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7 AVALIACAO EXPERIMENTAL DO COMPORTAMENTO
ALIMENTAR DE NUDIBRANQUIOS DORIDACEOS (GASTROPODA,
NUDIBRANCHIA, DORIDACEA)

7.1 Introducéo

A relagdo presa-predador ¢ frequentemente considerada uma “corrida”
coevolucionéria entre o predador e sua presa, uma interacao reciproca na qual o consumidor
melhor preparado aumenta a selecdo na presa melhor defendida, e assim sucessivamente
(DIETL e KELLEY, 2002).

As esponjas sdo notoriamente conhecidas por apresentar grande variedade de
mecanismos de defesa e produzir metabdlitos secundarios que atuam, muitas vezes, inibindo a
predacdo (PAWLIK et al., 1995). Além disso, os tecidos da maioria das espéecies de esponjas
contém altas concentracBes de espiculas silicosas. Dessa maneira, as esponjas ndo parecem
ser um bom recurso alimentar para a maioria dos organismos marinhos, pois elas apresentam
baixo valor nutricional, possuem grande quantidade de material indigesto e sdo protegidas por
mecanismos de defesa quimica e fisica (RANDALL e HARTMAN, 1968).

Apesar disso, as esponjas desempenham um importante papel na ecologia bentdnica,
pois muitas espécies sdo abrigo e fonte de alimento para diversos invertebrados e vertebrados
marinhos, como por exemplo, copépodas, anfipodas, camardes (PAWLIK, 1983), ourigos
(SANTOS et al., 2002), estrelas-do-mar (WULFF, 1995), peixes recifais (ANDREA et al.,
2007; BATISTA et al., 2012) e tartarugas marinhas (MEYLAND, 1988).

A maioria dos nudibranquios estudados do ponto de vista quimico pertencem a
Infraordem Doridacea (CIMINO e GHISELIN, 2009). Estes moluscos alimentam-se
principalmente das esponjas (BLOOM, 1974) que ndo sdo consumidas pela maioria dos
outros predadores, como por exemplo, peixes recifais e hermitdes (PAWLIK et al., 1995;
CHANAS e PAWLIK 1995;1996; WADDELL e PAWLIK, 2000a).

Para os nudibranquios da Infraordem Doridacea, as esponjas sdo importantes fontes de
alimento (BECERRO et al., 1998; GEMBALLA e SCHERMUTZKI, 2004) ndo sé para fins
de nutricdo (PENNEY, 2002) como também para obter os metabdlitos secundarios de suas
presas e utiliza-los em sua propria defesa (CIMINO e GHISELIN, 1999; 2009).
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Alguns autores sugerem que para se alimentar de esponjas quimicamente defendidas,
os nudibranquios desenvolveram a capacidade de destoxificar o metabolito ingerido
(CIMINO e GHISELIN, 2001; 2009). Este processo levaria a retencdo do metabdlito
diretamente em seus corpos para liberagdo em caso de perigo. Este tipo de sequestro de
metabdlitos de esponjas, fornece uma defesa quimica sem custos de produgdo ao
nudibranquio (CIMINO et al., 1993), contudo, algumas espécies desenvolveram ainda a
capacidade de biotransformar ou biossintetizar os metabolitos de novo a partir de uma ou mais
presas, e isto levou a uma maior especializagcdo alimentar (CIMINO e GHISELIN, 1999;
2009).

O nudibranquio que obtém seu metabolito secundario do alimento pode utiliza-lo em
sua defesa de trés diferentes maneiras. A primeira forma, seria posicionar o metabolito
diretamente na parte do corpo mais acessivel ao ataque do predador para maximizar o seu
efeito e diminuir o dano. Isto significa mover o metabdlito do trato digestivo para a pele. A
segunda maneira, seria aumentar a concentracdo dos metabolitos e a terceira forma seria
modificar o metabdlito a fim de torna-lo mais téxico aos predadores (CIMINO e GHISELIN,
2009). Penney (2002) observou que os nudibranquios também alocam proporcionalmente
menos matéria organica na parte exterior do corpo do que nas visceras, pois a parte externa é
regenerada mais facilmente e contém altas concentracdes de metabdlitos defensivos. Estas
areas do corpo do nudibranquio que sdo mais vulneraveis ao ataque sdo também as mais
defendidas quimicamente. Por esses motivos, as esponjas sdo fundamentais para a
sobrevivéncia dos nudibranquios doridaceos no meio marinho (CIMINO e GHISELIN, 2009).

Os nudibranquios doridaceos que adquirem defesa quimica do alimento séo, de fato,
especialistas no consumo de esponjas (PAWLIK et al., 1988). A busca por metabdlitos
secundarios mais eficazes contra a acdo dos predadores levou os nudibrédnquios a se
alimentarem de uma ou mais espéecies de esponjas (COOK, 1962; AYLING, 1968;
FAULKNER e GHISELIN, 1983). A especializacdo, ou ndo, em uma presa € considerada
uma estratégia desenvolvida ao longo da evolugéo, por isso, acredita-se que a predagéo teve
um importante papel na especiacdo dos nudibranquios (WAGELE e KLUSSMANN-KOLB,
2005).

A Ecologia Quimica Marinha constitui uma area caracterizada pela busca de
conhecimentos sobre mediagdes quimicas existentes em diferentes tipos e niveis de interacGes

entre organismos marinhos (PEREIRA, 2009). As pesquisas bioldgicas avaliam o modo de
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acdo e as consequéncias ecoldgicas e/ou evolutivas desses metabolitos em interaces
entre organismos marinhos (MCCLINTOCK e BAKER, 2001; LEAL et al., 20123, b).

Dentre os invertebrados marinhos, as esponjas e 0s nudibranquios sé@o 0s grupos que
mais se destacam, por conter uma grande diversidade de metabdlitos secundarios e também
devido ao grande potencial de aplicacdo farmacoldgica (MCCLINTOCK e BAKER, 2001,
LEAL et al., 20123, b).

