado toxico com particular preocupacéo
como poluente nas cadeias troficas marinhas. E transportado no ambiente por
ar e agua, bem como por organismos bioldgicos através da cadeia alimentar,
sendo o unico metal que biomagnifica na mesma (SEIXAS et al. 2005; MARTINS
et al. 2006). As concentracdes nos tecidos dos organismos aquaticos aumenta
ao longo do tempo de vida, visto que o mercurio bioacumula (MONTEIRO et al.
1996). Os peixes de profundidade séo tendencialmente predadores de topo,
alimentando-se a niveis tréficos superiores. Assim, o potencial para
acumulacdo de metais, particularmente de mercurio, € mais elevado em
espécies de profundidade. O mercurio injectado pelos fluidos hidrotermais
tornam o ambiente circundante num local muito toxico para 0s organismos.
Sendo P. thermophilum um predador de topo na cadeia alimentar da
comunidade associada ao hidrotermalismo, os resultados esperados seriam
valores elevados de concentracfes de Hg, tanto no musculo como no figado,
devido ao facto dos predadores acumularem maiores concentracées de Hg nos
seus tecidos do que as presas (GEISTDOERFER 1994; MARTINS et al. 2006).

No estudo de concentracdes de mercurio, notou-se que 0S espécimes
gue apresentavam valores superiores de Hg, continham maior concentracao no
musculo do que no figado. De acordo com MARTINS et al. (2006), apesar do
figado apresentar um papel importante na desintoxicacdo de mercurio, este
metal pode ndo ser armazenado neste 6rgdo. O mercurio pode ser captado
pelos peixes, desintoxificado pelo figado e armazenado noutros tecidos. Além
disso, diferentes espécies de peixes podem apresentar diferentes taxas de
metabolismo e diferentes taxas de eliminacdo de metais. O tamanho do animal
também é reconhecido como um factor importante na determinagéo da taxa de

processos fisiolégicos que influenciam a captacéo, distribui¢cdo e eliminacédo de
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mercurio. Os niveis deste elemento nos peixes aumentam com o tamanho do
corpo. Desta forma, peixes maiores e mais velhos possuem geralmente
concentragfes mais elevadas do que em peixes mais pequenos e novos. No
entanto, neste grupo de espécimes de P. thermophilum, n&do foi encontrada
nenhuma relacdo entre as concentragfes de Hg e o tamanho corporal nem
com a idade. Como o numero de espécimes analisados foi muito reduzido,
apenas 6, sugere-se que novas colheitas e novas analises sejam feitas

futuramente, de modo a obter-se conclusdes mais fiaveis.

4.6. Biologia reprodutiva

O facto das gonadas terem sido submetidas a congelacdo e
descongelacédo, pode ter interferido na qualidade dos cortes histologicos
resultantes, pelo que ndo se conseguiu obter os desejados resultados. Para
além disso, o numero de génadas disponiveis eram apenas 11.

A nao observacéao de actividade de espermatogdnias numa das gonadas
masculinas analisadas (3673-5), pode estar relacionada com o mau estado de
conservacao das gonadas.

O facto de as fémeas se encontrarem em fase de postura, enquanto que
0s machos se encontravam em estado de repouso, pode ser um indicio de
fecundacdo interna. No entanto nao foi identificado nenhum o6rgdo nos
espécimes machos que evidenciasse tal facto.

Para este trabalho sugeriu-se uma medicdo dos odcitos, para avaliar se
existiam entre eles diferentes tamanhos, que pudessem indicar que o periodo
de reproducdo fosse mais ou menos alargado (GEISTDOERFER 1994). No
entanto, tais medi¢cdes nao foram efectuadas devido ao facto do nucleo nédo ser
observado, e também porque os cortes podem ter segmentado os odécitos a
diferentes niveis. De qualquer forma, na maioria dos ovarios observaram-se
tamanhos homogéneos nos odcitos contidos, a excepcao de dois individuos
gue apresentavam estruturas com dimensdes muito superiores as dos o0citos,
gue presumivelmente poderédo ser embrides em desenvolvimento.

Deveriam ter sido feitos varios cortes transversais, de modo a conseguir

ver-se o desenvolvimento das génadas nas suas varias sec¢oes.
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5. Conclusodes

Neste trabalho concluiu-se que o peixe estudado, pertencente a espécie
P. thermophilum, vive préximo de chaminés de fumos negros, num
ecossistema com fauna hidrotermal bastante variada. Este zoarcideos,
normalmente imoveis em contacto com o fundo, formam grupos, por vezes de
grandes densidades, e nunca sdo encontrados em areas afastadas das fontes
hidrotermais, o que justifica uma clara dependéncia trofica destes locais.
Constatou-se que a abundancia deste peixe € muito superior no campo
hidrotermal Snake Pit do que no Logatchev e Broken Spur.

Embora o nimero de individuos estudados fosse pequeno, pode-se
concluir que é possivel estimar a idade destes peixes através do seu
comprimento.

