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RESUMO

Mussismilia harttii € uma espécie endémica e o principal coral construtor de recife
no Nordeste de Brasil. Atualmente esta classificada “Em Perigo” na lista vermelha
brasileira. Portanto, € importante priorizar os trabalhos de restauracdo com a espécie.
Com base neste cenario, (1) foi avaliada a viabilidade do cultivo in situ de M. harttii
utilizando duas versdes de um dispositivo de cultivo (berco) criado com tecnologia de
impressédo 3D e (2) foi avaliado o nimero de nubbins que podem ser obtidos de um
pélipo doador. Foram realizados dois experimentos, cada um com N=10 por
tratamento, seguindo as restricbes do ICMBIio. No experimento 1, duas versfées do
berco foram impressas em acido polilatico (polimero biodegradavel); a primeira com
uma superficie de fixacao lisa, e a segunda com colunas nas bordas. No experimento
2, foram realizados trés tratamentos: (1) o pdlipo inteiro, (2) polipos divididos pela
metade e (3) pdlipos divididos em trés nubbins (réplicas geneticamente iguais). Os
nubbins foram fixas nos bercos, pesadas e inseridas na base de ancoragem fixa sobre
uma mesa de cultivo. Por ultimo, foi realizado uma analise de custo do bercario. Apés
150 dias de cultivo, foi demostrado que o berco impresso em 3D é eficaz como
substrato para o crescimento dos nubbins de Mussismilia harttii. Foi observado um
ganho de peso maior ao 100% para os nubbins cultivados em ambos bercos. Taxas
especificas de crescimento (TEC) e sobrevivéncia (100%) foram similares em ambos
os tratamentos. No experimento 2, foi obtido um ganho de peso de 82%, 92% e 106%
respectivamente. Uma taxa de sobrevivéncia de 80% nos tratamentos 1 e 2 e 70% no
tratamento 3. Os custos mensais de produ¢ao de nubbins variaram entre 0,60 USD e
1,88 USD, destacando uma reducéo de custos ao aumentar a producéo e tempo de
cultivo. O uso de impresséo 3D permite o desenho de estruturas mais leves e de baixo
custo, assim como o uso de materiais biodegradaveis. Os resultados de crescimento
sdo encorajadores, e 0s polipos estressados foram recuperados com sucesso has
mesas de cultivo mesmo quando fragmentados em 3 partes. Além disso, as altas taxas
de crescimento registradas e sobrevivéncia, confirmam que o cultivo de corais com
tecnologia 3D pode melhorar o desempenho da produc¢éo de nubbins de M. harttii em

programas de restauracao recifal.

Palavras-chave: cultivo de coral; restauracao; fragmentacéo; nubbins



ABSTRACT

Mussismilia harttii is an endemic species and the main reef-forming coral in the
Northeast of Brazil. It is currently classified as endangered in the Brazilian red list.
Thus, it is important to prioritize restoration work with the species. Based on this
scenario, was (1) evaluated the viability of in situ cultivation of M. harttii using two
versions of a culture device (crib), created with 3D-printing technology, and (2)
assessed the number of nubbins that can be obtained from a donor polyp. Two
experiments were conducted, each with an N=10 per treatment; following ICMBio
restrictions. In experiment 1, two versions of the crib were printed on polylactic acid
(biodegradable polymer); the first with a flat attachment surface, and the second with
columns on the edges. In experiment 2, three treatments were performed: (1) using
the whole polyp, (2) halved polyps, and (3) polyps divided into three nubbins
(genetically equal replicates). The nubbins were fixed on the cribs, weighed, and
inserted into the anchor base fixed on the culture table. Last, a cost analysis of the
nursery was performed. After 150 days of cultivation, it was demonstrated that the 3D-
printed crib was effective as a substratum for the growth of Mussismilia harttii nubbins.
Higher weight gains at 100% was observed for nubbins grown in both cribs. Specific
growth rates (SGR) and survival rates (100%) were similar in both treatments. In
experiment 2, was obtained a weight gain of 82%, 92%, and 106% for each treatment.
Survival rates of 80% in treatments 1 and 2 and 70% in treatment 3. The monthly costs
of nubbin production varied between 0.60 USD and 1.88 USD, highlighting a cost
reduction by increasing production and cultivation time. The use of 3D printing
technology allows the design of lightweight, easy-to-handle, low-cost production
structures, as well as the use of biodegradable materials. The growth results are
encouraging, and the stressed polyps were successfully recovered in the culture tables
even when fragmented in 3 parts. Furthermore, the high-growth rates and survival
recorded confirm that coral culture with 3D technology can improve the performance

of M. harttii nubbin in reef restoration programs.

Keywords: coral cultivation; restoration; fragmentation; nubbins.
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1. INTRODUCAO

Os recifes de corais sdo ecossistemas de grande complexidade e um dos mais
ricos em biodiversidade do planeta (HOEGH-GULDBERG, O., MUMBY, P. J.,,
HOOTEN, A. J., STENECK, R. S., GREENFIELD, P., GOMEZ; & HATZIOLOS, 2007),
eles cobrem uma éarea de apenas 0,17% dos oceanos e albergam 25% da vida
marinha (NYBAKKEN, J., 2001). Sdo encontrados em areas tropicais e subtropicais,
onde as condi¢cbes ambientais permitem seu desenvolvimento (SPALDING et al.,
2001). Fornecem importantes servicos ecossistémicos (HUGHES, 2017); e ao mesmo
tempo, protegem o litoral de tempestades e erosdao (MOBERG; FOLKE, 1999).

Os unicos recifes de coral do Atlantico Sul se encontram no Brasil (CASTRO;
PIRES, 2001; LABOREL-DEGUEN et al., 1970). Esses ecossistemas se distribuem
desde a foz do rio Amazonas até o litoral de Santa Catarina e estdo isolados dos
recifes do Caribe devido a circulacdo oceénica e a influéncia do rio que atuam como
barreira biogeogréafica produzindo alto indice de endemismo e baixa biodiversidade
(ROCHA, 2003).

No entanto, suas populacdes estdo em declinio devido ao aumento das
perturbacdes antrépicas e as mudancas climéticas globais (HOEGH-GULDBERG,
2011). Estes recifes tém sido expostos a uma intensa pressao antropogénica, com
sobreposicdo de eventos, incluindo pesca excessiva, poluicdo e sedimentacao
costeira devido ao desenvolvimento urbano (BARRADAS et al., 2010). Adicionado a
isso, os recifes do nordeste foram recentemente afetados pelo derramamento de
petroleo de 2019 (CERQUEIRA et al., 2020; LOURENCO et al., 2020) e pela onda de
calor recorde de 2019-2020 que desencadeou o primeiro evento de branqueamento
massivo de corais da regido (DUARTE et al., 2020).

Para mitigar alguns desses problemas tem sido sugerido a restauracdo dos
recifes de corais (RINKEVICH, Baruch, 2014, 2020; SHAVER; BURKEPILE;
SILLIMAN, 2018), pois as estratégias tradicionais de conservacao ndo sao suficientes
para mitigar o impacto acelerado das mudancas climaticas (RINKEVICH, Baruch,
2020; SHAISH et al., 2008). Nesta area, a jardinagem de corais (RINKEVICH, Baruch,
1995) é uma das metodologias mais eficazes e amplamente utilizadas com varias
espécies em todo 0 mundo (BOSTRO"M-EINARSSON, L BABCOCK/ RC et al., 2020;
LEVY et al., 2010; MBIJE; SPANIER; RINKEVICH, 2010; TORTOLERO-LANGARICA

et al., 2019). Essa técnica tem duas etapas: cultivo de fragmentos de coral em
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bercarios protegidos para eles aumentar seu tamanho ou numero de ramas (segundo
a espécies); e transplante para areas degradadas do recife (EPSTEIN; RINKEVICH,
2001; MBIJE; SPANIER; RINKEVICH, 2010).

Para a etapa de bercario, um dos maiores desafios estd na escolha adequada
do dispositivo de cultivo. A impressao 3D pode ajudar a elevar a taxa de sucesso
nessa etapa. Atualmente, o uso da tecnologia 3D estd sendo implementado na
pesquisa oceanografica. Diferentes aplicacbes como monitoramento ecoldgico do
fundo do mar; estudos de biomecanica, hidrodindmica, locomo¢ao de organismos
marinhos; e a restituicdo de recifes de coral degradados tem sido tratada por meio
dessa tecnologia (MOHAMMED, 2016). No entanto, ainda néo foi testado como base
de fixacdo para os nubbins nos cultivos de corais em fase de bercario.