Os metabdlitos secundarios, também chamados complementares ou especiais, fazem
parte de diversas classes de substancias organicas que sdo produzidas por vias biossintéticas
derivadas do metabolismo priméario (TEIXEIRA, 2009). Esses metabolitos sdo elementos
essenciais em estudos de ecologia quimica, em especial, por serem importantes mediadores de
interacdes bioldgicas entre os organismos marinhos (HAY et al., 1998).

Umas das interacbes mais estudadas no contexto da ecologia quimica marinha é a
predacdo. Sinais quimicos sdo importantes fatores que atuam na mediacdo quimica em
interagbes biologicas presa-predador (ZIMMER-FAUST, 1989). Acredita-se que a
guimiotaxia esteja presente na interacdo presa-predador entre nudibranquios e esponjas e
dependa da habilidade do animal em discriminar e reconhecer os odores dos alimentos
(SHAW, 1991). Entre os nudibrénquios, algumas espécies usam a quimiotaxia para escolher e
detectar suas presas e tém sido objeto de diversos estudos ecoldgicos (TODD, 1981; SEAVY
e MULLER-PARKER, 2002).

Dados sugerem gue os nudibranquios sdo capazes de utilizar a quimiotaxia durante a
localizacdo de suas presas, mas existem poucas evidéncias experimentais sobre este assunto.
Encontrar o alimento, posicionar a boca em direcdo ao mesmo e ingeri-lo sdo importantes
fases da alimentagéo dos nudibrénquios (SHAW, 1991).

A resposta comportamental de predadores em relagdo as presas quimicamente atrativas
tem sido frequentemente registradas (ZIMMER-FAUST, 1989; ZIMMER-FAUST et al.,
1996), porém, em sua maioria, ndo se tratam de trabalhos realizados sobre as interagdes presa-
predador entre esponjas e nudibranquios, mas sim com outras presas, como por exemplo,
cnidarios, briozoarios, ascidias e anémonas (HALL e TODD, 1984; SHAW, 1991;
TYNDALE et al., 1994; AVILA 1998; SEAVY e MULLER-PARKER, 2002). Em sua
maioria, 0S experimentos testam uma variedade de presas podendo, as vezes, incluir as
esponjas (HOOVER et al., 2012). E particularmente raro encontrar na literatura estudos sobre
atracdo quimica envolvendo somente interagcdes entre esponjas e nudibranquios (COOK,
1962; ELVIN, 1976).
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Os estudos de ecologia quimica no Brasil foram predominantemente realizados com
macroalgas, principalmente avaliando o efeito de extratos brutos atuantes como defesa
quimica contra os herbivoros. Diante da diversidade da fauna de invertebrados marinhos,
como por exemplo, esponjas, moluscos e cnidarios, e do potencial oferecido pelos 8.000 km
de éarea costeira no Brasil, é notdrio o nimero reduzido de trabalhos de ecologia quimica
marinha com estes organismos (PEREIRA et al., 2011). As abordagens com esponjas
compreendem, até entdo, algumas caracterizagcdes basicas sobre presenca e atuacdo de sinais
quimicos, defesas quimicas e fisicas (CLAVICO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2012b) e propriedades anti-incrustantes (RIBEIRO et al., 2012a; 2013).

No Brasil, cerca de 50 espécies de nudibranquios alimentam-se de esponjas marinhas
e algumas parecem apresentar relacGes de especificidade com suas presas (Vinicius Padula,
comunicacdo pessoal). Os registros sobre alimentacdo dos nudibranquios baseiam-se em
descricdes feitas a partir de observacGes no ambiente natural (Capitulo 1). A inexisténcia de
estudos experimentais limita o entendimento acerca do comportamento dos nudibranquios
com as suas presas, tanto em relacdo a preferéncia alimentar como a possivel mediacao
quimica na interacdo presa-predador.

A proposta deste trabalho foi avaliar experimentalmente o comportamento alimentar
de duas espécies de nudibranquios, ampliando as observacfes de campo no litoral do Rio de
Janeiro. Avaliou-se a preferéncia alimentar e a habilidade de quimio-percepcdo dos

nudibranquios Tyrinna evelinae e Cadlina rumia em relacdo as suas esponjas-presas.

8 AREA DE ESTUDO

Ver sessdo 2.2 “Arquipélago das Cagarras, Rio de Janeiro” e 2.4 “Canal de Itajurg,

Cabo Frio” no capitulo 1.
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9 MATERIAL E METODOS

O comportamento alimentar foi avaliado em ensaios de preferéncia com dupla escolha
oferecendo esponjas frescas. Experimentos de oferta de esponja vivas, pé de esponjas
liofilizadas e extratos brutos orgéanicos das esponjas foram utilizados para investigar se a

percepcdo dos moluscos as suas presas € modulada por sinais quimicos.

9.1 Coleta e transporte do material

Entre os meses de fevereiro de 2012 e agosto de 2013 foram realizadas 20 saidas a
campo (ver Tabela 1, capitulo 1), sendo que em algumas expedi¢des 0s nudibranquios ndo
foram encontrados.

O material coletado foi utilizado no laboratério para: a. confirmacdo do consumo ou
preferéncia alimentar dos nudibranquios versus esponjas através de observacdes dos
organismos nos aquarios, b. avaliacdo do potencial aleloquimico de organismos vivos e
extratos brutos de esponjas frente aos nudibranquios.

As espécies de nudibranquios Tyrinna evelinae e Cadlina rumia apresentaram o maior
nimero de observacdes de interacdes com esponjas in situ (ver capitulo 1) e, por isso, foram
escolhidas para a realizagdo dos ensaios.