O facto de alguns individuos de P. thermophilum terem elevadas
concentracbes de Hg nos seus tecidos, enquanto outros apresentam
concentracfes vestigiais, leva a considerar-se que sejam realizadas novas
investigacOes em relacao a este aspecto.

Sugere-se que futuramente sejam efectuadas novas pesquisas e se
possivel com um namero superior de individuos, para confirmar os aspectos
relacionados com a biologia e ecologia desta espécie. A sua biologia

reprodutiva necessita futura confirmacéo.
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ANEXOS
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ANEXO |

Figura 17 — Fotografias dos otdlitos analisados (escala 2mm excepto para o
otdlito do individuo 3674-1: 0,5mm)
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ANEXO I

Tabela 6 — Contetidos estomacais e intestinais de P. thermophilum analisados pelo

Doutor Michel Segonzac a bordo do NI
DIVERSEXxpedition.

Atlantis durante a expedicdo

Espécime Contelido estomacal Conteldo intestinal
- Carapaca partida de B. puteoserpentis
(13 mm)
- Peca de parte mole de Phymorhynchus
(1 cm)
3666-1 - 3 polychaeta da mesma espécie(1,1 e 2
cm)
- 1 camaréo (2 cm), antena (2 cm)
- 1 gastrépode Shinkailepas briandi (1
mm)
- 1 concha branca (limpet)
- 1 peca de Phymorhynchus
- 27 Phymorhynchus spp.
3667-1 - 2 partes moles de Phymorhynchus - 1 neméatode
- 1 capsula com ovos
- 3 Phymorhynchus
- 1 Phymorhynchus
- 1 peca de polychaeta
36721 - 2 R. exoculata juvenis
- 1 peca de R. exoculata juvenil (?)
- 1 peca de Phymorhynchus (?)
- 4 tremétodes
- 4 R. exoculata
3672-2 - 1 polychaeta ] ] - 1 camaréo nao identificavel
- 2 R. exoculata (?) juvenis
- 3 cefalotorax de camardes ndo
identificaveis
- 2 pecas de mexilhdes
- 2 polychaetas e fezes de polychaeta
3672-3 - 4 R. exoculata juvenis
- 3 camardes em mas condicdes,
provavelmente R. exoculata juvenis
- 32 R. exoculata juvenis (metade em boa )
3672-4 - 1 R. exoculata em ma condigdo

condigéo)
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ANEXO IlI

Protocolo do liofilizador

Antes de ligar o sistema verificou-se o nivel de alcool absoluto na cuba
de refrigeracdo, onde foi colocado o copo de vidro, bem como o nivel de éleo
na bomba.

A bomba foi ligada meia hora depois de ter sido ligado o refrigerador,
com o sistema de vacuo desligado (com algumas torneiras do vaso de vacuo
abertas).

Verificou-se se o copo de vidro estava frio mas sem gelo. Colocou-se 0
copo de vidro dentro do sistema de refrigeracdo. Introduziu-se a tampa de
esferovite, com cuidado, através dos tubos de vidro do copo.

Encaixaram-se as pecas de ligacdo aos tubos plasticos que estao
ligados & bomba e ao vaso de vacuo, pela seguinte ordem: Primeiro colocou-
se, dentro da rosca preta, a peca metalica com a zona dentada para fora,
depois a peca plastica preta e por ultimo o O-ring. Enroscou-se o tubo de
ligacdo da bomba ao encaixe central do copo de vidro. Enroscou-se o tubo de
ligacdo do vaso de vacuo ao encaixe lateral do copo de vidro. As amostras
congeladas foram colocadas (dentro de frascos tapados com “parafilm”
perfurado) no vaso de vacuo que foi tapado de seguida com a tampa de vidro.

As torneiras do vaso de vacuo foram fechadas, e a tampa de vidro foi
reajustada de modo a que nao existissem “fugas” de vacuo.

As amostras foram mantidas a liofilizar durante cerca de 24 horas. Ao
fim desse periodo de tempo desligou-se a bomba e o sistema de refrigeracéao.
Abriram-se as torneiras do vaso de vacuo, e retiraram-se as amostras
verificando se estavam completamente liofilizadas. As amostras foram
colocadas num excicador para prevenir a entrada de humidade nos frascos.

Deixou-se o sistema de refrigeracao atingir a temperatura ambiente e
retirou-se o copo de vidro e verteu-se a agua resultante da liofilizacao.

Figura 18 — Liofilizador SAVANT (refrigerador — RVT 400)(bomba — VLP 120).
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ANEXO IV

Preparacdo dos reagentes para analise de mercurio

Inicialmente preparou-se 1,5 litros de solugdo de Permanganato de
potadssio (KMnO,;) a 6%, pesando-se 90g deste reagente numa balanca
electrénica. Foi utilizado um baldo de vidro com fundo plano e um agitador
electromagnético, a aproximadamente 60°C, para a dissolu¢do do KMnO,.

Foi adoptado o mesmo método para a preparacdo de Hidroxilamina a
20%, adicionando 300ml de agua a 60g deste reagente. A dissolussao foi feita
agitando o bal&do de Erlenmeyer.