E importante a implementacdo de cultivos para a recuperacdo de colonias
nativas do Brasil. Uma das espécies mais importantes para a construcdo de recifes
brasileiros é Mussismilia harttii (PIRES; CASTRO; RATTO, 1999). Esta espécie ja foi
a mais abundante nas costas do nordeste e se caracteriza por apresentar menor
susceptibilidade ao branqueamento (CASTRO; PIRES, 2001). Ndo obstante, suas
populacdes foram reduzidas em 50% nas Ultimas 3 décadas. Motivo pelo qual, o
presente trabalho procura desenvolver ferramentas biotecnoldgicas que subsidiem o

manejo do coral Mussismilia harttii em cultivos de corais in situ.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Os recifes de corais

Os recifes de corais sdo estruturas biolégicas calcarias de &guas tropicais e
subtropicais rasas que conferem habitat a uma grande diversidade de organismos
(KARLSON, 1999). Estes ecossistemas representam 0,17% da superficie total do
planeta sendo considerados um dos ambientes marinhos mais produtivos
(NYBAKKEN, 2001). A unidade basica de um recife sdo os corais. Eles sdo animais
bentdnicos sésseis do Phylum Cnidaria, classe Anthozoa. A grande maioria dos corais
formam colbnias com polipos pequenos, de diametros entre 1 e 3 mm; mas, existem
algumas espécies de corais solitarios cujos poélipos ndo excedem os 50 cm de
diametro (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005)

Os polipos se assemelham a uma flor com seu pedunculo. O peddnculo é uma
coluna cilindrica alongada que surge de um disco pedal aboral; e na extremidade
oposta esta localizado um disco oral bordeado por uma fileira de tentaculos que usam
para se alimentar, para a defesa e para remover detritos (RUPPERT; FOX; BARNES,
2005) (Figura 1).

Figura 1- Representacé@o esqueméatica de um pdlipo de cnidario. Sinalizando o disco pedal, a

coluna, o manubrio (extremidade oposta da coluna), e os tenticulos.

Coluna

-Disco pedal

Fonte: (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005)
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Estes organismos produzem um exoesqueleto de carbonato de célcio, em forma
de aragonita, secretado pela epiderme da parte mais basal da coluna (RAVEN et al.,
2005). Este processo gera um esqueleto em forma de taca, chamado coralito, onde
habita o pdlipo (Figura 2). As paredes do coralito € a teca, e 0 piso € a placa basal.
Enquanto a coldnia de coral esté viva, o carbonato de calcio € depositado abaixo dos
tecidos; produzindo uma nova placa basal acima da antiga e criando uma camara no
esqueleto, aumentando assim o tamanho do esqueleto e elevando o coral (RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005). Os corais da ordem Scleractinia séo os principais construtores
dos depdsitos de carbonato de calcio que compdem os recifes de corais (NYBAKKEN,
2001).

Figura 2- Anatomia de um coral pétreo. Corte longitudinal de um coral colonial, apresentando

as partes do esqueleto, e anatomia basica do polipo.

\c N
__—Septo

,Esclerossepto

Parede do corpe
— M — Celbntero

s e ‘ﬂ/{élﬂjﬂum~ .| T Parcde do corpo
o B pﬁﬂmm [ Tibula

- HPORIERES. -

N

Cenosteo  Coralito

1
&)
]|
LA |

|

-1

I

V
Coralo

Fonte: (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005)

Para o desenvolvimento dos corais, sd0 necessarias certas condicOes
ambientais, como: temperatura média da agua entre 23 e 29 °C, embora algumas
espécies possam se desenvolver a partir de 18 °C e outras tolerar altas temperaturas
por curtos periodos; salinidade entre 32 e 35 ppm; pH préximo a 8,2; e disponibilidade
de luz para a atividade fotossintética das zooxantelas que possuem em seus tecidos
(GLYNN; STEWART, 1973).
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As zooxantelas fixam diéxido de carbono (CO2) através da fotossintese e
disponibilizam nutrientes ao coral (HOEGH-GULDBERG, 1999). A associacdo
mutualista que o0s corais tém com as zooxantelas limita algumas espécies a
aproximadamente 50 m de profundidade (BAKER; WEBER, 1975), enquanto outras
espécies possuem uma fisiologia fotossintética especializada que lhes permite
prosperar em regimes de baixa luminosidade e habitar zonas de maior profundidade,
até 165 m (KAHNG et al., 2008).

Os corais escleractinianos, também conhecidos como corais pétreos ou
verdadeiros constituem o maior taxon nos antozoarios, com cerca de 3600 espécies
(RUPPERT, et al., 2005). O oceano Indo-Pacifico apresenta 85% dessas espécies de
coral. Enquanto, no Atlantico existem aproximadamente 84 espécies reportadas,

principalmente no Caribe com um aproximado de 60 espécies (DE LIMA, 2017)

2.2.Recifes de corais do Brasil

O padréo de circulacdo oceanica entre o Brasil e a Africa transforma os recifes
do Brasil no Unico ecossistema de recifes de coral do Atlantico Sul (CASTRO; PIRES,
2001; LABOREL-DEGUEN et al., 1970). Estes ecossistemas estdo isolados dos
recifes do Caribe devido a influéncia da agua do rio Amazona e Orinoco como barreira
biogeografica que gera alta sedimentacdo e causa alto endemismo (ROCHA, 2003).
No entanto, a alta turbidez gerada pela sedimentagao potencialmente pode reduzir a
irradiancia solar (CACCIAPAGLIA; VAN WOESIK, 2015; DUARTE et al., 2020)
permitindo amortecer o aumento da temperatura do mar (TEIXEIRA et al., 2019). Por
isso, os corais do Atlantico Sul foram apontados como reflugios do agquecimento global
sendo menos susceptiveis ao branqueamento (DUARTE et al., 2020)

Estes ecossistemas estendem-se ao longo de 3000 km da costa brasileira
(LEAO, Z. et al., 2016) desde a foz do rio Amazonas (CORDEIRO et al., 2015) até o
litoral de Santa Catarina (Figura 3) (CASTRO; ZILBERBERG, 2016) Com as maiores
comunidades registradas no Parque Estadual Marinho do Parcel de Manuel Luis,
estado do Maranh&o, até Arraial do Cabo, estado Rio de Janeiro, e incluindo os
arquipélagos oceanico Atol das Rocas e Fernando Noronha (CASTRO; PIRES, 2001,
LEAO, Z. M. A. N.; KIKUCHI; TESTA, 2003). Apesar da vasta extensdo dos recifes
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brasileiros, as comunidades de coral ndo formam recifes verdadeiros, pois, as areas

recifais sdo estreitas e a diversidade coralina e baixa (CASTRO; PIRES, 2001).

Figura 3 - Distribuic&o de recifes de corais no Brasil.

Recifes de Coral do Brasil

Fonte: (ELLIFF, 2014)

Até 2016 foram registradas 23 espécies de corais escleractinianos, dos quais
16 sdo zooxantelados, sendo cinco espécies endémicas; e cinco hidrocorais, dos
quais 3 espécies sdo endémicas (LEAO, Z. et al., 2016; LEAO, Z. M. A. N.; KIKUCHI;
OLIVEIRA, 2018) Estas espécies estdo adaptadas as condi¢cdes extremas das costas
brasileiras (LEAO, Z. M. A. N.; KIKUCHI, 2005). N&o obstante, as formacdes de recifes
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do Atlantico sudoeste e sua distribuicdo ainda estdo sendo estudadas, portanto se
seguem descobrindo novos recifes e caracterizando suas populacées (GRILLO et al.,
2021).

2.3.Recifes do Nordeste do Brasil

Os recifes de coral nordestinos, estendem-se do Cabo de S&o Roque (Rio
Grande do Norte) até ao foz do rio Sdo Francisco (Alagoas), frente aos estados de Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e Alagoas (LEAO, Z. et al., 2016; LEAO, Z.
M. A. N.; KIKUCHI; TESTA, 2003). Numa area com cerca de 600 km de comprimento
(CASTRO; PIRES, 2001). Esses ambientes apresentam alta sedimentacao e turbidez,
e os recifes estdo entre os mais ameacados por impactos antropicos pelas
proximidades que tem a costa (LEAO, Z. M. A. N.; KIKUCHI; TESTA, 2003).

Esses recifes proximos das costas apresentam um topo emergente formado
principalmente por algas coralinas, zoantideos, Siderastrea stellata e Favia gravida.
No infralitoral predominam as colénias de Millepora alcicornis, zona média Mussismilia
harttii e na zona inferior Montastraea cavernosa. Sendo M. harttii uma das espécies
mais abundantes das costas nordestinas (CASTRO; PIRES, 2001)

2.4.Mussismilia harttii, Verrill (1868)

O género endémico Mussismilia (Ortmann, 1890) pertencente a familia Mussidae
e se compde de quatro espécies: M. hispida (Verrill, 1902), M. braziliensis (Verrill,
1868), M. leptophylla (Verrill, 1868) e M. harttii (Verrill, 1868). A espécie M. hispida
apresenta uma ampla distribuicdo ao longo da costa brasileira (PICCIANI, 2013).
Enquanto as outras trés espécies possuem distribuicéo restrita ao nordeste do Brasil
(CASTRO; PIRES, 2001; PICCIANI, 2013), sendo M. braziliensis e M. leptophylla
endémicas da Bahia (LEAO, Z. et al., 2010).