As esponjas usadas nos experimentos de preferéncia alimentar e potencial
aleloquimico foram escolhidas baseadas nas observacdes de campo (ver capitulo 1), que
incluem: a. presenca no habitat natural onde os nudibranquios foram encontrados, b. habito
alimentar, c¢. maior viabilidade de coleta ao longo do ano, d. acesso as areas de coleta, e.
abundéancia.

Para realizacdo dos ensaios bioldgicos, as esponjas foram transportadas vivas em um
recipiente contendo grande quantidade de 4gua do mar e aeradores portateis (utilizados no
transporte de organismos marinhos). Sempre que possivel, as esponjas foram trazidas com
fragmentos do substrato no qual estavam fixadas, buscando diminuir o nivel de estresse e
aumentar as chances de sobrevivéncia nos aquarios. Foram coletadas as esponjas Dysidea
etheria (Figura 11A), Callyspongia sp. (Figura 11B), Tedania sp. (Figura 11C), Haliclona sp.

(Figura 11D) e Darwinella sp. Os nudibranquios Cadlina rumia (Figura 11E) e Tyrinna
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evelinae (Figura 11F) foram transportados vivos, separados das esponjas, em outro recipiente
contendo grande quantidade de &gua do mar e aeradores portateis. O periodo méaximo de
duracdo do transporte foi de até 3 horas. No total foram coletadas cinco espécies de esponja e
duas espécies de nudibranquios.

Para os ensaios de avaliagdo do potencial aleloquimico com extrato bruto, individuos
da esponja Dysidea etheria foram transportados em recipiente térmico contendo gelo eutético

(Gelox). Em seguida foram colocados no congelador para posterior liofilizacéo.

Figura 11 — Espécies de esponjas e nudibranquios utilizados nos ensaios.

Legenda: A. Esponja Dysidea etheria; B. Esponja do género Callyspongia; C. Esponja do género
Tedania; D. Esponja do género Haliclona; E. Nudibranquio Cadlina rumia e F.
Nudibrénquio Tyrinna evelinae.

Fontes: A, B, C e D, A autora, 2014; E, ALVIM; F, CASSINO.
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9.2 Ensaios de preferéncia alimentar

Os ensaios de comportamento alimentar foram realizados no Laboratério de Genética
Marinha (LGMar) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Neste ambiente as
esponjas foram mantidas em aquérios (200 L) com agua natural do mar filtrada (Figura 12A).
Os nudibranquios foram separados por espécies e mantidos em recipientes plasticos (14,5 cm
X 9 cm x 4,5 cm), inseridos e fixados nos aquarios, com aberturas laterais para passagem do
fluxo de agua (Figura 12B). Durante a manutencdo dos organismos, a temperatura da agua
variou entre 23° a 26°C e a salinidade entre 31 e 32.

Os nudibranquios ndo foram alimentados até o inicio dos ensaios a fim de obter uma
resposta rapida (SEAVY e MULLER-PARKER, 2002), e o periodo de jejum variou entre
quatro a 20 dias. As esponjas consideradas saudaveis foram selecionadas para realizacdo dos
ensaios (metodologia adaptada de HOOVER et al., 2012).

Para saber se os nudibréanquios apresentavam preferéncia pelas esponjas oferecidas,
foram feitos testes com trés espécies de esponjas, oferecidas duas a duas (adaptado de
HOOVER et al., 2012). Para o nudibranquio Cadlina rumia, os pares de esponjas foram:
Tedania sp. x Dysidea etheria (n = 3) (Figura 13A), Tedania sp. x Callyspongia sp. (n = 3)
(Figura 13B) e Dysidea etheria x Callyspongia sp. (n = 3) (Figura 13C). Para o nudibranquio
Tyrinna evelinae, os pares foram: Darwinella sp. x Haliclona sp. (n = 3) (Figura 13D),
Dysidea etheria x Haliclona (n = 3) (Figura 13E) e Darwinella sp. x Dysidea etheria (n = 3)
(Figura 13F).

Os testes foram feitos em recipientes de vidro (15 cm x 9 cm x 1 cm) com agua do mar
sem fluxo circulante. A profundidade de &gua era de trés centimetros e a distancia do
nudibrénquio até a presa era de 12 cm. Em cada recipiente, foram feitas adaptacGes utilizando
duas laminas para microscopia coladas com silicone para vedar aquarios, a fim de criar uma
barreira que dividisse o material em dois lados. As esponjas foram colocadas em cada lado do
recipiente dispostas da seguinte forma: por exemplo, se a réplica A estivesse com a esponja
Dysidea etheria do lado direito, na réplica B esta esponja estaria do lado esquerdo e na réplica
C do lado direito. Pequenos fragmentos das esponjas (aproximadamente um centimetro de
diametro) foram colocados por dois minutos antes do inicio dos ensaios a fim de permitir que
seu odor se espalhasse por todo o recipiente. Os nudibranquios foram colocados equidistantes

de cada lado do recipiente e orientados em direcéo as presas (Figura 13). Os ensaios duraram
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120 minutos e foram aplicados testes estatisticos nos dados obtidos (ver sessdo 9.6 “Analises
estatisticas” deste capitulo).

A hipotese testada neste ensaio foi que o nudibranquio Cadlina rumia ndo apresenta
preferéncia alimentar pelas esponjas oferecidas e o nudibranquio Tyrinna evelinae apresenta
preferéncia pela esponja Dysidea etheria.

Figura 12 — Manutencdo das esponjas e nudibranquios em aquarios.

Legenda: A. Manutengdo das esponjas e B. dos nudibranquios em aquérios na Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ); C. Recipientes utilizados para manutencdo dos

nudibranquios e D. Recipientes conectados a aquarios na Universidade Federal
Fluminense (UFF).

Fonte: A autora, 2014.



63

Figura 13 — Ensaios de preferéncia alimentar.

