10.2.2 Ensaio de potencial aleloguimico: organismos vivos

10.2.2.1 Nudibranquio Cadlina rumia

Esponja Dysidea etheria versus controle branco
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Nos experimentos de escolha entre esponjas marinhas e o controle branco, nas trés

réplicas os espécimes de C. rumia reconheceram e foram em direcdo a esponja D. etheria

(Figura 23; Gréafico 8, Ensaio 1), e passaram mais tempo préximos a esta esponja do que

longe dela.

Esta diferenca foi significante, com Z = 1,964; p = 0.050, em relagdo ao nimero de

visitas e F = 1418,778; p < 0.001 em relacdo ao tempo de permanéncia (Gréafico 6; Tabela 9).

Este resultado mostrou que C. rumia p6de detectar e escolher a presa a certa distancia

(12 cm). O tempo para os nudibranquios escolherem a primeira opgdo variou entre 2 e 11

minutos apés o inicio do ensaio (Tabela 4).

A hipétese que os nudibranquios iriam reconhecer as presas e se locomover em suas

direces foi confirmada.

Gréfico 6 — Média do nimero de visitas e tempo de permanéncia total do ensaio de potencial aleloquimico com

organismos vivos: Cadlina rumia
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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.
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Figura 23 — Ensaios de potencial aleloquimico presente em Dysidea etheria sobre o nudibranquio Cadlina
rumia com esta esponja viva.

Legenda: Registro de deslocamento do nudibranquio C. rumia em dire¢do & esponja D. etheria (seta vermelha
indica a posicdo do nudibranquio no momento da captura da imagem). A. Posi¢cdo no inicio do
ensaio; B, C, D, E e F. Trajeto registrado até 0 momento da aproximag&o.

Fonte: A autora, 2014.
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10.2.2.2 Nudibranquio Tyrinna evelinae

Esponja Darwinella sp. versus controle branco

Neste ensaio com T. evelinae, duas réplicas foram inicialmente em direcdo ao lado
controle (branco) e uma réplica ndo se locomoveu para nenhuma das opcdes. Apesar de
inicialmente escolherem o lado controle, as duas réplicas foram em direcdo a esponja amarela
(Figura 24). O comportamento observado a seguir variou entre os dois lados oferecidos e esta
representado nos graficos de comportamento (Gréafico 8, Ensaio 2).

N&o houve diferenca significativa em relacdo ao tempo total de permanéncia em cada
opcéo (p = 0,836), tempo para realizar a primeira escolha (p = 0,190) e nimero de visitas (p =
1,00) (Gréfico 7, Ensaio 2; Tabela 10).

O tempo total de permanéncia, em média, foi maior longe da esponja (lado controle)
do que préximo a ela (Tabela 5). Este resultado mostra que Tyrinna evelinae detectou a presa,
mas preferiu ndo ficar proximo da esponja durante o ensaio, sugerindo que o potencial

aleloquimico da esponja seja capaz de repelir e ndo de atrair o nudibranquio.



Figura 24 — Ensaios de potencial aleloquimico presente em Darwinella sobre o nudibranquio Tyrinna
evelinae com esta esponja viva.

s,

1
1
3

MR v 5 e re
ash - A

&

S

- B 3
o SR % -
¢-vvv‘ﬁ&' e i 4l
g}
x £l
3

i

¥
e
b

Legenda: A. Posicdo no inicio do ensaio da réplica um; B. Nudibranquio préximo a esponja; C. Detalhe
da aproximagdo; D. Nudibranquio indo em diregdo ao lado sem esponja (branco); E. Réplica
trés posicionada no lado sem esponja; F. Detalhe do nudibranquio no lado branco.

Fonte: A autora, 2014.
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Esponja Haliclona sp. versus controle branco

Duas réplicas foram inicialmente em direcdo ao lado controle (branco) e uma réplica
ndo se locomoveu para nenhuma das opgdes. Apesar de inicialmente escolherem o lado
controle, as duas réplicas foram em direcdo a Haliclona sp. (Figura 25). A movimentagéo
observada esta representada nos graficos de comportamento (Grafico 8, Ensaio 3).

N&o houve diferenca significativa em relacdo ao tempo total de permanéncia em cada
opcéo (p = 0,569), tempo para realizar a primeira escolha (p = 0,575) e nimero de visitas (p =
0,827) (Gréfico 7, Ensaio 3; Tabela 10).

O tempo total de permanéncia, em média, foi maior longe da esponja (lado controle)
do que préximo a ela (Tabela 5). Este resultado sugere que Tyrinna evelinae detectou a presa,
mas preferiu ndo ficar proximo da esponja durante o ensaio, sendo o potencial aleloquimico

da esponja capaz de repelir e ndo atrair o nudibranquio.



Figura 25 — Ensaios de potencial aleloquimico presente em Haliclona sobre 0  nudibranquio Tyrinna
evelinae com esta esponja viva.
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Legenda: A. Posigdo inicial do ensaio; B. Nudibranquio prdximo ao lado branco (sem esponja); C.
Proximo a esponja Haliclona sp.; D. Nudibranquio se aproximando da esponja; E. Proximo a
esponja Haliclona sp.; F. Detalhe da aproximacéo do nudibranquio em relacéo a esponja.

Fonte: A autora, 2014.
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Esponja Dysidea etheria versus controle branco

Neste ensaio, todas as réplicas reconheceram e se deslocaram inicialmente em direcéo
a esponja Dysidea etheria. Depois, somente duas réplicas mudaram sua opg¢do e foram
investigar o lado controle (branco), mas retornaram para proéximo da esponja onde
permaneceram até o final do ensaio (Figura 26). A movimentagdo observada esta representada
nos graficos de comportamento (Grafico 8, Ensaio 4).

Embora nédo tenha sido obtido um resultado significativo no experimento (p = 0,071
em relacdo ao tempo total de permanéncia em cada opcdo; p = 0,546 em relacdo ao tempo
para realizar a primeira escolha e p = 0,275 em relacdo ao numero de visitas) (Grafico 7,
Ensaio 4; Tabela 10), 100% das réplicas alimentaram-se da esponja Dysidea etheria. Logo, 0
tempo total de permanéncia, em média, foi maior proximo a esponja (Tabela 5).

Este resultado mostra que Tyrinna evelinae ndo sO detectou a presa, como se
alimentou da mesma. A hipdtese que esta espécie de nudibranquio iria reconhecer e ir em

direcdo a esponja foi confirmada.



Figura 26 — Ensaios de potencial aleloquimico presente em Dysidea etheria sobre o nudibranquio
Tyrinna evelinae com esta esponja viva.

Legenda: A. Posicdo inicial do ensaio; B. Nudibranquio se aproximando da esponja Dysidea etheria;
C. Nudibranquio se alimentando da esponja; D. Posicdo final do ensaio; E e F. Réplicas
dois e trés também se alimentando da esponja.