Mussismilia harttii € uma das principais construtoras de recife do Brasil (PIRES;
CASTRO; RATTO, 1999). Esta espécie ja foi a mais abundante nas costas do
nordeste brasileiro (CASTRO; PIRES, 2001). Suas populacdes se distribuem nos
estados de Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia
e Espirito Santo (Figura 4) (ICMBIO/MMA, 2018).
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Figura 4 -Distribui¢cdo de Mussismilia harttii no Brasil.
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Fonte: (ICMBIO/MMA, 2018)

A espécie se caracteriza por apresentar uma forma colonial faceléide (BUDD, A.
N. N. F. etal., 2012; ICMBIO/MMA, 2018), com coralitos em grupos dicotdmicos cujos
célices estdo separados uns dos outros, mas sem formar ramos (LEAO, Z. M. A. N.;
KIKUCHI; TESTA, 2003). Os célices séo de grande tamanho, com didmetros entre 12
— 30 mm (BUDD, A. N. N. F. et al., 2012; LEAO, Z. M. A. N.; KIKUCHI; TESTA, 2003).
Apresenta trés morfologias diferentes: forma laxa, com célices bem separados,
comum em ambientes com &aguas calmas; a confertifélia, com calices pouco
separados, assemelha-se a M. hispida; e a intermédia que inclui as formas que nao
apresenta caracteristicas das outras duas variantes (Figura 5) (LEAO, Z. M. A. N.;
KIKUCHI; TESTA, 2003).
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Figura 5 - Representacdo das trés morfologias da espécie M. harttii. Forma confertifélia

(a). Forma intermédia (b). Forma laxa (c).

Fonte: (ICMBIO/MMA, 2018)

A espécie é hermafrodita com ciclo reprodutivo anual e fecundacéo externa.
Podendo-se reproduzir também por fragmentacao (PIRES; CASTRO; RATTO, 1999).
E resistente a moderada turbidez e ocorre, geralmente em aguas rasas de 2 a 6 m,
podendo ser encontradas em aguas mais profundas (entre 15 a 30 m) e raramente
em profundidade de até 80 m (DE LIMA, 2017). A tendéncia das populacbes da
espécie é diminuir, nos ultimos 30 anos se ha perdido 50% das populacdes, razédo

pela qual esta listada como em perigo de extincdo (ICMBIO/MMA, 2018).

2.5.Ameacgas aos recifes de coral
Os recifes de coral enfrentam numerosas ameacas, tanto naturais como
antropicas, a escalas globais e/ou locais podem gerar mudancas nas condi¢cfes
fisicas, quimicas e biol6gicas da agua afetando a condicdo de saude desses
ecossistemas (MCCLANAHAN, 2002). Os recifes sdo continuamente afetados por
distarbios naturais, e estas moldam as comunidades em que se desenvolvem. Em
geral, recifes se recuperam dessas tensfes naturais, desde que estes ndo sejam

particularmente severas nem frequentes (WILKINSON, 1999).

Entre as ameacas naturais que afetam os recifes de corais podemos
mencionar:
1. Perturbacdes geoldgicas que geram mudancas climaticas em escalas de tempo
geoldgico, como a ultima glaciagdo que levou a extingdo massiva de corais
devido a uma série de eventos que atuarem em sinergia como: mudancas do

nivel do mar, baixas e altas temperaturas e as causas ligadas ao ciclo do
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carbono como chuva acida, sulfeto de hidrogénio, oxigénio e anoxia, metano,
diéxido de carbono, diminuicdo de pH (VERON, 2008).

. Tormentas e outros disturbios climaticos, sendo fatores determinantes na
estruturacdo dos recifes (WILKINSON, 1999).

Inundacdo por agua doce que podem afetar os recifes que estdo perto de
massas de terra, seja pelo arrastre de sedimentos ou reducao prolongada da
salinidade durante eventos climaticos extremos (WILKINSON, 1999).

. Exposicao durante as marés baixas por periodos prolongados que deixa os
corais de aguas rasas expostos danificando o organismo. A quantidade de
danos depende da hora do dia e das condi¢des climaticas. Os corais expostos
durante o dia sdo submetidos a radiacdo mais ultravioleta, que pode
superaquecer e secar 0s tecidos dos corais, ficando fisiologicamente
estressados, o0 que leva a expelir as zooxantelas causando o branqueamento
e, em muitos casos, a morte (WILKINSON, 1999).

. Surtos de predadores e doencgas. A presenca de predadores pode devastar
recifes inteiros nos casos que as populacdes de predadores se tornem muito
altas, podendo acontecer por variacdes nas condicfes climaticas locais num
periodo prolongado (WILKINSON, 1999). Somado a isso, a presenca de
doencas e predadores pode ocorrer como evento natural, ou pode ser iniciada
ou acentuadas por fatores antropogénicos (GOLDBERG; WILKINSON, 2004;
WILKINSON, 1999). O impacto que podem gerar as enfermidades depende
das condi¢cbes ambientais, taxas de infecédo, tempo de exposi¢céo, tamanho da
colénia e condicao de saude que apresentava ao momento de contrair a
enfermidade (GIL-AGUDELO; GARZON-FERREIRA, 2001).

Adicionais a essas ameacas que estdo sempre presentes nesses ecossistemas

e podem afetar os corais dependendo da magnitude e tempo de duracéo do evento;

existem as pressfes humanas como os fatores predominantes que danificam os
recifes de coral na atualidade (GOLDBERG; WILKINSON, 2004). Os impactos
antrépicos podem-se dividir em dois:

Os que geram estresse direto sobre o coral como: poluicdo, seja por

componentes organicos e inorganicos, por metais pesados e por petrdleo ou
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derivados; aumento das cargas de sedimentos; pesca excessiva; praticas de
pesca destrutivas usando dinamite ou cianeto; coleta de corais vivos para o

mercado de aquarios; e mineracao de corais para materiais de construcao.

Il. Os impactos globais que acentuam os impactos naturais como: o aumento da
temperatura dos oceanos que gera o branqueamento de corais; o0 incremento
da concentracdo de didxido de carbono que afeta a taxa de calcificacdo dos
corais; mudancgas no clima e padrbes atuais como chuvas e secas intensas

gue levam ao aumento das concentracdes de sedimentos (WILKINSON, 1999)

Os recifes do Brasil ndo estdo isentos dessa problematica. Atualmente, esses
ecossistemas estdo expostos a uma intensa pressao antropogénica, como a pesca
excessiva, poluicdo e sedimentacédo, devido ao aumento da ocupacao das regides
costeiras, desenvolvimento industrial, portuario e crescimento do turismo
(BARRADAS et al., 2012; LEAO, Z. M. A. N.; KIKUCHI, 2005).

No estado de Pernambuco, localizado no Nordeste do Brasil, esta situacdo é
agravada pela influéncia de cultivos da cana de agucar (Castro & Zilberberg, 2016). A
implantagdo de empreendimentos industriais, portuarios e o0 crescimento
descontrolado do turismo também propiciaram o0 comprometimento destes
ecossistemas com o atropelamento de espécies, fragmentacdo de corais para
lembrancas, poluicao através de protetores solares, plasticos, linhas e redes de pesca
(BARRADAS et al., 2012).

Além disso, a situacao foi agravada pelo derramamento de petréleo de 2019;
pela onda de calor de 2019-2020 que desencadeou 0 primeiro evento massivo de
branqueamento de corais e impactou fortemente as populacdes de algumas espécies
construtoras como Millepora alcicornis (CERQUEIRA et al., 2020; DUARTE et al.,
2020; LOURENCO et al., 2020) e pela introducédo de corais invasoras como
Tubastraea coccinea e Tubastraea tagusensis que podem alcancar a maturidade em
um ano meio; tém taxas de crescimento de 3,02 cm? por ano, ampla tolerancia a
variacao de temperatura, dessecacéao e profundidade (VERMEIJ, 2005) e ameacam a
integridade da biodiversidade dos recifes das costas brasileiras j& que competem pelo
espacgo com as espécies nativas (SAMPAIO et al., 2012).

A perda acelerada de diversidade das comunidades de corais nas costas do
Nordeste do Brasil torna necessaria a implementacdo de medidas de manejo que

podem garantir a recuperacdo das espécies nativas. Estratégias de conservacgao
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tradicionais ndo sdo suficientes para mitigar o impacto acelerado das mudancas
climaticas (RINKEVICH, Baruch, 2020; SHAISH et al., 2008). Para tal fim tem sido
sugerido a restauracao ativa dos recifes de corais (RINKEVICH, Baruch, 2014, 2020;
SHAVER; BURKEPILE; SILLIMAN, 2018) sendo a Jardinagem de corais a técnica
melhor sucedida.