Legenda: A. Nudibranquio Cadlina rumia (seta vermelha) em ensaio com as esponjas Dysidea etheria
e Tedania sp.; B. com as esponjas Tedania sp. e Callyspongia sp.; C. com as esponjas
Callyspongia sp. e Dysidea etheria; D. Nudibranquios Tyrinna evelinae (seta amarela) em
ensaio com as esponjas Darwinella sp. e Haliclona sp.; E. com as esponjas Haliclona sp. e
Dysidea etheria; F. com as esponjas Darwinella sp. e Dysidea etheria.

Fonte: A autora, 2014.
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9.3 Ensaios de potencial aleloquimico: organismos vivos

Os ensaios de quimiotaxia com organismos vivos foram realizados no LGMar da
UERJ e a manutencdo dos organismos foi a mesma citada no item 9.2 deste capitulo.

Para determinar se os nudibranquios eram capazes de reconhecer e serem atraidos
quimicamente em direcdo as presas vivas, foram testadas as escolhas dos nudibranquios
Tyrinna evelinae e Cadlina rumia entre as esponjas e a condicdo controle (branco)
(metodologia adaptada de TYNDALE et al., 1994; AVILA, 1998; SEAVY e MULLER-
PARKER, 2002; HOOVER et al., 2012). Isto €, 0 alimento é ofertado em uma extremidade do
aquario e, na oposta, 0 espago permanece vazio.

O nudibrénquio Cadlina rumia foi avaliado frente a esponja Dysidea etheria (n = 3)
(Figura 14B) e o nudibranquio Tyrinna evelinae foi testado com as esponjas Darwinella sp.
(n = 3), Dysidea etheria (n = 3) (Figura 14C) e Haliclona sp. (n = 3) (Figura 14 D).

Os testes ocorreram da mesma forma como foi citado acima na sessdo 9.2 deste
capitulo, sendo que neste ensaio as esponjas foram posicionadas em um lado do recipiente da
seguinte forma: se a réplica A estivesse com a presa do lado direito, na réplica B a esponja
estaria do lado esquerdo e na réplica C do lado direito.

Os ensaios duraram 120 minutos e foram aplicados testes estatisticos nos dados
obtidos (ver sessdo 9.6 “Anadlises estatisticas” deste capitulo).

A hipétese deste ensaio € que os nudibrénquios, independente de serem espécie-
especificos, sdo capazes de reconhecer as pistas de suas presas e se locomover em direcdo as
mesmas. Para Cadlina rumia, que acredita-se ndo ter especificidade, foi testada uma unica
espécie de esponja (Dysidea etheria), escolhida devido a sua abundancia e coocorréncia. Ja
para Tyrinna evelinae, foram testadas trés espécies de esponjas (Darwinella sp., Haliclona sp.
e Dysidea etheria), acreditando que a resposta de atracdo seria verificada apenas em relacdo a

esponja Dysidea etheria.
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Figura 14 — Ensaios de potencial aleloquimico com organismos vivos.

Legenda

: A. Observagdo direta feita durante os ensaios; B. Nudibrénquio Cadlina rumia (seta
vermelha) em ensaio de atracdo quimica com a esponja Dysidea etheria; C.

Nudibranquio Tyrinna evelinae (seta amarela) em ensaio com a esponja Dysidea etheria
e D. com a esponja do género Haliclona.

Fontes: A, COUTO; B, C e D, A autora, 2014.
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9.4 Ensaios de potencial aleloquimico: esponja liofilizada em p6

Os ensaios com a esponja Dysidea etheria liofilizada e com seu extrato bruto foram
realizados no Laboratdrio de Ecologia Quimica Marinha da Universidade Federal Fluminense
(UFF). Neste local os nudibranquios foram mantidos em recipientes plasticos (15 cm x 10 cm
x 10 cm) com agua natural do mar (Figura 12C), conectados por mangueiras a aquarios de
aproximadamente 500 litros, com agua circulante (Figura 12D). No periodo de manutencdo a
temperatura variou entre 21° a 23°C e a salinidade entre 32 e 35.

Antes de iniciar os ensaios utilizando extrato organico bruto da esponja Dysidea
etheria, foram feitos experimentos utilizando-se a esponja liofilizada em p6 (que ainda néo
havia passado pelo processo de extracdo com solvente organico). Depois de liofilizada, a
esponja D. etheria foi macerada até a obtencdo do pd que foi incorporado nos alimentos
artificiais e oferecidos aos nudibranquios Cadlina rumia (n = 6) e Tyrinna evelinae (n = 6).

Os alimentos artificiais foram preparados de acordo com Wadell e Pawlik (2000a).
Para a preparacdo dos alimentos utilizou-se 0.27 g de agar, 8,55 mL de &gua destilada, 0.43 g
de lula liofilizada em p6, 10 mL de solvente organico diclorometano e 0.43 g da esponja D.
etheria liofilizada em pd. A esponja a ser testada foi solubilizada e aderida a lula em po
liofilizada no alimento-tratamento. Nos alimentos-controle, apenas o solvente foi adicionado a
lula em p6. O agar foi diluido na agua destilada e aquecido por 20 segundos em um forno de
microondas, em seguida foi acrescentado a lula. O gel obtido através dessa mistura foi aderido
a uma matriz plastica (Figuras 15 A e B) e depois cortado em 12 unidades iguais (seis
controle e seis tratamento) (Figura 15 C).

Em cada recipiente plastico redondo (150 mL) com &gua do mar sem circulacdo,
foram colocados um alimento controle e tratamento de cada lado e um nudibranquio no meio,
equidistante das op¢Oes (Figuras 15 D, E e F). A disposic¢do dos alimentos (lado esquerdo e
direito) foi a mesma mencionada nos itens acima 9.2 e 9.3. Os ensaios duraram 60 minutos e
foram aplicados testes estatisticos nos dados obtidos (ver sessdo 9.6 “Analises estatisticas”
deste capitulo).