Fonte: A autora, 2014.
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Grafico 7 — Média do tempo total de permanéncia, tempo da primeira escolha e nimero de visitas do ensaio de
potencial aleloquimico com organismos vivos: Tyrinna evelinae.
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Fonte: A autora, 2014.



Gréfico 8 — Comportamento de Cadlina rumia e Tyrinna evelinae observado durante os ensaios de potencial aleloquimico com organismos vivos.

Ensaio 1 - C. rumia: Dysidea etheria x branco
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Ensaio 3 — T. evelinae: Haliclona sp. x branco
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Tabela 4 - Ensaios de preferéncia alimentar e potencial aleloquimico com organismos vivos: nudibranquio Cadlina rumia

Tedania sp. Dysidea etheria Callyspongia sp. Branco
Data da coleta Data do ensaio  Réplica L T1 Nv Tt d L T1 Nv Tt d L T1 Nv Tt d Tl Nv Tt
15/03/2013 02/04/2013 A E 20 1 50 1 D 85 1 36 2
B D 0 0 1 E 40 1 81 1
C D 0 0 0,8 E 40 2 53 15
Média 20 0,3 16,7 55 1,3 56,7
DP 0,6 28,9 26 0,6 22,7
15/03/2013 03/04/2013 A D 29 1 25 1 E 4 2 42 1
B D 24 1 40 0,9 E 4 2 47 1,2
C E 9 2 20 0,8 D 34 2 57 13
Média 20,6667 1,333 28,3 14 2 48,7
DP 10,4083 0,577 10,4 17,3 0 7,64
15/03/2013 04/04/2013 A D 61 1 60 1 E 8 1 18 15
B E 44 1 77 1 D 12 1 25 1,3
C D 5 3 31 0,8 E 20 3 42 1,3
Média 36,6667 1,7 56 13,3 1,67 28,3
DP 28,7112 1.2 23,26 6,11 1,15 12,3
13/07/2013 17/07/2013 A D 11 1 110 1 0 0 0
B E 2 1 119 1,3 0 0 0
C D 11 1 110 1 0 0 0
Média 8 1 113 0 0
DP 5,19615 0 5,196 0 0

Legenda: L = lateralidade; D = lado direito; E = lado esquerdo; T1 = tempo da primeira visita esponja; Nv = nimero de visitas; Tt = tempo total de permanéncia em
cada opcdo; d = didmetro das esponjas em centimetros; DP = desvio padrao.
Fonte: A autora, 2014.



Tabela 5 - Ensaios de potencial aleloquimico com organismos vivos do nudibranquio Tyrinna evelinae

98

Darwinella sp. Dysidea etheria Haliclona sp. Branco
Data da coleta Data do ensaio Réplica T1 Nv Tt d L Tl Nv Tt d T1 Nv Tt d T1 Nv Tt
22/08/2013 26/08/2013 A 36 5 54 0,9 5 4 29
B 0 0 08 0 0
C 15 3 16 1,3 5 4 56
Média 25,5 2,7 23,3 5 2,7 28,3
DP 14,8 2,5 21,7 0 2,3 28
22/08/2013 29/08/2013 A 92 1 29 0,7 40 1 43
B 0 0 0,8 0 0
C 10 3 12 1,7 2 4 26
Média 51 1,33 13,7 21 1,7 23
DP 57,98 1,53 14,6 26,9 2,1 22
22/08/2013 02/09/2013 A D 21 1 100 15 0 0
B 70 3 21 1 95 1 10
C D 5 2 82 1 20 2 15
Média 32 2 67,67 57,5 1 8,3
DP 3387 1 414 53 1 7,6

Legenda: L = lateralidade; D = lado direito; E = lado esquerdo; T1 = tempo da primeira visita esponja; Nv = nimero de visitas; Tt = tempo total de permanéncia em
cada opcao; d = didmetro das esponjas em centimetros; DP = desvio padréo.
Fonte: A autora, 2014.



Tabela 6 - Ensaios de preferéncia alimentar do nudibranquio Tyrinna evelinae

Darwinella sp. Dysidea etheria Haliclona sp.
Data da coleta Data do ensaio  Réplica L Tl Nv Tt d L T1 Nv Tt d L T1 Nv Tt d
22/08/2013 05/09/2013 A D 0 0 08 E 0 0 1,4
B E 0 0 2 D 0 0 1,6
Cc D 4 4 70 14 E 84 1 8 2
Média 4 13 23,3 84 0,33 2,67
DP 2,3 40,4 0,58 4,62
22/08/2013 06/09/2013 A D 59 1 3 11 E 87 1 28 15
B E 0 0 1 D 0 0 1
C D 77 1 10 1,2 E 42 3 39 11
Média 68 0,67 4,333 64,5 1,33 22,3
DP 12,73 0,58 5,132 31,82 1,53 20,1
22/08/2013 10/09/2013 A E 64 1 57 1 D 0 0 1
B D 0 0 15 E 50 1 11 1
C D 0 0 1,3 E 17 1 104 1
Média 64 0,3 19 33,5 0,67 38,33
DP 0,6 32,9 23,33 0,58 57,13

Legenda: L = lateralidade; D = lado direito; E = lado esquerdo; T1 = tempo da primeira visita esponja; Nv = ndmero de visitas; Tt = tempo total de
permanéncia em cada opcdao; d = didmetro das esponjas em centimetros; DP = desvio padréo.
Fonte: A autora, 2014.



Tabela 7 — Testes controle dos ensaios de preferéncia alimentar e potencial aleloquimico com organismos vivos

Lateralidade (L)

Teste

: nudibranquio Cadlina rumia.

SS Grau de Liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) Univariate Test of Significance 126,04 1 126,04 0,09521 0,760557
2 Tempo la visita (T1) Univariate Test of Significance 585,97 1 585,97 1,21801 0,285130
Rank Sum E Rank Sum D U z p-level
. Mann-Whitney U Test
3 No. visitas (NV) ann-vvnitney 167,0000 133,0000 55,00000 0,981495 0,326349
Tamanho
N R R2 p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) Regresséo 20,00 0,20159453 0,04064 0,394043
2 Tempo la visita (T1) Regressio 18,00 0,35752331 0127823  0,145225
3 No. visitas (Nv) Regressédo 20,00 0,09149 0,00837 0,701256

Fonte: A autora, 2014.
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Tabela 8 — Testes controle dos ensaios de preferéncia alimentar e potencial aleloquimico com organismos vivos: nudibranquio Tyrinna evelinae.

Teste
Lateralidade (L)
SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) Univariate Test of Significance 1,36 1 1,36 0,00150 0,969355
Tempo 1a visita (T1) Univariate Test of Significance 356,40 1 356,40 032319 0576027
Rank Sum E Rank Sum D U z p-level
Mann-Whi T
No. visitas (NV) ann-Whitney U Test 345,5000 320,5000 1495000  0,395482  0,692487
Tamanho
N R R2 p
Tempo total de permanéncia (Tt) Regressédo 21 0,095 0,009 0,637
Tempo 1a visita (T1) Regressdo 16 0,066 0,004 0,807
No. visitas (Nv) Regressédo 21 0,018 0,000 0,928

Fonte: A autora, 2014.
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Tabela 9 — Testes estatisticos de preferéncia dos ensaios de preferéncia alimentar e potencial aleloquimico com organismos vivos: Cadlina rumia.