2.6.Jardinagem de corais

A recuperacao natural dos recifes de coral sdo processos de longo prazo.
Estima-se que uma destrui¢cao por evento natural a pequena escala, precise um pouco
mais de 10 anos para se recuperar, enquanto, perturbacées cronicas como
derramamento de petrdleo podem demorar varias décadas ou ndo se recuperar
totalmente. Portanto, apenas gerenciar esses ecossistemas ndo € suficiente. E
necessaria iniciativas de restauracao ativas que acelerem a reabilitacdo de recifes de
corais danificados aproveitando a reproducdo sexual e assexual desses organismos,
num abordagem conhecido como “Jardinagem de corais” (RINKEVICH, Baruch,
1995).

A Jardinagem de corais € um processo que consta de duas etapas: o cultivo de
pequenos fragmentos de corais ramificados em bercarios protegidos de
sedimentacdo, ondas, interferéncia humana, predadores, etc. e transplantacédo para
areas degradadas de recifes apds a recuperagdo e crescimento dos fragmentos
(EPSTEIN; RINKEVICH, 2001; MBIJE; SPANIER; RINKEVICH, 2010).

Para a etapa de bercario, um dos maiores desafios esta na escolha adequada
do dispositivo de cultivo. Desde que a jardinagem de corais foi proposta como um
mecanismo para restauragao ativa destes ecossistemas, numerosos substratos foram
testados. Fios de cobre cobertos de plastico (LATYPOV, 2006); pratos de ceramica
(OKAMOTO et al., 2008); pratos de concreto (RINKEVICH, B., 2000); aragocrete
(OMORI, 2019) e viveros em fios (LEVY et al., 2010) sdo os mais utilizados. Além
disso, as espécies de corais ramificadas sdo as mais usadas para o cultivo de corais
devido a seu rapido crescimento, altas taxas de recuperacéo e sobrevivéncia (LOYA
et al., 2001; RINKEVICH, Baruch, 1995), sendo as mais comuns espécies do género
Acropora (LATYPOV, 2006; OKAMOTO et al., 2008); Porites (LATYPOV, 2006) e
Stylophora (RINKEVICH, B., 2000).
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Semelhante a abordagem usada no reflorestamento de ambientes terrestres, a
maricultura de um grande numero de subclones de corais obtidos através da
fragmentacdo da uma ou mais colbnias doadoras, pode promover a geracao de novas
colénias para a jardinagem de uma area de recife estressadas por atividades
antrépicas (RINKEVICH, Baruch, 1995).

Embora o uso de recrutas assexuais (subclones) e relativamente facil e rapido,
nao contribui na variabilidade genética da populacdo. Para isso, Rinkevich (1995)
propde o uso de recrutas sexuais, porém, é um processo mais complexo e longo que
pode ser feito de duas formas. A primeira transplantando coldnias fecundadas durante
0s picos de reproducdao, justo antes da descarga das larvas. Esse método permite que
as novas larvas de coral sejam introduzidas em novas areas do recife onde

previamente eram inacessiveis para eles.

A segunda abordagem se encaixa nos corais que se reproduzem ou pela
transmissdo de gametas, ou por planulas que brotam. A coleta dos produtos
reprodutivos pode ser feita em redes de campo ou em laboratério, transferindo
colonias fecundadas para aquarios pouco antes de desovar gametas ou as larvas-
planula. J4 estabelecias as novas coldnias se transfere de volta ao campo usando
cimento epOxi. Estes juvenis de coral sobrevivem melhor em micro-habitat
manipulados porque ndo se afeitam pela sedimentacdo ou estdo expostos a

atividades de herbivoria, ou competicdo com algas.

A aplicacdo de estratégias de jardinagem para a reabilitacdo de recifes
degradados, integrado a manejo de reservas para conservacao desses organismos
pode ser uma solucédo para a restauracdo desses ecossistemas. Nao obstante, e
preciso a implementacédo de novas tecnologias que permitam a integracao de outros

grupos de corais, cComo as espécies massivas.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Desenvolver e validar ferramentas biotecnol6gicas que subsidiem o manejo do

coral Mussismilia harttii.

3.2.0bjetivos Especificos

1. Avaliar a viabilidade da utilizagdo de duas versbes de um dispositivo de
transplante (FasT) no cultivo in situ de M. harttii

2. Avaliar o numero de nubbins que podem ser obtidos a partir de um polipo
doador

3. Avaliar a viabilidade de implementacdo de bercérios de corais para a
restauracao de recifes.

4. Elaborar um protocolo de manejo da espécie de cultivo in situ para recuperacao

de colbénias danificadas.
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CAPITULO 1

Desenvolvimento e validacdo de uma tecnologia para a producao dos
cultivos de Mussismilia harttii (Verrill, 1868) usando fragmentagdo e impressao
3D
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RESUMO

Mussismilia harttii € uma espécie endémica e o principal coral construtor de recifes no
Nordeste do Brasil e suas populacdes estdo atualmente classificadas como “Em
Perigo” na lista vermelha brasileira. Portanto, € urgente priorizar os trabalhos de
restauracao com a espécie. Nesse contexto, foi (1) avaliada a viabilidade do cultivo in
situ de M. harttii utilizando duas versdes de um berco de cultivo denominado FASTen,
criado com tecnologia de impressao 3D e (2) avaliado o niamero de nubbins que
podem ser obtidos de um polipo doador. Os pdlipos foram coletados do substrato
marinho para evitar o uso de corais saudaveis. Foram realizados dois experimentos,
cada uma com um N=10 por tratamento, devido as restricbes da licenca ambiental.
No experimento 1, duas variantes do berco FASTen foram testadas, a primeira com
uma superficie plana de fixacéo dos corais, e a segunda com colunas nas bordas. No
experimento 2, foram realizados trés tratamentos: (Ta) um polipo correspondia a um
nubbin, (Ts) os polipos foram divididos pela metade e (Tc) cada pélipo foi dividido em
trés nubbins. Os pdlipos foram produzidos utilizando um micro retifica, posteriormente,
foram pesados, fixados nos bercos e inseridos sobre a base de ancoragem fixada
sobre uma mesa de cultivo. Com base nas métricas de produtividade dos dois
experimentos, foi realizado uma analise de custo do bercario de corais. Apés 150 dias
de cultivo, foi demonstrado que os dispositivos impressos em 3D eram eficazes como
substrato para o crescimento dos nubbins de Mussismilia harttii. Foi observado um
ganho de peso maior ao 100% para ambos bercos. As taxas especificas de
crescimento (SGR) e sobrevivéncia foram similares em ambos os tratamentos (p=
0,40726). No experimento 2, foi obtido um ganho de peso de 82%, 92% e 106% para
o tratamento Ta, Ts € Tc respectivamente. Foi observada uma taxa de sobrevivéncia
de 80% nos tratamentos A e B e 70% no tratamento C, e uma média SGR de 0,0039;
0,0042 e 0,0047 (dia-1) (p= 0,5667). Os custos mensais de producdo de nubbins
variaram entre 0,60 USD e 1,88 USD, destacando uma reducédo de custos através do
aumento do tempo de producéo e cultivo. O uso da tecnologia de impressao 3D
permite 0 desenho de materiais leves e faceis de manusear, bem como o uso de
materiais biodegradaveis que favorecem o assentamento de corais. Os resultados de
crescimento sdo encorajadores, e 0s polipos fragmentados se recuperam com
sucesso nas mesas de cultivo mesmo quando partidos em 3 partes, evidenciando a

alta capacidade de regeneracao da espécie, confirmando que o cultivo de corais com
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tecnologia 3D pode melhorar o desempenho da producgéo de nubbins de M. harttii em

programas de restauracdo ambiental.

RESUMO GRAFICO

STEP 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4 STEP 5 STEP 6
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Palavras-chaves: cultivo de corais, bergarios, restauracdo, fragmentacao, nubbins.

INTRODUCAO

Os recifes de corais do Brasil apresentam elevado endemismo e baixa
biodiversidade (ROGERS et al., 2014). Atualmente, esses ecossistemas estao
expostos a uma intensa pressao antropogénica, Como a pesca excessiva, poluicéo e
sedimentacdo, devido ao aumento da ocupacdo das regides costeiras,
desenvolvimento industrial, portuario e crescimento do turismo (BARRADAS et al.,
2012; LEAO, Z. M. A. N.; KIKUCHI, 2005). Recentemente, esta situacéo foi agravada
pelo derramamento de petrdleo que afetou as costas do Nordeste do Brasil em 2019
e pelo evento de branqueamento massivo resultante de ondas de calor recorde
durante os verdes de 2019 e 2020 (DUARTE et al., 2020).