A hipotese deste ensaio era que os nudibranquios iriam ser atraidos para os alimentos-

tratamento.
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Figura 15 — Ensaios de potencial aleloquimico com esponjas liofilizadas.

Legenda: A. Material utilizado na preparacdo dos alimentos artificiais; B. Molde em acrilico
utilizado na preparacdo dos alimentos; C. Alimentos artificiais utilizados nos ensaios
(controle e tratamento); D. Ensaio de quimiotaxia com o nudibranquio Cadlina rumia
ao centro; Ensaio com o nudibranquio Tyrinna evelinae (seta amarela): E. sobre o
tratamento e F. sobre o controle.

Fonte: A autora, 2014.
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9.5 Ensaios de potencial aleloquimico: extrato bruto

Os ensaios de quimiotaxia com extrato bruto foram realizados no Laboratério de
Ecologia Quimica Marinha da UFF e a manutencdo dos organismos foi a mesma citada no
item 9.4 deste capitulo.

Dois bioensaios diferentes foram realizados para avaliar a atuacdo dos metabolitos
secundarios da esponja Dysidea etheria como sinalizadores quimicos frente aos
nudibrénquios. Esponjas liofilizadas foram submetidas & extragdo exaustiva em solvente
organico, diclorometano e etanol, na proporc¢do 2:1. Utilizou-se solvente suficiente para cobrir
0 volume de esponjas a ser extraida. Apos este procedimento, as esponjas foram colocadas em
aparelho de banho maria para laboratério, para agitacdo das moléculas, durante 20 minutos. O
processo de extracdo teve duracdo de quatro dias, ocorrendo filtracdo e troca de solvente a
cada 24 horas. Foram obtidos 0.303 gramas de extrato bruto a partir de 5.420 gramas da
esponja D. etheria liofilizada.

Para os ensaios com o nudibranquio Cadlina rumia (n = 6), a concentragéo natural dos
extratos brutos foi reproduzida em alimentos artificiais (WADELL e PAWLIK, 2000a). Para
a preparacdo dos alimentos utilizou-se 0,14 g de &gar, 8,50 mL de agua destilada, 0,21 g de
lula liofilizada em po6, 1 mL de solvente diclorometano e 0,011g (concentracdo natural) de
extrato bruto. O extrato testado foi solubilizado e aderido a lula em pd liofilizada no alimento-
tratamento. Nos alimentos-controle, apenas o solvente foi adicionado a lula em pé.

O ensaio foi realizado como descrito no item 9.4 acima, mas diferindo pela disposi¢ao
dos alimentos e pelo fluxo de 4gua do mar unidirecional (Figura 16 A). Neste ensaio, na parte
superior do recipiente estava a entrada da agua e na parte inferior a saida. Se na réplica A o
controle foi posicionado na parte superior do recipiente, na réplica B o mesmo ficava na parte
inferior. A hipdtese deste experimento era que os nudibrénquios iriam ser atraidos em direcéo
aos alimentos-tratamento.

Em outro ensaio de atracdo quimica foi oferecido o extrato bruto da esponja D.
etheria, em concentragdo natural, incorporado em esponjas marinhas naturais secas -
esqueleto de espongina disponivel comercialmente, sem componentes quimicos (CLAVICO
et al., 2006). Foram obtidos 0,582 gramas de extrato bruto de 17 gramas da esponja D. etheria
liofilizada. Pequenos pedacos da esponja marinha natural seca foram cortados e pesados em

uma balanca de precisdo. O peso medio foi de 0, 216 gramas. No tratamento 0, 007 gramas de
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extrato bruto foram diluidos em 5 mL do solvente organico diclorometano e impregnados no
pedago de esponja “mimica”. Para o controle, somente o solvente foi adicionado.

Foram oferecidas esponjas “mimicas” contendo extrato organico bruto (tratamento) e
outra contendo somente solvente (controle) para o nudibranquio Tyrinna evelinae (n = 2)
(Figura 16B). O ensaio teve duragdo de 40 minutos e foram feitas observagOes sem
interrupgdes. A hipotese deste ensaio seria que os nudibranquios iriam ser atraidos para as

esponja “mimicas” tratamento.

Figura 16 — Ensaios de potencial aleloquimico com extrato bruto.

Legenda: A. Ensaio com alimentos artificiais (seta vermelha indica o nudibranquio Cadlina rumia); B.
Ensaio com esponja mimica (seta amarela indica o nudibranquio Tyrinna evelinae).
Fonte: A autora, 2014.

9.6 Analises estatisticas

9.6.1 Testes controle

Para saber se os protocolos dos ensaios com organismos vivos estavam levando a
resultados tendenciosos foram feitos primeiro testes controle que analisaram a posi¢do dos
alimentos nos recipientes (lado) e o tamanho das esponjas (didmetro) em relagdo a trés
parametros: (1) o tempo total de permanéncia em cada opg¢do, (2) o tempo que 0S
nudibranquios levaram para realizar a primeira escolha e (3) o nimero de visitas em cada

opcao.
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Para testar a posicdo dos alimentos nos recipientes em relacdo ao tempo total de
permanéncia e tempo para primeira escolha foi utilizado o Univariate Test of Significance, em
relacdo ao numero de visitas foi utilizado o Mann-Whitney U Test. Para testar o tamanho das
esponjas aos trés parametros citados acima foi utilizado Regressao (STATISTICA 7 StatSoft).

Para os ensaios com esponjas liofilizadas e extrato bruto s6 a posi¢do dos alimentos foi
analisada. O tamanho dos alimentos artificiais ndo foi analisado por serem iguais, logo se

assumiu que este fator nédo iria afetar a resposta dos nudibranquios.