Ensaio Tedania sp. x Dysidea etheria Teste
SS Grau de Liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 2400,000 1 2400,000 3,55643 0,132383
Error 2699,333 4 674,833
2 Tempo 1a visita (T1) ANOVA 918,750 1 918,750 1361111  0,363636
Error 1350,000 2 675,000
Rank Sum Ted Rank Sum Dys U z p-level
M -Whit U Test
3 No. visitas (Nv) ann-Whitney U Tes 7,000000 14,00000 1,000000 -1,52753 0,126631
Ensaio Tedania sp. x Callyspongia sp.
SS Grau de Liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 620,167 1 620,167 7,4420 0,052551
Error 333,333 4 83,333
2 Tempo 1a visita (T1) ANOVA 66,667 1 66,667 0,326531 0,598285
Error 816,667 4 204,167
Rank Sum Ted Rank Sum Cal U A p-level
M -Whit U Test
3 No. visitas (Nv) ann-Whitney U Tes 13,50000 7,500000 1,500000 1,309307  0,190431
Ensaio Dysidea etheria x Callyspongia sp.
SS Grau de Liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 1148,17 1 1148,17 3,31202 0,142894
Error 1386,67 4 346,67
2 Tempo 1a visita (T1) ANOVA 816,667 1 816,667 1,895551 0,240612
Error 1723,333 4 430,833
Rank Sum Dys Rank Sum Cal U z p-level
M -Whit U Test
3 No. visitas (Nv) ann Itney U Tes 10,50000 10,50000 4,500000 0,00 1,000000
Ensaio Dysidea etheria x branco
SS Grau de Liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 19153,50 1 19153,50 1418,778 0,000003
Error 54,00 4 13,50
2 Tempo la visita (T1) ANOVA -
Rank Sum Dys Rank Sum Bra U Zz p-level
Mann-Whitney U Test 15,00000 6,000000 0,00 1963961  0,049535

3 No. visitas (Nv)
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Tabela 10 — Testes estatisticos de preferéncia dos ensaios de potencial aleloquimico com organismos vivos: nudibranquio Tyrinna evelinae

Ensaio Darwinella sp. x branco Teste
SS Grau de liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 37,500 1 37,500 0,048273 0,836853
Error 3107,333 4 776,833
2 Tempo 1a visita (T1) ANOVA 420,2500 1 4202500  3,811791 0,190141
Error 220,5000 2 110,2500
Rank Sum EA Rank Sum Bra U z p-level
Mann-Whitney U Test
3 No. visitas (NV) Yy 10,50000 10,50000 4,500000 0,00 1,000000
Ensaio Haliclona sp. x branco
SS Grau de liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 130,667 1 130,667 0,383562 0,569235
Error 1362,667 4 340,667
2 Tempo la visita (T1) ANOVA 900,000 1 900,000 0,440744 0,575055
Error 4084,000 2 2042,000
Rank Sum Hal Rank Sum Bra U y4 p-level
3 No. visitas (Nv) Mann-Whitney U Test 10,00000 11,00000 4,000000 -0,218218 0,827259
Ensaio Dysidea etheria x branco
SS Grau de liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 5280,667 1 5280,667 5,957879 0.071141
Error 3545,333 4 886,333
2 Tempo 1a visita (T1) ANOVA 780,300 1 780,300 0,458416 0,546900
Error 5106,500 3 1702,167
Rank Sum Dys Rank Sum Bra U Zz p-level
Mann-Whitney U Test 13,00000 8,000000 2,000000  1,091089 0,275234

3 No. visitas (Nv)

Fonte: A autora, 2014.
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Tabela 11 — Testes estatisticos de preferéncia dos ensaios de preferéncia alimentar com o nudibranquio Tyrinna evelinae

Ensaio Darwinella sp. x Haliclona sp.

SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 640,667 1 640,667 0,774376 0428561
Error 3309,333 4 827,333
Tempo la visita (T1) ANOVA -
Error
Rank Sum EA Rank Sum Hal U z p-level
No. visitas (NV) Mann-Whitney U Test 11,00000 10,00000 4,000000 0,218218  0,827259
Ensaio Dysidea etheria x Haliclona sp.
SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 486,000 1 486,000 2,256966 0,207431
Error 861,333 4 215,333
Tempo 1a visita (T1) ANOVA 12,25 1 12,25 0,02086 0,898401
Error 1174,50 2 587,25
Rank Sum Dys Rank Sum Hal U Zz p-level
No. visitas (Nv) Mann-Whitney U Test 9,500000 11,50000 3,500000 -0,436436  0,662521
Ensaio Darwinella sp. x Dysidea etheria
SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 560,667 1 560,667 0257936  0,638267
Error 8694,667 4 2173,667
Tempo 1a visita (T1) ANOVA 620,167 1 620,167 1,13897 0,479305
Error 544,500 1 544,500
Rank Sum EA Rank Sum Dys U z p-level
Mann-Whitney U Test 9,000000 12,00000 3000000  -0,654654  0,512691

No. visitas (Nv)

Fonte: A autora, 2014.
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10.2.3 Ensaios de potencial aleloquimico: esponja Dysidea etheria liofilizada em p6

Nos testes controle ndo houve efeito significante de lateralidade (esquerdo ou direito)
nos ensaios de potencial aleloquimico com a esponja Dysidea etheria liofilizadas em po

misturada com lula (Tabela 13).

10.2.3.1 Nudibranquio Cadlina rumia

Neste ensaio, quatro réplicas se locomoveram em direcdo ao pellet controle, uma
réplica foi em direcdo ao pellet tratamento e uma réplica ndo se locomoveu para nenhuma das
opcdes (Figura 27). A movimentacdo observada estd representada nos graficos de
comportamento (Grafico 10, Ensaio 1). Foi observado que assim que o nudibranquio se
movimentou em direcdo ao tratamento, ao se aproximar a certa distancia do pellet, 0 mesmo
logo se afastou e ndo retornou até o fim do experimento. As outras réplicas nem sequer se
aproximaram do pellet tratamento. O tempo total de permanéncia, em média, foi maior
préximo ao controle (Tabela 12).

N&o foi obtido um resultado significativo no experimento (p = 0,152 em relacdo ao
tempo total de permanéncia em cada opc¢éo; p = 0,706 em relacdo ao tempo para realizar a
primeira escolha e p = 0,150 em relagdo ao nimero de visitas) (Gréafico 9, Ensaio 1; Tabela
14).

Este resultado sugere que Cadlina rumia ou ndo detectou a presa oferecida ou o sinal
quimico liberado pela presa afastou o nudibranquio ao inves de atrai-lo. A hipotese que esta

espeécie de nudibranquio iria reconhecer e ir em direcdo ao alimento tratamento foi rejeitada.
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Figura 27 — Ensaios de potencial aleloquimico da esponja Dysidea etheria liofilizada em p6 com o
nudibranquio Cadlina rumia.