Para mitigar alguns desses problemas tem sido sugerido a restauracao ativa dos
recifes de corais (RINKEVICH, Baruch, 2014, 2020; SHAVER; BURKEPILE;
SILLIMAN, 2018). Sendo a jardinagem de corais (RINKEVICH, Baruch, 1995), uma
abordagem bem sucedida na transplantacdo de diversas espécies, principalmente

ramificadas, em todo o mundo (Levy et al., 2010; Mbije et al., 2010; Tortolero-
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Langarica et al., 2019). Esta técnica consta de duas etapas: o cultivo de fragmentos
em bercarios até atingirem tamanhos adequados; e transplantacdo para areas
degradadas de recifes de coral (EPSTEIN; RINKEVICH, 2001; MBIJE; SPANIER;
RINKEVICH, 2010).

Para a etapa de bercario, um dos maiores desafios esta na escolha adequada
do dispositivo de cultivo. A impressdo 3D pode ajudar a elevar a taxa de sucesso
nessa etapa, devido a versatilidade estrutural dos dispositivos. Na atualidade, essa
tecnologia emergente, esta sendo implementada nas pesquisas oceanograficas.
Diferentes aplicagbes como monitoramento ecoldgico do substrato marinho; estudos
de biomecanica, hidrodindmica, locomocédo de organismos marinhos; e a restituicao
de recifes de coral degradados tem sido tratada por meio dessa tecnologia
(MOHAMMED, 2016). No entanto, ainda n&o foi testado nos cultivos de corais na fase
de bercério.

Por outro lado, viabilizar a obtencéo de pdlipos para a realizacdo de bercarios
pode ser considerada uma das etapas mais elementares para a construcdo de um
pacote tecnoldgico para o cultivo de espécies brasileiras. A escassez de informacdes
produtivas sobre o cultivo de espécies nativas, inibe iniciativas com a finalidade de
transplantacéo e recuperacdao recifal. Até agora ha poucos trabalhos que déo suporte
a essa abordagem, destacando-se pesquisas com hidrocorais ramificados da espécie
Millepora alcicornis (CALDERON; ZILBERBERG; E CASTRO, 2015; OLIVEIRA;
LEAO; KIKUCHI, 2008).

Priorizar a realizacao de trabalhos com espécies massivas € urgente. Embora o
crescimento e recrutamento deles seja mais lento, sdo mais resistentes ao estresse
térmico (LOYA et al., 2001) e constituem os principais formadores de recifes. Porém,
as técnicas de cultivo com essas espécies tém representado um grande desafio,
sendo a fragmentacéo de polipos entre 2.5 cm e 6 cm a melhor desenvolvida
(BERZINS et al., 2008; PAGE; MULLER; VAUGHAN, 2018)

No Brasil, uma das espécies mais importantes para a construcdo de recife &
Mussismilia harttii (PIRES; CASTRO; RATTO, 1999). Esta espécie ja foi a mais
abundante nas costas do nordeste brasileiro e se caracteriza por apresentar menor
susceptibilidade ao branqueamento (CASTRO; PIRES, 2001). Ndo obstante, suas
populacdes foram reduzidas em 50% nas ultimas 3 décadas, razdo pela qual esta
listada como em perigo de extingcdo (ICMBIO/MMA, 2018).
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Com base nesse cenario, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade da
utilizacdo de duas versdes de um dispositivo de transplante (FASTen), criado com
tecnologia 3D, no cultivo in situ de M. harttii; e avaliar o nGmero de nubbins que podem

ser obtidos a partir de um polipo doador.

MATERIAIS E METODOS

Selecédo do local de estudo

O estudo foi realizado em Porto de Galinhas, a 65 Km da cidade de Recife,
capital do estado de Pernambuco, Brasil. O recife esta localizado a 120 m da costa
(SANTOS et al., 2014), tem extensdo aproximada de 1,54 km e estd composto por
trés blocos retangulares paralelos a praia, separados uns dos outros por canais com
profundidade maxima de 10 m.

Foram coletados fragmentos quebrados do coral Mussismilia harttii achados
sobre o substrato marinho na regido sul da plataforma recifal, em uma piscina
denominada “Mar do Sul” (8° 30' 40,36"S; 34° 59' 53,40" W) (Figura 6). Enquanto a
area de experimentacado localiza-se na regido central da plataforma numa piscina
denominada “Passadeira de Cima” (8° 30'34,96"S; 34°59'52,23" W). A licenga n°
53583, para coleta dos fragmentos de corais, foi obtida através do Instituto Brasileiro

Chico Mendes de conservacgédo ambiental (ICMBIO).
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Figura 6 - Imagem de satélite representando area experimental localizada na praia de Porto
de Galinhas, Estado de Pernambuco - Brasil. Exibindo: "Mar do Sul": local de coleta de fragmentos do
coral Mussismilia harttii (8°30'40.36"S; 34°59'53.40 "O) (A) local experimental "Passadeira da cima"

(8°30'34.96 "S; 34°59'52.23 "O) (B)
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Fonte: Google Map (2017)

Eficiéncia do dispositivo de cultivo

Foi desenvolvido e impresso em um equipamento de impressao 3D, a adaptacao
de um berco de cultivo denominado FASTen (Fast Access Structure for
Transplantation, patente: BR 10 2018 007 496 2) (Santos et al. 2018). O dispositivo
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consta de uma estrutura impressa em Acido polilatico (PLA), constituida por duas
partes: plataforma para propagacao de nubbins e base de ancoragem que permite a
fixacdo a mesa de cultivo (Figura 7).

Figure 7 - Representacdo esquematica das duas versGes do berco empregados nos
experimentos de cultivo para Mussismilia harttii. Corte em perspectiva do ber¢co ornamentado na base
de ancoragem (a). Base de ancoragem (b). Encaixe do pino no sistema de fixagdo do dispositivo de

cultivo (b1). Corpo do pino (b.2). Travas de fixagdo dos pinos nos substratos de fixag&o (b.3). Plataforma
de propagacao dos nubbins, berco liso (¢). Plataforma de propagacao dos nubbins, berco ornamentado

(d).
| .
d
b2
b3

Fonte: acervo Biofabrica de Corais

Para validar a utilizacdo do ber¢o no cultivo in situ de Mussismillia harttii foram
impressas duas versfes; a primeira possui a superficie de fixagdo do coral
completamente lisa, enquanto na segunda foram adicionadas colunas nas bordas
para avaliar se facilitava o crescimento (Figura 8).

Os nubbins foram cortados radialmente deixando cerca de 1,5 cm do coralito
usando uma mini retifica. Em seguida, foram colados na plataforma de propagacéo
do berco com cianoacrilato; foram pesados, fotografados com escala, inseridos na
base de ancoragem e fixados sobre uma mesa de cultivo (Material suplementar 1). As
mesas foram construidas em armacgfes de tubos de PVC. As medidas das mesas
foram 1,1 x 0,2 m com uma altura de 40 cm acima do substrato marinho. As estruturas
foram montadas em agosto do 2019 em uma piscina de recife conhecida como

"Passadeira de cima".
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O peso inicial médio dos pdlipos foi 4,8 g = 2,21 (média + desvio padréo) para o
berco liso e 5,8 g £ 2,00 para o ber¢co ornamentado. Nao houve diferenca significativa
no peso médio inicial dos fragmentos entre os dispositivos (teste T; p= 0,2304). Um
total de 10 fragmentos independentes foram usados como unidades réplicas para
cada dispositivo. O numero de fragmentos utilizados nos experimentos foi limitado

conforme as especificacdes da licenca ambiental fornecida pelo ICMBIO.

Experimento de fragmentacéo do polipo

Para avaliar o nimero viavel de nubbins por pdlipos do coral, foi realizado um
experimento com delineamento inteiramente casualizado e trés tratamentos com 10
réplicas por tratamento. No primeiro tratamento (Ta), cada polipo correspondeu a um
nubbin e o peso médio foi 11 + 3,27 g. No segundo tratamento (Tg), cada pdlipo foi
dividido em dois nubbins e o peso médio foi 5,57 + 2,07 g de cada nubbin. E no terceiro
tratamento (Tc), cada pélipo foi dividido em trés nubbins e o peso médio foi 4,86 *
1,86 g. Houve diferenca significativa no peso médio inicial dos fragmentos entre os
tratamentos Ts e Tc vs Ta (Tukey's Tavs Ts em pares, p= 0,0015; Tavs Tc, p= 0,0012;
e Ts vs Tc p=0,9945).