9.6.2 Testes de preferéncia

Em seguida foram realizados os testes para detectar diferencas significativas
(considerando p < 0,05) de preferéncia entre as op¢bes oferecidas, dos ensaios com
organismos vivos, com esponjas liofilizadas e extrato bruto. Em relacdo aos parametros 1
(tempo total de permanéncia) e 2 (tempo para primeira escolha) foram feitos testes ANOVA.
Em relacdo ao parametro 3 (numero de visitas) foi utilizado o Mann-Whitney U Test
(STATISTICA 7 StatSoft).

10 RESULTADOS

10.1 Coleta e manutencéo dos organismos

No total foram coletados 13 espécimes do nudibranquio Tyrinna evelinae e 25
espécimes do nudibranquio Cadlina rumia.

As esponjas foram mantidas vivas nos aquarios por um periodo de até dois meses.
Apos este tempo algumas esponjas (e.g. Dysidea etheria) comecavam a perder suas fibras
indicando a morte de suas células. Os nudibranquios foram mantidos por um periodo de até
seis meses, com a morte eventual de alguns individuos. Em geral, para cada saida a campo

realizada eram coletados dois individuos de Tyrinna evelinae e quatro de Cadlina rumia.
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10.2 Ensaios bioldgicos

No total foram realizados 14 ensaios, destes, seis para preferéncia alimentar; quatro de
quimiotaxia com organismos Vivos; dois ensaios com esponjas liofilizadas em pd; um ensaio
com extrato organico bruto adicionado a alimentos artificiais € um ensaio com extrato

organico bruto adicionado a esponjas marinhas naturais secas (Tabela 3).

Tabela 3 — Resumo de todos os ensaios realizados.

Tempo
Pref. Alimentar (min) | Réplicas | Ensaios Cadlina rumia Tyrinna evelinae
120 3 6 Tedania Callyspongia  D. etheria | Darwinella  Haliclona D. etheria

Pot. Aleloquimico Cadlina rumia Tyrinna evelinae
Organismos vivos 120 3 4 D. etheria | Darwinella  Haliclona D. etheria
Esponja liofilizada 60 6 2 Controle/Tratamento Controle/Tratamento
Extrato bruto Alimento artificial 60 6 1 Controle/Tratamento

Esponja mimica 40 2 1 Controle/Tratamento

Legenda: Pref. Alimentar = ensaio de preferéncia alimentar; Pot. Aleloquimico = ensaio de potencial
aleloquimco; Réplicas = nimero de unidade experimental para cada ensaio.
Fonte: A autora, 2014.
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10.2.1 Ensaio de preferéncia alimentar

Nos testes controle ndo houve efeito significante de posicdo do alimento (esquerdo ou
direito) no recipiente ou tamanho das esponjas (didmetro) nos ensaios de preferéncia

alimentar e nos ensaios de atracdo quimica com organismos vivos (Tabelas 7 e 8).

10.2.1.1 Preferéncia alimentar Cadlina rumia

Esponjas Tedania sp. versus Dysidea etheria

Nos experimentos de escolha entre duas opcbes de esponjas, com o nudibranquio
Cadlina rumia, duas réplicas escolheram a esponja Dysidea etheria e ficaram proximas a ela
até o final do ensaio. Um individuo escolheu, inicialmente, a esponja Tedania sp., porém
mudou sua opg¢do e permaneceu proximo a esponja Dysidea etheria até o fim do experimento
(Figura 17; Grafico 3, Ensaio 1). Os nudibranquios passaram, em média, mais tempo
préximos a Dysidea etheria (Tabela 4).

Os testes estatisticos realizados ndo mostraram diferencas signifativas em relacdo ao
tempo total de permanéncia em cada opcdo (p = 0,132), tempo para realizar a primeira
escolha (p = 0,364) e numero de visitas (p = 0,127) (Gréfico 2, Ensaio 1; Tabela 9).

Este resultado mostrou que Cadlina rumia pode detectar e escolher a presa. Como néo
houve consumo das esponjas, a hipdtese que C. rumia ndo apresenta preferéncia alimentar
pelas duas espécies oferecidas foi confirmada, apesar dos testes estatisticos ndo sustentarem
esta hipdtese. O alto desvio padrdo apresentado foi devido ao numero de réplicas

extremamente baixo.
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Figura 17 — Ensaios de preferéncia alimentar do nudibranquio Cadlina rumia em relagdo as esponjas Tedania sp.
x Dysidea etheria.
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Legenda: Nudibranquio A. Se aproximando da esponja Tedania sp.; B. Contornando o recipiente indo em
dire¢do a esponja Dysidea etheria; C. Fazendo o contorno; D. Se aproximando de D. etheria.
Fonte: A autora, 2014.
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Esponjas Tedania sp. versus Callyspongia sp.

Neste ensaio, em duas réplicas individuos de C. rumia inicialmente escolheram a
esponja Callyspongia sp., depois se aproximaram da esponja Tedania sp. e entdo retornaram
para proximo da esponja Callyspongia sp., onde permaneceram até final do ensaio. Na
terceira réplica o espécime de C. rumia inicialmente se movimentou em direcdo a Tedania sp.,
depois foi em direcdo a Callyspongia, retornou para Tedania sp., mas terminou 0 ensaio
proximo a Callyspongia. A movimentacdo observada estd representada no grafico de
comportamento (Figura 18; Gréfico 3, Ensaio 2). Em média, o tempo total de permanéncia foi
maior proximo a esponja Callyspongia sp. (Tabela 4).

Os testes estatisticos realizados ndo constataram diferencas signifativas em relacdo ao
tempo total de permanéncia em cada opcdo (p = 0,053), tempo para realizar a primeira
escolha (p = 0,598) e 0 nimero de visitas (p = 0,190) nédo foi significativo (Gréfico 2, Ensaio
2; Tabela 9).