Legenda: A. Nudibranquio proximo e B. Sobre o controle; C. Detalhe da aproximacdo; D.
Nudibranquio se aproximando do tratamento; E e F. Nudibradnquio se afastando do
tratamento.

Fonte: A autora, 2014.
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10.2.3.2 Nudibranquio Tyrinna evelinae

Inicialmente quatro réplicas se locomoveram em direcdo ao pellet tratamento e duas
réplicas foram em direcdo ao controle. Das quatro réplicas que escolheram o pellet
tratamento, somente uma (réplica B) mudou sua opg¢do indo em direcdo ao controle,
permaneceu por quatro minutos e depois retornou para opg¢édo tratamento. As outras réplicas
permaneceram em suas primeiras e unicas escolhas até o final do experimento (Figura 28). A
movimentacdo observada estd representada nos graficos de comportamento (Gréafico 10,
Ensaio 2). O tempo total de permanéncia, em média, foi maior proximo ao tratamento (Tabela
12).

Né&o foi obtido um resultado significativo no experimento com p = 0,114 em relacdo
ao tempo total de permanéncia em cada opc¢éo; p = 0,877 em relagdo ao tempo para realizar a
primeira escolha e p = 0,471 em relagcdo ao numero de visitas (Gréafico 9, Ensaio 2; Tabela
14).

Este resultado sugere que, apesar da analise estatistica ndo ser significativa, Tyrinna
evelinae detectou a presa oferecida. A hipOtese que esta espécie de nudibranquio iria

reconhecer e ir em direcdo ao alimento tratamento foi confirmada.
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Figura 28 — Ensaios de potencial aleloquimico da esponja Dysidea etheria liofilizada em p6 com o
nudibranquio Tyrinna evelinae.

Legenda: A. Nudibranquio sobre o alimento controle; B. Detalhe do nudibrénquio; C, Nudibranquio
juvenil sobre o alimento tratamento; D. Detalhe do nudibranquio.
Fonte: A autora, 2014.



109

Grafico 9 — Média do tempo total de permanéncia, tempo da primeira escolha e nimero de visitas do ensaio com
a esponja Dysidea etheria liofilizada em po.
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Fonte: A autora, 2014.



Grafico 10 — Comportamento de Cadlina rumia e Tyrinna evelinae observado durante os ensaios de potencial aleloquimico com esponja liofilizada

em po.
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Tabela 12 - Ensaios de potencial aleloquimico com esponja liofilizada em pd: nudibranquios Cadlina rumia e Tyrinna evelinae.

Controle Tratamento
Ensaio 1 Data da coleta Data do ensaio Réplica L T1 Nv Tt L T1 Nv Tt
Cadlina rumia 19/08/2012 23/08/2012
A E 9 1 38 D 0 0
B D 4 1 2 E 0 0
C E 0 0 D 5 1 1
D D 6 1 19 E 0 0
E E 5 1 1 D 0 0
F D 0 0 E 0 0
Média 6,0 0,7 10,0 5,0 0,2 0,2
DP 2,2 0,5 15,6 0,4 0,4
Controle Tratamento
Ensaio 2 Data da coleta Data do ensaio Réplica L T1 Nv Tt L T1 Nv Tt
Tyrinna evelinae 19/08/2012 23/08/2012 E 19 2 17 D 0 0
B D 13 1 4 E 4 2 12
C E 0 0 D 2 1 59
D D 0 0 E 32 1 29
E E 0 0 D 1 3 27
F E 2 1 7 D 0 0
Média 11,3 0,7 47 9,8 1,2 21,2
DP 8,6 0,8 6,7 14,9 1,2 22,4

Legenda: L = lateralidade; D = lado direito; E = lado esquerdo; T1 = tempo da primeira visita esponja; Nv = ndmero de visitas; Tt = tempo
total de permanéncia em cada opgdo; DP = desvio padrdo.
Fonte: A autora, 2014.



Tabela 13 — Testes controle dos ensaios de potencial aleloquimico com esponja liofilizada em pé: nudibranquios Cadlina rumia e Tyrinna evelinae.

Ensaio Cadlina rumia

Teste

Lateralidade (L)

SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) Univariate Test of Significance 24,083 1 24,0833 0,163074 0,694842
Error 1476,833 10 147,6833
Tempo 1a visita (T1) Univariate Test of Significance 4,8000 1 4,8000 1,44000 0,316262
Error 10,0000 3 3,3333
Rank Sum E Rank Sum D U z p-level
. Mann-Whitney U Test
No. visitas (Nv) y 36,00000 42,00000 15,00000  -0,480384 0,630954
Ensaio Tyrinna evelinae
Lateralidade (L)
SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) Univariate Test of Significance 52,083 1 52,083 0,149030 0,707550
Error 3494,833 10 349,483
Tempo 1a visita (T1) Univariate Test of Significance 136,2976 1 136,2976 1,000105 0,363194
Error 681,4167 5 136,2833
Rank Sum E Rank Sum D U VA p-level
. M -Whit U Test
No. visitas (Nv) ann-¥Whitney 1 1es 42,00000 36,00000 1500000 0480384  0,630954

Fonte: A autora, 2014.
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Tabela 14 — Testes estatisticos de preferéncia dos ensaios de potencial aleloquimico com esponja liofilizada em p6: nudibranquios Cadlina rumia e

Tyrinna evelinae.

Teste
Ensaio Cadlina rumia: controle x tratamento
SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 290,083 1 290,0833 2,395733  0,152706
Error 1210,833 10 121,0833
Tempo 1la visita (T1) ANOVA 0,80000 1 0,80000 0,17143 0,706667
Error 14,00000 3 4,66667
Rank Sum Cont Rank Sum Trat U A p-level
- Mann-Whitney U Test
No. visitas (Nv) y 48,00000 30,00000 9,000000 1,441153  0,149542
Ensaio Tyrinna evelinae: controle x tratamento
SS Grau de liberdade MS F p
Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 816,750 1 816,750 2,991576  0,114386
Error 2730,167 10 273,017
Tempo 1a visita (T1) ANOVA 4,2976 1 4,2976 0,026417  0,877250
Error 813,4167 5 162,6833
Rank Sum Cont Rank Sum Trat U z p-level
. Mann-Whitney U Test
No. visitas (Nv) y 34,50000 43,50000 13,50000  -0,720577 0,471171

Fonte: A autora, 2014.
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10.2.4. Ensaio de potencial aleloguimico: extrato bruto da esponja Dysidea etheria

Nos testes controle houve diferenca significativa de lateralidade (parte superior ou
inferior), com Z = 6,189 e p = 0,047 em relacdo ao tempo da primeira visita (Tabela 16) nos
ensaios com o nudibranquio C. rumia. Isto significa que a posicdo que os alimentos controle e
tratamento foram colocados, com a parte superior na entrada do fluxo unidirecional de agua e
a parte inferior na saida da agua, pode ter influenciado a escolha dos nudibranquios neste

ensaio.