Sobrevivéncia e crescimento dos nubbins
Os bercarios foram monitorados por 150 dias, a manutencdo mensal das mesas
para remocao de algas e sedimentos foi realizada sem manipulacédo dos bercos de
cultivo. A sobrevivéncia foi definida como o niamero de fragmentos vivos fixados ao
dispositivo no final do experimento. Os nubbins foram considerados desprendidos
guando os corais se separaram do berco. Para avaliar o desempenho do crescimento,
normalizamos o crescimento com base as métricas de peso (PUPIER; BEDNARZ;
FERRIER-PAGES, 2018). Foi calculado:
1. Ganho do peso: W, = W; — W;

InW g—InW;

2. Taxa de crescimento especifica: SGR(day™1) = i

Onde Wer=peso final, Wi=peso inicial, e At= & o intervalo de crescimento
em dias
3. Comprimento maximo do pélipo (cm) através de analise
fotogréafica usando o programa Image J (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM,
2004).
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Anélise de custos

Para avaliar a viabilidade da producao de um cultivo experimental de Mussismilia
harttii usando o dispositivo FASTen; foi estimado o custo de produc¢do por nubbins
cultivado ap0s 4 e 12 meses no bercario e considerando uma producao diaria de 288

e 480 nubbins/operacéo. Totalizando 4 possiveis cenarios:

4 meses em cultivo com uma producao de 288 nubbins por operagao
4 meses em cultivo com uma produc¢ao de 480 nubbins por operagao

12 meses em cultivo com uma producado de 280 nubbins por operagao

o0 w»

12 meses em cultivo com uma producédo de 480 nubbins por operacéo

O numero de nubbins produzidos foi estimado considerando o tempo de duracdo
da maré baixa (3 horas), e o tempo de montagem de uma mesa de 80 nubbins (30-50
min). Foi estimada a necessidade de realizar 1 visita mensal nos cultivos para o
monitoramento dos bercarios com um total de 3 pessoas por imersao.

Posteriormente, foi construido um fluxograma de opera¢cdes que representam as
etapas do processo de elaboragao dos cultivos de M. harttii. O processo se divide em
3 etapas: 1) producdo: inclui a preparacao das mesas de cultivo, impressao dos ber¢cos
e obtencéo dos insumos de trabalho como ferramentas, caixas de transporte, luvas,
cola, etc. 2) Obtencao de nubbins: engloba a coleta dos fragmentos e preparacdo dos
nubbins (colagem nos bergos, pesagem e fotografado dos bergos). 3) Manejos e
monitoramento: inclui o processo de montagem das mesas nas piscinas de cultivo,
remocao de algas e sedimentos, verificacdo dos encaixes das pecas, e monitoramento
durante o periodo de cultivo (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama do processo de produc¢do de um cultivo de corais de Mussismilia harttii.
Em destaque as operacfes em terra que inclui a etapa 1 de producéo, e as operagbes marinhas que
incluem as etapas 2 (obtencao de nubbins) e 3 (manejo e monitoramento).
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Fonte: autoria propria

Os custos de producéo foram calculados segundo as informacgdes apresentadas
natabela 1. Foi considerado o berco liso, cujo valor e tempo de produgdo e menor que

para o ber¢co ornamentado, e a sobrevivéncia média de 80%.
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Tabela 1 - Quadro representativo do custo bruto dos itens relacionados ao cultivo experimental
de Mussismilia harttii em bercario. Dividido nas trés etapas do processo de producao: producgdo de
insumos, obtencéo de nubbins, manejo e monitoramento.

Etapa Itens Detalhamento Custo Consideracgbes
(unidade)
Producéo dos Mesa de cultivo Mesas de PVC para 80 $12.07 Vida til da mesa
insumos nubbins de coral de 5 anos
Fast device Impresso em PLA $0.12 Conjunto base e
berco
Ferramentas Tesouras de jardineiro, $1086.43" Vida util de 2 anos
colas, etiquetas, mini
retifica, caixas de
armazenamento,
balanca, camera
Pessoal 2 $24.14 Diaria dos
colaboradores
Obtencéo dos Pessoal 6 $24.14 Diaria dos
nubbins colaboradores
Transporte 1 $72.43 Aluguel por dia de
operacgao
Equipamentos de 2 kits de mergulho $48.28 Coleta dos
mergulho completos fragmentos
doadores
Manejo e Pessoal 3 $24.14 Diaria dos
monitorament colaboradores
o}
Transporte 1 $72.43 Aluguel por dia de
operacao
Equipamentos de 2 kits de mergulho $48.28 Limpeza das mesas
mergulho completos de cultivo
Material de escova e luvas $4,83 Limpeza das mesas
consumo de cultivo

*Total do material de trabalho

Analises estatisticas

Fonte: autoria propria

Para determinar se existiam diferencas significativas entre as métricas de

crescimento das duas versdes dos bercgos de cultivo, foi realizado o teste T de Student;

e a ANOVA unidirecional por tratamento para o experimento de fragmentacdo dos

poélipos. Todos os dados foram encontrados normalmente distribuidos (Shapiro-Wilk

test, p>0,05) e mostraram homogeneidade de variancia (Levene test, p>0,05). Todas
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as analises estatisticas foram realizadas usando PAST 4.03 (HAMMER; HARPER,;
RYAN, 2001).

RESULTADOS

Viabilidade de uso do dispositivo de cultivo

O ganho de peso para os nubbins em ambos tratamentos foi maior a 100%, mas
nao houve diferenca significativa entre eles. A diferenga em porcentagem se deve ao
tamanho inicial das amostras. Adicionalmente, ndo se apresentarem diferencias entre
as taxas de crescimento especifico de ambos os bercos (p= 0,40726) (Tabela 2). A
sobrevivéncia foi de 100% para ambos, enquanto a taxa de divisdo foi de 20% no

berco liso e ndo foi observado no bergo ornamentado (Figure 9).

Tabela 2- Comparacéo dos parametros de crescimento e sobrevivéncia de nubbins de coral
cultivados em duas versées de dispositivos de transplante (FASTen).

Parametros Berco liso Berco Estatistica
ornamentado
Comprimento inicial 2,76+0,614 2,43+0,624 t= 1,3987 p=0,17891
(cm)
Comprimento final (cm) 3,71+0,74* 2,52+0,508 t= 3,2996 p= 0,0039848
Peso inicial (g) 4,80 + 2,214 5,80+ 2,117 t=1,2414; p=0,2304
Peso final (g) 14,55+5,124 15,53+4,447 t=0,45727; p=0,65295
Ganho de peso (g) 9,75+4,38* 9,73+ 4,144 t= 0,010496; p=
0,99174
Ganho de peso (%) 250,85+148,85% 191,94+97,114 t= 1,0481; p= 0,30845
SGR (day™) 0,0078+0,0030% 0,0069+0,00244 t=0,84857; p= 0,40726
Pélipos em divisao (%) 20 0




40

Sobrevivéncia (%) 100 100

*Letras diferentes denotam significAncia estatistica diferente (p <0,05).

Fonte: autoria propria

Figure 9 - Crescimento de nubbins de coral de M. harttii cultivados em duas versfes de
dispositivos de transplante. Fotos tiradas com 150 dias de intervalo. Ber¢co plano com detalhes do
processo de divisdo assexuada do coral (a). Ber¢co ornamentado (b).

a
Flat crib

4 cm

b
Ornamented crib

Fonte: autoria propria
Os resultados comparativos entre os bercos indicam que a presenca de

ornamentacdo ndo afeta os parametros de crescimento dos polipos, portanto foi

selecionado o bergo liso para o desenvolvimento do experimento de fragmentagao.
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Experimento de fragmentac&o do po6lipo

Os nubbins fragmentados apresentaram ganho de peso menor que 0s nubbins
feitos com o polipo completo (Tabela 3). Para o ganho de peso em gramas, foi
observada diferencga significativa entre o tratamento A, em comparagdo comB e C. O
tamanho médio do peso aumentou 81,82% (8,20 + 0,95 g) no tratamento A, 91,52%
(4,83 + 1,76) no tratamento B, e 105,71% (4,44 £ 0,75) no tratamento C (Figure 10).

Tabela 3 - Comparacéo dos pardmetros de crescimento e sobrevivéncia de nubbins de corais
criados a partir de um pdélipo (Ta), meio pdlipo (Ts) € um terco do polipo (Tc).

Pardmetros Tratamento Tratamento Tratamento C Estatistica
A B
Comprimento 3,055 2,69 +0,17A 2,55 + 0,427 F=2,726; p= 0,09242
inicial (cm) 0,563
Comprimento final 3,65 +0,74 2,84 + 0,208 2,73 +0,378 F=7,309; p=
(cm) 0,004745"
Peso inicial (g) 11,00 + 3,27 5,00 2,718 4,86 + 1,86° F=12,02; p=
0,000484
Peso final (g) 19,20 +3,53* | 10,64 + 3,278 9,30 + 1,728 F=23,21; p=
0,00001037
Ganho de peso (g) 8,20 +0,95 4,83 + 1,768 4,44 + 0,758 F=41,41;
p=0,0000001843
Ganho de peso (%) 81,82 + 91,52 +35,77 105,71 + F=0,6708; p=0,5236
30,344 48,174
SGR (day™) 0,0039+ 0,0042+ 0,0047 £ F=0,588; p= 0,5667
0,0114 0,00117 0,00167
Pélipos em divisao 37,5 25 14,3
(%)
Sobrevivéncia (%) 80 80 70

*Letras diferentes denotam significancia estatistica diferente (p <0,05).