Cadlina rumia ndo consumiu as esponjas oferecidas. A hipdtese que esta espécie de
nudibranquio ndo apresenta preferéncia alimentar pelas duas esponjas oferecidas foi

confirmada, apesar dos testes estatisticos ndo sustentarem esta hipétese.
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Figura 18 — Ensaios de preferéncia alimentar do nudibranquio Cadlina rumia em relacdo as esponjas Tedania
sp. X Callyspongia sp.
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Legenda: Cadlina rumia (seta vermelha): A. Aproximando-se da esponja Tedania sp.; B. Sobre a esponja
Callyspongia sp.; C. Proximo a esponja Tedania sp. € D. nudibranquio aproximando-se de Callyspongia
sp.

Fonte: A autora, 2014.
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Esponjas Dysidea etheria versus Callyspongia sp.

Em duas réplicas ocorreu de, inicialmente, individuos de Cadlina rumia escolherem a
esponja Callyspongia sp., depois irem em direcdo a esponja D. etheria e permanecerem
proximas a mesma até o fim do experimento. Na terceira réplica C. rumia inicialmente se
deslocou em direcéo a Dysidea etheria e depois foi em direcdo a Callyspongia sp. Esta réplica
se movimentou mais vezes do que as outras, realizando trés visitas em cada opc¢ao de esponja.
A movimentacdo observada estd representada no grafico de comportamento (Figura 19;
Gréfico 3, Ensaio 3).

Em média, o tempo total de permanéncia de C. rumia foi maior proximo a esponja
Dysidea etheria (Tabela 4).

A diferenca em relacdo ao tempo total de permanéncia em cada opgdo (p = 0,143),
tempo para realizar a primeira escolha (p = 0,241) e namero de visitas (p = 1,0) nao foi
significativa estatisticamente (Gréfico 2, Ensaio 3; Tabela 9).

Cadlina rumia ndo consumiu as esponjas oferecidas. A hipotese que esta espécie de
nudibranquio ndo apresenta preferéncia alimentar pelas duas esponjas oferecidas foi

confirmada, apesar dos testes estatisticos ndo sustentarem esta hipétese.
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Figura 19 — Ensaios de preferéncia alimentar do nudibranquio Cadlina rumia em relacéo as esponjas Dysidea
etheria x Callyspongia sp.
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Legenda: Cadlina rumia (seta vermelha) A. Aproximacdo da esponja Callyspongia sp. e B. Se afastando desta
esponja; C. Fazendo o contorno para passar para 0 outro lado do recipiente e D. Se aproximando de
D.etheria

Fonte: A autora, 2014.
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Gréfico 2 — Média do tempo total de permanéncia, tempo da primeira escolha e nimero de visitas do
ensaio de preferéncia alimentar com Cadlina rumia.

Ensaio 1
=120 - 120 - 6 - I Dysidea etheria
o &3 o
£ P=0,132 P =0,364 P=0,127 [ Tedania
‘:100 b = 100 54
5 = =
8 g0 - S 80 % 4
: 60 : g 3
3 E = ) 1
s s 3
= 40 - 2 g 2
E g 2
2 20 - = 1
5
= g 0
Ttot Nv
Ensaio 2
~120 - 120 - 6 - Callyspongia
=
é P=0,053 P =0,598 P=0,190 [ Tedania
=100 - = 100 1 5
- - =
e E =
§ 80 H <
H @ =
g < 6 H
g. 60 : .g 3 1
< o e
Z' 40 A E- 40 g 2 A
=3 ) =
- [>=4 =
2 20 1 20 1
£
2
0 0 - 0
Ttot Ta
Ensaio 3
=120 1 120 - 6. I Dysidea etheria
2 P=0,143 P =0,241 _ v .
E100 - 100 { 5 Hois CRRRROE
o - -
o >
= = =
2 80 & 801 R
© ] ©
g 2 3
g 60 1 = 60 2 3
C s =
= 40 4 2 40+ 5 2
2 § =
" £ E
2 20 20 - 14
£
i)
0 1 0 - 0 i —
Ttot Tia Nv

Legenda: A barra em cada coluna corresponde ao desvio padrdo. Ttot = tempo total, Tla = tempo
para primeira visita, Nv = nimero de visitas.
Fonte: A autora, 2014.



Ensaio 1 — Cadlina rumia: Tedania sp. x Dysidea etheria

Gréfico 3 - Comportamento de Cadlina rumia observado durante os ensaios de preferéncia alimentar.

Ensaio 2- Cadlina rumia: Callyspongia sp. x Tedania sp.

2 (TID)

+20-{min) +26(Min) e (min) 120 (MIN)
100 100 100 100
80 80 80 80
60 4 60 60
‘O - 40 40 60
20 20 20 20
Tedania . Dysidea Dysidea = Tedania ~Dysidea Tedania Callyspongffa Tedania
Réplica A Réplica B Réplica C Réplica A
Ensaio 3 — Cadlina rumia: Callyspongia sp. x Dysidea etheria
s (min) o (min) .. (min)
100 100 ‘LWT
80 80 80 :
60 80 60
40 40 ] 40 |
| 20 20 :
Callyspongia Dysidea Dysidea Callyspongia Callyspong;a Dysidea

Réplica A

Fonte: A autora, 2014.
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10.2.1.2 Preferéncia alimentar Tyrinna evelinae

Esponjas Darwinella sp. versus Haliclona sp.