10.2.4.1 Nudibranquio Cadlina rumia

Das seis réplicas, trés escolheram o controle e a outra metade o tratamento. Foi
observado que trés réplicas escolheram inicialmente ir em direcdo ao pellet controle, mas
posteriormente, somente em uma réplica o nudibranquio mudou de direcdo e foi em direcdo
ao tratamento. As outras trés réplicas inicialmente foram em direcdo ao tratamento e
posteriormente somente uma réplica mudou de direcdo e foi ao pellet controle (Figura 29;
Grafico 12, Ensaio 1). O tempo total de permanéncia, em média, foi maior préximo ao
tratamento (Tabela 15).

Né&o foi obtido um resultado significativo no experimento com p = 0,6 em relacdo ao
tempo total de permanéncia em cada opc¢éo; p = 0,736 em relacdo ao tempo para realizar a
primeira escolha e p = 1,0 em relagdo ao numero de visitas (Gréafico 11, Tabela 17).

Apesar do resultado ndo ser estatisticamente significativo, sugere que Cadlina rumia
detectou a presa oferecida. Considerando o tempo total de permanéncia em cada opcdo, a
hipdtese que esta espécie de nudibranquio iria reconhecer e ir em direcdo ao alimento

tratamento foi confirmada.



115

Gréfico 11 — Média do tempo total de permanéncia, tempo da primeira escolha e nimero de visitas do ensaio de
potencial aleloquimico com extrato bruto: Cadlina rumia.
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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 = ndmero de visitas.
Fonte: A autora, 2014.

Figura 29 — Ensaios de potencial aleloquimico do extrato bruto da esponja Dysidea etheria com o nudibranquio
Cadlina rumia.

Legenda: A. Nudibranquio na posicao inicial; B. Proximo ao alimento tratamento.
Fonte: A autora, 2014.
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10.2.4.2 Nudibranquio Tyrinna evelinae

Neste ensaio, a réplica A escolheu o tratamento trés minutos ap6s o inicio do
experimento e depois foi em direcdo ao controle até o final do experimento. A réplica B
escolheu o controle cinco minutos apds o inicio do experimento, depois foi em dire¢do ao
tratamento, retornou ao controle e terminou O experimento na opg¢do tratamento. A
movimentacdo observada estd representada nos gréaficos de comportamento (Figura 30;
Grafico 12, Ensaio 2).

Devido ao numero amostral extremamente baixo e ao menor tempo de duracdo do
ensaio (Tabela 15), ndo foi possivel analisar os resultados estatisticamente e observar uma
resposta bem definida do comportamento de Tyrinna evelinae em relagdo ao extrato bruto da
esponja Dysidea etheria.

Figura 30 — Ensaios de potencial aleloquimico do extrato bruto da esponja Dysidea etheria com o
nudibranquio Tyrinna evelinae.

Legenda: A. Nudibranquio na posicao inicial; B. Préximo a esponja tratamento.
Fonte: A autora, 2014.



Grafico 12 — Comportamento de Cadlina rumia e Tyrinna evelinae observado durante os ensaios de potencial aleloquimico com extrato organico bruto.
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Tabela 15 - Ensaios de potencial aleloquimico com extrato bruto: nudibranquios Cadlina rumia e Tyrinna evelinae.

Controle Tratamento
Ensaio 1 Data da coleta Data do ensaio Réplica L T1 Nv Tt L T1 Nv Tt
Cadlina rumia 19/08/2012 21/08/2012
A inferior 38 1 23 superior 0 0
B superior 5 1 10 inferior 45 1 16
C inferior 40 1 15 superior 15 1 5
D superior 0 0 inferior 12 1 33
E inferior 0 0 superior 15 1 30
F superior 20 1 13 inferior 0 0
Média 25,8 0,7 10,2 21,8 0,7 14,0
DP 16,5 0,5 9,0 15,6 0,5 14,8
Ensaio 2 Data da coleta Data do ensaio Réplica L T1 Nv Tt L T1 Nv Tt
Tyrinna evelinae 01/12/2012 12/12/2012 A D 17 3 15 3 1 7
B E 5 2 8 D 19 2 9
Média 11 25 11,5 11 15 8
DP

Legenda: L = lateralidade; D = lado direito; E = lado esquerdo; T1 = tempo da primeira visita esponja; Nv = nimero de visitas; Tt = tempo total
de permanéncia em cada opgao; DP = desvio padréo.
Fonte: A autora, 2014.



Tabela 16 — Testes controle do ensaio de potencial aleloquimico com extrato bruto: nudibranquios Cadlina rumia.

119

Teste
Ensaio Cadlina rumia Lateralidade (L)
SS Grau de liberdade MS F p
1 Tempo total de permanéncia (Tt) Univariate Test of Significance 70,083 1 70,083 0,47649  0,505722
Error 1470,833 10 147,083
2 Tempo la visita (T1) Univariate Test of Significance 800,000 1 800,000 6,18956  0,047298
Error 775,500 6 129,250
Rank Sum Sup Rank Sum Inf U z p-level
Mann-Whitney U Test
3 No. visitas (Nv) y 39,00000 39,00000 18,00000 0,00 1,000000

Fonte: A autora, 2014.
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Tabela 17 — Testes estatisticos de preferéncia dos ensaios de potencial aleloquimico com extrato bruto: nudibranquio Cadlina rumia.

Teste
Ensaio Cadlina rumia: controle x tratamento
SS Grau de liberdade MS F p

1 Tempo total de permanéncia (Tt) ANOVA 44,083 1 44,083 0,29451  0,599230

Error 1496,833 10 149,683
2 Tempo la visita (T1) ANOVA 32,000 1 32,000 0,12439 0,736377

Error 1543,500 6 257,250

Rank Sum Cont Rank Sum Trat U A p-level

3 No. visitas (V) Mann-Whitney U Test 39,00000 39,00000 1800000 000  1,000000

Fonte: A autora, 2014.
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11 DISCUSSAO

11.1 Analise Metodoldgica

11.1.1 Coleta e manutencdo dos organismos

O presente trabalho apresenta os resultados dos primeiros ensaios biologicos
realizados em laboratorio com nudibranquios e esponjas no Brasil. Este estudo ndo possui
precedentes para o pais e com isso diversas dificuldades foram encontradas durante a sua
realizacdo. A primeira delas refere-se a observacdo dos nudibranquios.

N&o é particularmente facil encontrar os nudibranquios em seu habitat natural. No Rio
de Janeiro, a grande maioria das espécies foi encontrada embaixo das rochas, em tamanhos de
aproximadamente 1 cm, muitas vezes mimetisada no alimento (neste caso, a esponja) ou
camuflada na propia rocha. Isto faz com que o observador necessite de certa aptiddao para
localizar as espécies de nudibranquios brasileiras. O mesmo parece ndo ocorrer com as
espécies do Indo-Pacifico, por exemplo, onde a maioria dos nudibranquios é encontrada sobre
as rochas, sendo relativamente mais facil encontra-los em seu ambiente natural. Esta é uma
das razbes pela qual os nudibranquios desta regido sdo os mais bem estudados do mundo
(KARLSSON, 2001).