Fonte: autoria propria
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Se observou um incremento da taxa de crescimento especifico dos pélipos ao

fragmentar, ndo obstante, ela ndo é significativa (One-Way Anova; p = 0,5667). Em

relagéo a prevaléncia de polipos em diviséo, no Ta, foi obtido uma taxa de 37,5%, em

Te de 25% e Tc de 14,3%. A sobrevivéncia foi de 80% nos tratamentos A e B e de

70% no tratamento C. E nesse experimento a taxa de desprendimento dos corais foi

de 23,33%.

Ta
Day 01 Day 1

o

50

Figure 10 - Crescimento de nubbins de coral criados a partir de um pélipo de coral de M. harttii

(Ta) meio polipo (Ts) e um terco de um pdlipo (Tc). Fotos tiradas com 150 dias de intervalo.
Fonte: autoria propria

Andlise de custos

Na tabela 4 se apresentam os resultados das andlises de custos. Dividindo o

custo do bercario pelo tempo de cultivo, o cenario D, foi 0 modelo produtivo menos

custoso, $0.60 / més, destacando-se uma reducdo de custos ao incrementar a

producdo e o tempo de cultivo. Nos 4 cenarios, a etapa mais onerosa € 0

monitoramento dos cultivos porque vincula o pagamento da equipe, aluguel de equipo

e transporte mensalmente (Figura 11).

Tabela 4 - Quadro representativo da analise de custos operacionais relacionados ao cultivo de
Mussismilia harttii na fase de bercario.

4 meses de cultivo

12 meses de cultivo

Etapa ltens 288 480 288 480
A B C D
Preparacgédo dos itens Mesa de cultivo $0.009 $0.009 $0.03 $0.03
essenciais para o cultivo Fast device $0.12 $0.12 $0.12 $0.12
Ferramentas $1.89 $1.13 $1.89 $1.13
Pessoal $0.34 $0.20 $0.34 $0.20
Total parcial $2.35 $1.46 $2.37 $1.48
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Obtencéo dos nubbins Pessoal $0.50 $0.30 $0.50 $0.30
Transporte $0.25 $0.15 $0.25 $0.15
Equipamentos de $0.17 $0.10 $0.17 $0.10
mergulho
Total parcial $0.92 $0.55 $0.92 $0.55
Monitoramento Pessoal $0.50 $0.30 $1.17 $0.70
Transporte $0.75 $0.45 $1.76 $1.06
Equipamentos de $0.50 $0.30 $1.17 $0.70
mergulho
Consumiveis* $0.05 $0.03 $0.11 $0.07
Total parcial $2.73 $1.61 $5.03 $3.02
Total / nubbin $7.5 $4.53 $11.89 $7.22
Custo mensal / nubbin $1.88 $1.13 $0.99 $0.60

*ltens necessarios para a manutencao das mesas (luvas, escovas, cola)

Fonte: autoria prépria

Figura 11 - Comparacéo dos custos totais para as 3 fases de produ¢édo de um cultivo
de corais de M. harttii e 0os quatro cenarios propostos. Cenario A: producdo de 288 nubbins
em um periodo de 4 meses. Cenéario B: producdo de 480 nubbins em 4 meses. Cenario C:
producédo de 288 nubbins em 12 meses; e cenario D: producao de 480 nubbins em 12 meses.
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Fonte: autoria propria

Total
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DISCUSSAO

Os resultados aqui obtidos evidenciam que a producdo de nubbins de corais
nativos brasileiros pode ser tecnicamente viavel e pode compor uma etapa em
programas de recuperacdo de populacbes de espécies em risco de extingao.
Merecendo destaque 0s seguintes pontos: a) o uso de dispositivos de cultivo
impressos em 3D; b) o método de obtencdo de nubbins usando mini-retifica; c) a
manutencdo dos animais in situ durante um periodo prolongado; d) a alta
sobrevivéncia obtida; e) a possibilidade de obter até trés nubbins a partir de um Gnico
polipo; f) a promocéo de divisdo assexuada dos polipos nas mesas de cultivo; g) coleta
de amostras sem perturbacéo de coldnias saudaveis.

Este estudo € o primeiro a pesquisar aspectos produtivos do cultivo in situ de
Mussismilia harttii. Até a presente data, parte da comunidade cientifica ndo acreditava
gue fosse possivel cultivar a espécie e obter resultados produtivos alentadores.
Limitando as pesquisas a cultivos em mesocosmos para o desenvolvimento de
experimentos de toxicidade (material suplementar 2). Nesses trabalhos, os pélipos
foram individualizados e colados em pratos de ceramica usando gel de cianoacrilato
para realizacdo de testes por periodos de até 35 dias (MARANGONI et al., 2019). A
diferenca deste trabalho, onde fragmentamos 1 p6lipo em até trés nubbins, os fixamos
em bases impressas em PLA e cultivamos in situ por um periodo de 150 dias.

A selecdo da patente numero BR 10 2018 007 496 2 (Santos et al. 2018), ao
invés dos platés de ceramicas, foi vantajoso porque os dispositivos podem se amoldar
a morfologia do coral, podendo ser injetada com diferentes polimeros moldaveis;
permitem uma facil fixacdo dos fragmentos de corais; podem ser conjugado em série
e fundeado sobre lastros confeccionados a partir de diferentes composices; podem
ser facilmente realocada para outras areas de cultivo mobilizando a plataforma de
propagacdo ou todo o conjunto; e possibilitam o acompanhamento produtivo dos
organismos cultivados através da manipulagéo da plataforma de propagacéo.

O uso de filamentos de polilatida (PLA) tem potencial de ser uma estratégia eco-
friendly para o manejo da espécie. Nao foram observados problemas relacionados a
engenharia dos dispositivos e polimero é favoravel por ser biodegradavel, reciclavel,
compostavel, biocompativel e produzido de forma ecolégica. Ha evidéncias de que
n&o é toxico para os animais (MONTALVAO et al., 2020) e permite o assentamento
de moluscos (GENTRIC; SAULEAU, 2019) e larvas de coral da espécie Porites
astreoides (RUHL; DIXSON, 2019). Na agua, o polimero degrada-se inicialmente
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através de hidrolise abiodtica, seguida e acelerada pela biodegradagdo por
microrganismos que levam ao didxido de carbono e a dgua (GENTRIC; SAULEAU,
2019). Fator que precisa ser estudado e pode ser chave para acelerar a fixacdo de
nubbins de Mussismilia harttii nos dispositivos de cultivo.

Assim, o uso dos dispositivos aqui avaliados provou ser eficaz como substrato
para o0 crescimento de nubbins da espécie. Em bercarios bem mantidos, a
sobrevivéncia esperada varia entre 80- 85 % (EDWARDS et al., 2010), concordante
com os resultados aqui obtidos cuja sobrevivéncia variou entre 70% e 100%. Além
disso, os resultados produtivos foram semelhantes a espécie Pectinia paeonia, que
apresenta uma sobrevivéncia de 93% e um crescimento superficial de 396%, apds 5
meses de cultivo (NG; CHOU, 2014). E a espécie Merulina scabricula que apresentou
uma sobrevivéncia de 92% (SHAISH et al., 2008). Entretanto, a adaptacdo proposta
do dispositivo ornamentado ndo é necessaria, pois ndo altera os parametros de
crescimento. E a presenca dos ornamentos aumentaram a sedimentacao nos bercos
e serviram como pontos de fixacdo de macroalgas. Por esta razdo, e pelo custo de
fabricacdo mais baixo, foi usado o berco liso para o teste de fragmentacao.

Embora a fragmentacéo seja uma metodologia bem sucedida para obtencao de
fragmentos de corais massivos (BERZINS et al., 2008; PAGE; MULLER; VAUGHAN,
2018). A possibilidade de dividir os pélipos de M. harttii em nubbins tdo pequenos
guanto 1/3 do polipo (2,55 cm de comprimento) é um relato inédito para a espécie. O
processo de obtencdo de novos nubbins usando micro-retifica, ndo afetou o
crescimento e sobrevivéncia dos polipos, evidenciando a elevada capacidade
regenerativa da espécie (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). Parte do processo
essencial para a sua sobrevivéncia (HENRY; HART, 2005) e para a recuperacéo da
populacdo a distarbios, como predacao, tempestades e aquecimento dos oceanos
(PISAPIA; BURN; PRATCHETT, 2019). Nao obstante, os efeitos da divisao for¢cada
dos nubbins podem ser mais bem compreendidos a partir de ensaios fisiolégicos
complementares.