Neste ensaio, das trés réplicas, somente em uma T. evelinae se locomoveu (réplica C).
Nas outras duas réplicas os individuos de T. evelinae permaneceram proximos a posicdo
inicial durante todo o tempo do experimento. Na terceira réplica T. evelinae inicialmente
escolheu a esponja Darwinella, mas apds alguns minutos mudou sua posic¢do e foi em direcdo
a Haliclona sp., porém, retornou para proximo de Darwinella sp. onde permaneceu até o final
do ensaio. A movimentacdo observada esta representada no grafico de comportamento
(Figura 20; Gréfico 5, Ensaio 4). Em média, o tempo total de permanéncia foi maior proximo
a Darwinella sp. (Tabela 6).

A diferenca em relacdo ao tempo total de permanéncia em cada opcédo (p = 0,428) e
numero de visitas (p = 0,828) ndo foi significativa estatisticamente (Grafico 4, Ensaio 4;
Tabela 11).

Tyrinna evelinae ndo consumiu as esponjas oferecidas. A hipdtese que esta espécie de
nudibranquio ndo apresenta preferéncia alimentar pelas duas esponjas oferecidas foi

confirmada, apesar dos testes estatisticos ndo sustentarem esta hipotese.

Figura 20 — Ensaios de preferéncia alimentar do nudibranquio Tyrinna evelinae em relacdo as esponjas
Darwinella sp. x Haliclona sp.

Legenda: A. Tyrinna evelinae se aproximando da esponja Darwinella sp.; B. Nudibranquio posicionado sobre
a esponja.
Fonte: A autora, 2014.
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Esponjas Dysidea etheria versus Haliclona sp.

Neste ensaio, somente em duas réplicas os espécimes de T. evelinae se movimentaram
(réplicas A e C). Na primeira réplica houve escolha inicial por movimentacdo em direcdo a
Dysidea etheria, mas depois mudou a op¢éo na direcdo de Haliclona sp. Na terceira réplica T.
evelinae foi primeiro em direcdo a Haliclona sp., depois se aproximou de Dysidea etheria e
apos alguns minutos voltou novamente para proximo de Haliclona sp. A movimentagédo
observada esta representada no grafico de comportamento (Figura 21; Gréfico 5, Ensaio 5).

Apesar de terem se aproximado da esponja Dysidea etheria, em média, o tempo total
de permanéncia foi maior préximo a Haliclona sp. (Tabela 6).

A diferenca em relacdo ao tempo total de permanéncia em cada opcdo (p = 0,207),
tempo para realizar a primeira visita (p = 0,898) e nimero de visitas (p = 0,663) ndo foi
significativa estatisticamente (Grafico 4, Ensaio 5; Tabela 11).

Tyrinna evelinae ndo consumiu as esponjas oferecidas. A hipotese que esta espécie de
nudibranquio apresenta preferéncia pela esponja Dysidea etheria oferecida, neste ensaio nao

foi confirmada.
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Figura 21 — Ensaios de preferéncia alimentar do nudibrdnquio Tyrinna evelinae em relacdo as esponjas
Dysidea etheria x Haliclona sp.
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Legenda: Tyrinna evelinae (seta amarela) A. Se aproximando da esponja Haliclona sp. na réplica trés; B.
Detalhe da aproximagdo; C. Se aproximando da esponja Dysidea etheria e D. Se aproximando da
esponja Haliclona sp.

Fonte: A autora, 2014.
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Esponjas Dysidea etheria versus Darwinella sp.

Neste ensaio, na réplica A, Tyrinna evelinae escolheu ir em direcdo a esponja
Darwinella, mas nas réplicas B e C os espéecimes deste nudibranquio foram em direcéo a D.
etheria. Todas as réplicas realizaram s6 uma visita a esponja escolhida. A movimentacéao
observada esta representada no grafico de comportamento (Figura 22; Gréafico 5, Ensaio 6).

Em média, o tempo total de permanéncia foi maior proximo a D. etheria do que de
Darwinella sp. (Tabela 6).

A diferenca em relagdo ao tempo total de permanéncia em cada opg¢éo (p = 0,639),
tempo para realizar a primeira visita (p = 0,479) e ndmero de visitas (p = 0,513) ndo foi
significativa estatisticamente (Gréafico 4, Ensaio 6; Tabela 11).

Tyrinna evelinae consumiu as esponjas oferecidas. Este € o primeiro registro de
alimentacéo in vitro do nudibranquio T. evelinae.

O resultado deste ensaio sugere que T. evelinae apresenta preferéncia pela esponja D.

etheria, contudo, a analise estatistica, ndo corrobora esta hipotese.
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Figura 22 — Ensaios de preferéncia alimentar do nudibranquio Tyrinna evelinae em relacdo as esponjas Dysidea
etheria x Darwinella sp.

Legenda: Tyrinna evelinae (seta amarela) A. Alimentando-se da esponja D. etheria na réplica trés; B. Detalhe
deste consumo; C, Se aproximando de Darwinella sp. e D. Detalhe desta aproximacéo; E e F.
Alimentando-se da esponja Darwinella.

Fonte: A autora, 2014.
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Grafico 4 — Média do tempo total de permanéncia, tempo da primeira escolha e nimero de visitas do ensaio de
preferéncia alimentar com Tyrinna evelinae.
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Legenda: As barras em cada coluna correspondem a media e ao desvio padrdo. Ttot = tempo total, T1a = tempo
para primeira visita, Nv = nimero de visitas.
Fonte: A autora, 2014.



Gréafico 5 — Comportamento de Tyrinna evelinae observado durante os ensaios de preferéncia alimentar.

Ensaio 4 —T. evelinae:

Darwinella sp. x Haliclona sp.
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Ensaio 5 — T. evelinae: Dysidea etheria x Haliclona sp.
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Ensaio 6 — T. evelinae: Dysidea etheria x Darwinella sp.

20

100 A

80

(min)

Darwinella Dysidea

120

(min)

100 +

80 H

20 A

-

(2]
|Darwinella Dysidea

120

{min)

100 -

80 A

20 A

o
Darwinella Dysidea

Reéplica A

Reéplica B

Reéplica C

86