Nudibranquios sdo importantes componentes de comunidades em ambientes recifais e
de costbes rochosos, porém, devido ao seu pequeno tamanho e baixa frequéncia, eles sao
geralmente ignorados do ponto de vista ecoldgico (TODD, 1981). Todd (1981) acredita que
uma das razdes para 0 pouco conhecimento sobre a ecologia dos nudibranquios é que as
populacdes sdo escassas e transitorias. Isto significa que é dificil encontrar os lugares onde se
pode estudar populac6es de nudibranquios.

Em Cabo Frio foram realizadas 37 expedicdes devido a maior facilidade para localizar
os nudibranquios em uma regido entremarés e pela diversidade de esponjas existentes sob as
rochas, onde os nudibranquios dessa regido foram encontrados. Isto resultou em um maior
namero de observacGes (118) de nudibranquios e esponjas nesta localidade. O aumento do
esforco de trabalho de campo esté relacionado com a dificuldade de localizar e coletar os

nudibrénquios utilizados nos ensaios. As diversas saidas a campo realizadas neste trabalho
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podem ser justificadas pela dificuldade de coletar os nudibranquios da mesma espécie para a
realizacdo dos experimentos.

Durante os dois anos do trabalho foram encontrados 13 espécimes do nudibranquio
Tyrinna evelinae e 25 espécimes de Cadlina rumia. Este nimero é considerado baixo, visto
que a maioria dos trabalhos com nudibranquios ao redor do mundo, cita estudos realizados
com no minimo 16 individuos avaliados por ensaio (TYNDALE et al., 1994; AVILA, 1998;
HOOVER et al., 2012).

Outra dificuldade encontrada durante o trabalho refere-se ao transporte e a
manutencdo dos nudibranquios nos aquarios. Apds as primeiras coletas realizadas, a morte de
alguns individuos foi observada, em alguns casos no trajeto (32% para Cadlina rumia e 7,6%
para Tyrinna evelinae). Isto ocorreu principalmente durante o inicio da pesquisa, quando o
trasnporte dos moluscos era feito sem o auxilio de aeradores portateis. Porém, esta situacédo
foi contornada com o tempo, quando verificou-se que a melhor maneira de transportar os
nudibranquios vivos para o laboratério é utilizar recipientes com grande quantidade de &gua
do mar e aeradores portateis.

A morte de alguns nudibranquios também foi observada antes do inicio dos ensaios,
durante o periodo de manutencdo (56% para C. rumia e 7,6% para T. evelinae). Isto muitas
vezes inviabilizou a realizagdo dos ensaios com numero de réplicas maior e tornou necessaria
a realizacdo de grande esforco de coleta. Ndo foi possivel confirmar a causa da morte dos
individuos, mas as razdes podem estar relacionadas ao estresse causado pelo transporte, as
variacGes na temperatura e salinidade da agua dos aquarios, ou ainda ao periodo em que
foram mantidos privados de alimento.

Neste estudo, os nudibranquios foram mantidos em jejum entre o periodo da coleta até
0 inicio dos ensaios, a fim de se obter um resposta mais rapida (SEAVY e MULLER-
PARKER, 2002). O periodo de restricdo alimentar variou de no minimo quatro dias e no
méaximo 20 dias. Porém, o tempo de resposta para primeira visita (T1) na primeira op¢édo
escolhida variou entre dois minutos no ensaio de potencial aleloquimico da esponja Dysidea
etheria com o nudibranquio Cadlina rumia e 70 minutos com o nudibranquio Tyrinna
evelinae. De acordo com essa variagdo do tempo, manter o animal em jejum poderia acelerar
ou retardar os movimentos dos nudibranquios em direcdo ao alimento, e isto seria um método
a ser questionado. Muitos autores acreditam que o jejum antes dos ensaios pode alterar o
comportamento alimentar dos predadores (CRONIN e HAY, 1996). Por outro lado, Avila
(1998) mostrou que condicionar o alimento antes dos ensaios também pode afetar a resposta

alimentar do nudibranquio. Hall e Todd (1984) acreditam que tanto o condicionamento
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quanto o historico de vida alimentar podem influenciar a preferéncia pelas presas em
laboratério. Quanto a manutengdo das esponjas vivas, foi observada dificuldade em manter
esses organismos em aquarios. Por serem animais sesseis, as esponjas que foram
transportadas juntamente com o substrato sobreviveram em média 60 dias, enquanto as
esponjas que foram transportadas sem o substrato viveram no maximo trés dias. Assim que
sdo retiradas da agua, as esponjas comecam a liberar substancias quimicas diferentes das
produzidas em seu habitat natural, por isso, para otimizar o tempo 0s experimentos desta
natureza devem ser preferencialmente realizados no proprio dia da coleta, ou até a semana
seguinte (observacédo pessoal).

Apesar das dificuldades de coleta e manutencdo citadas, este trabalho mostrou ser
possivel manter os organismos em aquarios por tempo razoavel, em condi¢bes controladas.
Porém, ajustes na manutencdo dos organismos sdo necessarios para oferecer boas condi¢cdes

para futuros estudos.

11.1.2 Ensaios com organismos Vivos

Quanto a aplicacdo da metodologia em si, houve grande dificuldade em adaptar os
trabalhos existentes na literatura para o presente estudo. Os ensaios de preferéncia alimentar e
potencial aleloguimico com esponjas vivas, foram adaptados dos métodos existentes na
literatura aplicados a outros tipos de presas. Por exemplo, ensaios de deteccdo do alimento e
preferéncia alimentar do nudibranquio aeolidaceo Hermissenda crassicornis (Eschscholtz,
1831) frente ao hidrozoario Ectopleura crocea (Agassiz, 1862), a ascidia Ciona
intestinalis (Linnaeus, 1767) e ao mexilhdo Mytilus edulis Linnaeus, 1758 em recipientes ‘Y-
maze’ com fluxo unidirecional de agua (TYNDALE et al.,, 1994); ensaios de preferéncia
alimentar com simples ou dupla escolha de H. crassicornis frente a diferentes pélipos de
hidrozoarios com fluxo unidirecional (AVILA, 1998); ensaios de quimiotaxia e preferéncia
alimentar de H. crassicornis frente aos pdélipos da medusa Aurelia labiata Chamisso e
Eysenhardt, 1821 realizados em recipientes Y-maze com fluxo de agua circulante (HOOVER
et al., 2012); ensaios de quimiotaxia e resposta alimentar do nudibranquio aeolidaceo Aeolidia
papillosa (Linnaeus, 1761) frente a anémona Anthopleura elegantissima (Brandt, 1835) em
Y-maze com fluxo unidirecional (SEAVY e MULLER-PARKER, 2002); e ensaios de


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=117981
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quimiotaxia do nudibranquio Dendronotus iris Cooper, 1863 frente & anémona
Pachycerianthus fimbriatus McMurrich, 1910 em °Y-maze’ com e sem fluxo circulante
(SHAW, 1991).