Os resultados do crescimento sdo encorajadores. Os polipos estressados
recuperaram-se com sucesso nos bercarios, obtendo altas taxas de sobrevivéncia e
crescimento. Nao obstante, é necessario a realizacdo de mais estudos; também é
interessante que novos trabalhos sejam conduzidos investigando o efeito na

reproducéo sexuada da espécie.
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Ja a determinacdo do custo do cultivo de M. harttii ajuda a balizar novas
iniciativas com esse proposito no Brasil. A estrutura de custos foi similar & apresentada
por Edwards et al., (2010) onde o autor também subdividiu os precos considerando a
coleta dos fragmentos, a montagem da infraestrutura, a implementacéo do cultivo, e
a manutencgdo e monitoramento dos animais. O autor registrou custo de $1,36 dolares
por fragmento cultivado por ano, considerando uma sobrevivéncia de 75% de um
cultivo de 10.000 fragmentos de corais. NOs obtivemos valores que variaram entre
$4.53 USD e $11.89 USD por nubbin produzido. Nao obstante, € possivel diminuir os
custos, ao incrementar a producdo de nubbins por saida de campo e ao otimizar os
manejos de monitoramento, em fun¢éo do tempo de cultivo.

Assim, este trabalho apresenta uma tecnologia que oferece uma alternativa para
cultivos de corais massivos nativos do Brasil, podendo ser implementados em
programas de restauracdo de espécies ameacadas como M. harttii. Com o aumento
de eventos que provocam o0 branqueamento e mortalidade de corais brasileiros
(DUARTE et al.,, 2020), a demanda por manejos que foquem na promoc¢ao da
resiliéncia recifal aumenta. A transplantacdo de corais € uma das técnicas mais
difundidas com essa finalidade (MBIJE; SPANIER; RINKEVICH, 2010). E a
manutenc¢ao dos nubbins de corais nos dispositivos de cultivo vai ser um fator-chave
para 0 sucesso dessa técnica. Assim, esse resultado abre perspectivas de
investigacdes com a espécie: qual a melhor idade para promover essas divisdes,
época do ano, método, forma de obtencao de fragmentos entre outros.

Considerando que M. hartti € uma espécie em perigo de extingdo
(ICMBIO/MMA, 2018), o método empregado para coleta de fragmentos do assolho
marinho suprime a necessidade de manipular o coral saudavel, evitando gerar maior
estresse nas colonias que pode desencadear uma reducdo de substrato para o
recrutamento natural (ABELSON, 2006; RINKEVICH, Baruch, 2005). O uso desta
metodologia abre uma perspectiva para o melhoramento na obtencédo de nubbins a
partir de esqueletos de coral (SHAVER; SILLIMAN, 2017; TAGLIAFICO et al., 2018).

Esses resultados tém implicacdes positivas para o cultivo da espécie (e
provavelmente outras espécies desse género) a partir de pequenos propagulos, o que
€ essencial para reduzir o impacto ambiental nas colénias doadoras e potencializar o
rendimento na obtengcdo de novos nubbins em programas de restauracao
ambiental. Porém, a espécie Mussismilia harttii, apesar de ser um coral colonial, os
polipos sdo separados uns dos outros (NOGUEIRA; NEVES; JOHNSSON, 2015) e
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nao apresentam compartimentos de nutrientes (BUDD, A. F.; STOLARSKI, 2009), de
modo que esta metodologia pode ser usada em corais com morfologia faceldide, cuja
fragmentacao pode ocorrer por processos nhaturais ou antropogénicos (ARVEDLUND
et al., 2003).

CONCLUSAO

Este e o primeiro trabalho que incorpora uma espécie de coral massivo endémico
brasileiro em cultivos, in situ, com fins de restauragéao recifal. Embora, nesse primeiro
momento sO foi validada a fase de bercéarios, os resultados de crescimento s&o
encorajadores. A utilizagdo da tecnologia de impressdo 3D usando plastico
biodegradavel demostrou ser viavel para cultivos de Mussismilia harttii. Esta
tecnologia permite adaptar cada bergco a morfologia do coral, podendo ser aproveitado
como substrato para cultivos em programas de recuperagao de recifes degradados.
Além disso e de facil manipulacdo e rapida fabricacdo. N&o obstante, € necessério a
realizacdo de novos estudos que determinem o tempo exato de degradacédo e a

interagd@o de outros organismos marinhos com os sistemas de cultivo.

Os polipos fragmentados foram recuperados com sucesso nos bergarios, mesmo
apos dividir em 3 partes, evidenciando a alta capacidade regenerativa da espécie e o
potencial de implementacédo de esta metodologia em programas de restauracédo de

recifes de coral.
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ANEXOS

Anexo 1 - Imagem ilustrativas do processo de elaboragdo dos cultivos experimentais de
Mussismilia harttii. Col6nia saudavel na area de coleta (a). Fragmentos do coral sobre o substrato
marinho (b). Fragmento de coral com pdlipos vivos (c). Elaboracéo dos nubbins usando uma micro-
retifica (d). Colagem dos nubbins nos bergos de cultivo (e). Fotografia com escala e pesagem dos
bercos (f). Bergos nas mesas de cultivo (g). Bergarios de M. harttii (h).

Fonte: autoria propria

Anexo 2 - Sintese de experimentos realizados com cultivos de M. harttii.

Ref. Objetivos Sistemade | Cultiv | Preparacdo de | Suporte de | Tempo
producdo | o nubbin cultivo

Presente | Avaliar duas | Insitu Sim Pélipos foram | Fasten 150 dias
estudo versfes do individualizados | (dispositivo

(FasT). E o , cortados com | impresso

namero de mini retifica e | em 3D)

nubbins  que fixados ao

podem ser FASTEN

obtidos a partir usando

de um pdlipo cianoacrilato.

doador.
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Santos et | Avaliar o efeito | Mesocosm | Sim Estruturas de | N&ao Aclimataca
al., (2014) | da o] polipos simples | mencionado | o por 15
temperatura ou duplos foram dias e 21
em bactérias utilizadas como dias de
responsaveis unidades de experiment
por fixar amostragem o}
nitrogénio
(diazotrophs)
que habitam
M. harttii
Santos et | Produzir Microcosm | Sim N&o N&o 10 dias
al., (2015) | probiotico o] mencionado mencionado
capaz de pelos autores
degradar o6leo
e avaliar o
efeito do oleo
na saude do
coral e do
probidtico
como
biorremediado
r
Winter et | Avaliar a | Sistema de | Sim Néo Nao 3-5 dias de
al., (2016) | resposta a | agua do mencionado mencionado | aclimatacdo
turbidez mar
associada a | semiaberto
temperatura
elou
luminosidade
Fonseca | Avaliar o efeito | Mesocosm | Sim Os polipos | Platos  de | Aclimataca
et al., | da o] foram ceramica o por 20
(2017) temperatura, individualizados dias e 12
sozinha e e colados em dias de
combinada, um suporte experiment
com a usando o]

exposicdo ao
Cu

cianoacrilato
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Marangon | Avaliar o efeito | Mesocosm | Sim Os polipos | Platos  de | Aclimataca
i et al.,|do Cu em]|o foram ceramica o por 20
(2017) biomarcadore individualizados dias e 12
s fisiologicos e colados em dias de
um suporte experiment
usando o]
cianoacrilato
Marangon | Avaliar o efeito | Mesocosm | Sim Os polipos | Platos  de | Aclimataca
i et al,|da o] foram ceramica o por 30
(2019) acidificacdo e individualizados dias e 35
exposigdo ao e colados em dias de
Cu um suporte experiment
usando o]
cianoacrilato
Fonseca | Avaliar o efeito | Mesocosm | Sim Os polipos | Platos  de | Aclimataca
et al., | da exposicdo |o and a foram ceramica o por 15
(2019 aguda (96h) | laboratory individualizados dias e 96h
ao Cu closed e colados em de
system um suporte experiment
usando o]
cianoacrilato
Fonseca | Avaliar o efeito | Mesocosm | Sim Os polipos | Platos  de | Aclimataca
et al., | combinado da | o foram ceramica o por 20
(2019) temperatura e individualizados dias e 12
exposicdo ao e colados em dias de
Cu um suporte experiment
usando o]

cianoacrilato
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos aqui propostos demonstram a viabilidade de cultivo de
Mussismilia Harttii usando substratos impressos com tecnologia 3D e polimeros
biodegradavel de facil manejo, adaptaveis a diferentes espécies de coral e de baixo
custo. Além disso, demonstra a possibilidade de fragmentar um pdlipo de coral em até
trés partes acelerando o crescimento dele sem afetar a sobrevivéncia do organismo.

Coletar polipos do assolho marinho, que teriam grande chance de morrerem por
soterramento, para serem cultivados e recuperados em bercarios in situ, representa
uma importante ferramenta que poderia contribuir para evitar a extincdo da espécie
Mussismilia harttii.

Esses resultados pilotos representam a primeira fase de validacdo de uma
tecnologia que pode ser empregada em projetos de restauracao ativa a maior escala
gue possam contribuir na conservacao da espécie M. Harttii.
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