Prepararam-se 100ml de solucdo de Cloreto de Estanho (SnCly).
Pesaram-se 10 gramas de SnCl, as quais se adicionaram 20ml de Acido
Cloridrico (HCI) e 80 ml da &gua tipo Il (duplamente destilada). Adicionou-se
uma folha de estanho a solucdo. A solucéo foi aquecida até atingir o ponto de
ebulicdo numa placa de aquecimento e deixou-se arrefecer a temperatura
ambiente.

Determinacdo da concentracdo de mercurio por Espectrofotometria de
Absorcdo Atdmica Sem Chama

1 - Liofilizaram-se as amostras;

2 — Trituraram-se as amostras de musculo e de figado num almofariz;

3 — Pesaram-se cerca de 0,100g de amostra liofilizada em frascos de vidro
préviamente tarados;

4 — A cada frasco adicionou-se 10ml de acido sulfarico com um pipetador;

5 — Colocaram-se o0s frascos com as amostras de musculo em banho-maria a
70°C durante uma hora, agitando de 15 em 15 minutos. As amostras de figado
foram mantidas no banho a 70°C durante 6 horas, agitando de 30 em 30
minutos. Apos este periodo, arrefeceram-se as amostras a temperatura
ambiente.

6 — Adicionou-se 50ml de permanganato de potassio (6%) a cada frasco.

7 — As amostras de figado foram repostas no banho durante mais duas horas.

8 — Adicionou-se a cada amostra 15ml de cloreto de hidroxilamina (20%) e
agitou-se até a solucdao ficar incolor.

9 - Adicionou-se 50ml de agua destilada (Tipo Il — bidestilada);

10 - Antes de proceder a andlise da concentracdo de Hg, adicionou-se 2,5 ml
de cloreto estanhoso a cada frasco

11 — O analisador de mercurio possui um sistema de circulacéo fechada de ar.
O arejador foi introduzido em cada frasco com a solucao final do passo anterior
(10). O vapor de mercurio contido no frasco é transportado para a célula de
absorcao do analisador.
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Figura 20 — Amostras em banho-maria a 70°C.
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ANEXO V

Processo de histologia das gonadas

1 — retirou-se um segmento de cada gonada. Os fragmentos etiquetados foram
colocados em pequenas caixas perfuradas e embebidos em &lcool a 70°.
2 — Colocaram-se os fragmentos no processador de tecidos:

- Alcool a 70° - 24 horas;

- Alcool a 95° - 2 horas;

- Alcool a 100° - 1 hora;

- Alcool a 100° - 1 hora;

- Xilol.............. - 1 hora;

- Xilol.............. - 1 hora;

- Parafina mole (46° - 48°) até ao dia seguinte;
- Parafina dura (56° - 58°) durante 1 hora.

3 — ApOs o processamento, retiraram-se os tecidos que foram colocados na
estufa a 60° até se iniciar a fase seguinte.

4 — Colocaram-se as porc¢des de cada gonada em formas de metal juntamente
com a etiqueta. Encheu-se completamente cada forma com parafina nova.

5 — Solidificaram-se os blocos de parafina resultantes, primeiro a temperatura
ambiente e depois em cima de uma placa de gelo.

6 — Os blocos foram desenformados e posteriormente congelados até serem
cortados.

7 — Efectuaram-se os cortes.

8 — As ténias foram estendidas primeiro em agua fria, depois em agua quente,
antes de serem recolhidas na lamina.

9 — Colocaram-se as laminas na estufa a 60°C durante 20 minutos, antes de
serem desparafinadas em xilol durante 20 minutos, em caixas-suporte de vidro.
10 — Procedeu-se a coloracao dos cortes histologicos:

- Alcool a 100° - 1 min.

- Alcool a 95° - 1 min.

- Alcool a 70° - 1 min.

- Agua destilada — 2 vezes — 1 min. Cada

- Hematoxilina de Harris — 5 a 15 min.

- Lavagem em agua da torneira (ou Hcl a 1%)
- Agua quente da torneira até azular

- Agua destilada duas vezes — 1 min. Cada
- Alcool a 70° - 1 min.

- Alcool a 95° - 1 min.

- Eosina (a 1% em éalcool a 95%) — 5 min.

- Alcool 95°, rapidamente, duas vezes

- Alcool a 100° duas vezes

- Xilol duas vezes

11 — Finalmente as preparac¢fes foram montadas com DPX.
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Figura 22 - microtome Leica RM 2035.

Figura 23 — material e reagentes utilizados no processo de coloragéo das preparacdes
das gonadas.
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ANEXO VI

Figura 25 — Génada feminina do individuo 3672-1 (ampliagdo 10x ; escala: 1mm).

Figura 27 — Génada feminina do individuo 3673-4 (ampliagdo 10x — escala: 1mm).
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Figura 29 — Génada masculina do individuo 3672-2 (ampliagcdo 10x — escala:1mm).
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