Os ensaios com esponjas vivas e nudibranquios foram realizados sem fluxo de agua
circulante em recipientes adaptados a fim de evitar a troca de agua entre os lados. Os testes
verificaram que os nudibranquios séo capazes de detectar e ir em diregdo as suas presas
mesmo sem o fluxo de agua. Shaw (1991) realizou ensaios sem fluxo a fim de prevenir a
dispersdo do odor do alimento e mostrou que Dendronotus iris exibe quimiotaxia e pode
selecionar a presa em Y-maze tanto com fluxo como sem fluxo de &gua. Futuros ensaios
poderiam mostrar que os nudibranquios Cadlina rumia e Tyrinna evelinae também sao
capazes de detectar as esponjas vivas com fluxo de 4gua, como observado por Shaw (1991).

Nos ensaios de preferéncia alimentar ndo foi possivel mensurar o consumo dos
alimentos pela dificuldade de conseguir quantificar e igualar a biomassa das esponjas
oferecidas nos experimentos. Dessa maneira, 0 método aplicado aos ensaios de preferéncia
alimentar pode ndo apresentar diferenca do método aplicado aos ensaios de potencial
aleloguimico com organismos vivos. Por outro lado, Hoover et al. (2012) obtiveram a mesma
dificuldade em mensurar o consumo dos diferentes itens alimentares oferecidos ao
nudibréanquio H. crassicornis e com isso 0s autores optaram por registrar 0 tempo gasto
ingerindo o alimento dentro do tempo determinado para o experimento. No presente estudo,
guando o nudibranquio estava posicionado sobre a esponja, sem se locomover e efetivamente
projetando seu aparato oral sobre o alimento, seu comportamento alimentar era confirmado e

registrado.

11.1.3 Ensaios com esponjas liofilizadas e extrato bruto

Os ensaios de potencial aleloquimico com esponjas liofilizadas e extrato bruto
utilizaram métodos adaptados de ensaios realizados no Brasil com diversos organismos
marinhos. Por exemplo, ensaios anti-predacdo com alimentos artificiais preparados com o
extrato bruto da esponja Hymeniacidon heliophila (Parker, 1910) utilizados frente ao
caranguejo-hermitdo Calcinus tibicens (Herbst, 1791) e ao ourico do mar Lytechinus
variegatus (Lamarck, 1816) (RIBEIRO et al., 2010); ensaios anti-predagdo com alimento
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artificiais preparados com o extrato bruto da esponja Geodia corticostylifera Hajdu, Muricy,
Custodio, Russo e Peixinho, 1992 frente & peixes generalistas; e ensaios de sinalizacéo
quimica feito com esponjas ‘“mimicas” impregnadas com o extrato da esponja G.
corticostylifera frente ao ofiurdide Ophiactis savignyi (Muller e Troschel, 1842) (CLAVICO
et al., 2006).

No presente trabalho, o comportamento de atracdo quimica dos nudibranquios frente
ao extrato bruto das esponjas, impregnados em alimentos artificiais e esponjas “mimicas”, foi
testado com a finalidade de verificar se eles conseguiriam detectar o sinal quimico de suas
presas e se seriam atraidos em sua direcdo. Foi verificado que Cadlina rumia ndo detectou o
sinal quimico e nem foi atraido para o alimento-tratamento contendo a esponja Dysidea
etheria liofilizada em p6. Este resultado difere do ensaio onde a mesma esponja foi ofertada
viva, pois 100% das réplicas reconheceram e foram em direcéo a presa. Portanto, 0s ensaios
com esponjas vivas parecem ser mais adequados para se verificar a atracdo quimica dos
nudibranquios em relacdo as suas presas e a preferéncia alimentar entre as ofertas de
diferentes espécies de esponjas. A liofilizacdo, embora seja um processo usual e eficaz de
preservacdo de amostras, pode também gerar perdas de substancias, o que pode interferir nos

estudos de sinalizagdo quimica.

11.2 Anélise dos resultados

Apesar do baixo numero de réplicas, foram aplicados testes estatisticos a fim de
fornecer dados numéricos (quantitativos) dos resultados dos ensaios. Entretanto, com base nos
valores de p, muitos dos testes ndo revelaram diferencas significativas entre as opcoes
oferecidas. Com isso, optou-se por analisar os dados de escolha dos nudibranquios através de

uma abordagem descritiva (qualitativa).
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11.2.1 Ensaios de preferéncia alimentar

Nos ensaios de preferéncia alimentar entre duas opc¢des de esponjas oferecidas ao
nudibréanquio C. rumia, verificou-se que ndo houve consumo. Baseado nas observacdes de
campo, por ndo se alimentar de nenhuma das esponjas ofertadas, o resultado esperado para
este ensaio, era que C. rumia ndo apresentaria preferéncia alimentar.

Analisando o tempo total de permanéncia (Ttot) em cada uma das trés esponjas
oferecidas, C. rumia passou, em média, mais tempo proximo da esponja D. etheria, seguido
da esponja Callyspongia. E, por Gltimo, da esponja Tedania sp. O fato de C. rumia ter
passado, em média, mais tempo proximo a esponja D. etheria era esperado, visto que a
associacdo entre estas espécies foi observada no habitat natural (capitulo 1).

Por outro lado, sabe-se que espécies do género Tedania apresentam metabolitos
secundarios bioativos e ndo sdo palataveis para alguns peixes e outros invertebrados
(MURICY e SILVA, 1999). Sendo assim, era esperado que C. rumia estivesse menos tempo
préximo da esponja Tedania sp.

Nos ensaios de preferéncia alimentar com o nudibrénquio T. evelinae, verificou-se o
consumo das esponjas D. etheria e Darwinella sp. Era esperado que T. evelinae escolhesse se
alimentar da esponja D. etheria, pois a associacdo entre estas espécies foi observada in situ
por 26 vezes (Capitulo 1). Este resultado confirma o que foi observado em campo, T. evelinae
consumiu a esponja D. etheria tanto no habitat natural como em laboratorio. Este é o primeiro
registro de alimentacdo de uma espécie do género Tyrinna in vitro.

Em média, o tempo total de permanéncia (Ttot) em cada uma das trés esponjas
oferecidas, foi maior proximo a esponja D. etheria, seguido das esponjas Darwinella sp. e

Haliclona sp. A preferéncia alimentar de T. evelinae pela esponja D. etheria foi confirmada.

11.2.2 Ensaios de potencial aleloquimico com organismos vivos

Foi verificada a sinalizacdo quimica da esponja D. etheria frente ao nudibranquio C.
rumia, pois 100% das replicas se movimentaram em direcdo a esponja ofertada e
permaneceram proximas a ela até o final do experimento. Portanto, 0 comportamento de C.

rumia foi de taxia positiva em direcdo a esponja viva ao invés da condicdo controle (branco).
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Este resultado confirma a hip6tese que o nudibranquio é capaz de detectar a presa e
seguir em dire¢do a mesma. Por outro lado, o comportamento do nudibrénquio T. evelinae em
relacdo as esponjas Haliclona sp. e Darwinella sp. ndo sugere taxia positiva. De acordo com o
tempo total de permanéncia (Ttot), os nudibranquios passaram mais tempo afastados destas
esponjas do que proximos a elas. Os resultados mostram que T. evelinae detectou as presas e
se locomoveu em suas dire¢des, mas optou por se afastar sugerindo uma taxia negativa. Este
resultado difere em parte, do obtido no ensaio de preferéncia alimentar, onde foi observado o
consumo da esponja Darwinella sp. pelo nudibranquio T. evelinae.

Em relacdo a esponja Dysidea etheria, era esperada a preferéncia alimentar do
nudibréanquio T. evelinae por esta esponja. Neste ensaio foi observada taxia positiva, pois 0s
nudibranquios ndo s6 se aproximaram da esponja como se alimentaram da mesma. Foi
verificada a sinalizacdo quimica da esponja D. etheria frente ao nudibranquio T. evelinae,
confirmando a hipotese testada. Este resultado corrobora o obtido no ensaio de preferéncia

alimentar e as observagdes feitas em campo.

11.2.3 Ensaios de potencial aleloguimico com esponjas liofilizadas

No ensaio com a espécie C. rumia apesar da maioria das réplicas terem escolhido
inicialmente a opc¢do controle (réplicas A, B, D e E), foi verificado que na maior parte do
tempo as réplicas B, D e E ndo permaneceram em nenhuma das op¢des (Tabela 11). Os
nudibréanquios demonstraram curiosidade inicial e capacidade de direcdo ao se aproximar
(taxia positiva) dos alimentos ofertados, porém, de alguma maneira, com o passar do tempo a
oferta ndo foi mais atrativa. Os resultados deste ensaio ndo mostraram a resposta esperada, no
qual o nudibranquio iria em direcdo ao alimento-tratamento, pois reconheceria ali, de alguma
forma, o sinal quimico da presa.

Waddell e Pawlik (2000a) realizaram bioensaios oferecendo alimentos artificiais
(combinacéo de lula e esponja) ao caranguejo hermitdo Paguristes puncticeps Benedict, 1901
a fim de examinar se a quimica das esponjas atuaria como protecédo contra a predacdo. Das 30
especies de esponjas utilizadas, quatro espécies ndo conseguiram deter 0s caranguejos e 0s
alimentos foram consumidos, sendo a metodologia considerada apropriada. A metodologia
aplicada por Waddell e Pawlik (2000a) ndo funcionou nos ensaios com nudibranquios, visto
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que, a combinacdo da esponja com a lula liofilizada em p6 ndo foi atrativa para o
nudibranquio C. rumia. Este resultado sugere que C. rumia ou ndo detectou a presa oferecida
ou o sinal quimico liberado afastou o nudibrénquio ao invés de atrai-lo. A hipotese que esta
espécie de nudibranquio iria reconhecer e ir em dire¢do ao alimento tratamento foi rejeitada.
Os ensaios com o nudibranquio T. evelinae mostraram que apesar da maioria das
réplicas terem escolhido inicialmente a opcdo tratamento (Tabela 11), foi verificado que os
nudibranquios permaneceram na maior parte do tempo em nenhuma das opgdes. A
curiosidade inicial pelo alimento e a possivel sinalizacdo quimica podem ter enfraquecido
com o passar do tempo e os nudibranquios podem ter perdido o interesse nas suas
investigacOes. Porém, este ensaio mostrou resultados positivos em relacdo a resposta
esperada, na qual os nudibranquios iriam em direcdo ao tratamento reconhecendo a
sinalizacéo da esponja D. etheria, seu alimento no habitat natural. Estes alimentos artificiais,
porém, ndo foram consumidos, como ocorreu nOS €nsaios com as esponjas Vivas,
possivelmente devido ao fato de T. evelinae ndo ter reconhecido a consisténcia dos pellets

como alimento.

11.2.4 Ensaios de potencial aleloquimico com extrato bruto

No ensaio de potencial aleloquimico do extrato bruto da esponja Dysidea etheria
frente ao nudibrénquio C. rumia, metade das réplicas optou por se aproximar dos alimentos-
controle e a outra metade se aproximou dos alimentos-tratamento. Analisando o tempo total
de permanéncia (Ttot) das duas op¢des, em média os nudibrdnquios permaneceram mais
tempo proximos aos alimentos-tratamento. Este ensaio mostrou resultados positivos em
relagdo a resposta esperada, na qual os nudibranquios iriam em direcdo ao tratamento
reconhecendo a sinalizagdo da esponja D. etheria.

No ensaio de extrato bruto frente ao nudibranquio Tyrinna evelinae, devido ao nimero
amostral extremamente baixo e ao menor tempo de duracdo do ensaio, ndo foi possivel
analisar o0s resultados estatisticamente e observar uma resposta bem definida do

comportamento de T. evelinae em relagéo ao extrato bruto da esponja Dysidea etheria.
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12 CONCLUSOES

N&o foi possivel observar o comportamento alimentar do nudibranquio Cadlina rumia,
pois 0 mesmo ndo consumiu as esponjas oferecidas. A hipdtese que C. rumia ndo apresenta
preferéncia alimentar por nenhuma das esponjas oferecidas foi confirmada. A preferéncia
alimentar de Tyrinna evelinae pela esponja Dysidea etheria foi confirmada. Este resultado
confirma o consumo observado in situ. Este € o primeiro registro de alimentacédo in vitro de
uma espécie do género Tyrinna.

Foi verificada a sinalizacdo quimica da esponja Dysidea etheria in vivo frente ao
nudibranquio C. rumia, e frente ao nudibranquio T. evelinae, confirmando a hipotese testada.
O comportamento do nudibranquio T. evelinae em relagdo as esponjas Haliclona sp. e
Darwinella sp. ndo sugere taxia positiva.

Cadlina rumia nédo detectou o sinal quimico da esponja D. etheria oferecida liofilizada
em pd, ou o sinal quimico liberado afastou o nudibranquio ao invés de atrai-lo. Tyrinna
evelinae reconheceu o sinal quimico da esponja D. etheria oferecida liofilizada em pé.

Cadlina rumia detectou o sinal quimico do extrato bruto da esponja D. etheria, por
outro lado, ndo foi possivel confirmar se o nudibranquio T. evelinae detectou o extrato bruto

da esponja D. etheria incorporado em esponjas ‘mimicas”.
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CONCLUSOES GERAIS

Este estudo representa a primeira pesquisa dedicada exclusivamente a ecologia de
nudibrénquios e esponjas marinhas na costa brasileira, da qual foram extraidas as seguintes
conclusdes:

A principal interacdo ecologica existente entre os nudibranquios doridaceos e as
esponjas no Estado do Rio de Janeiro € a predacao.

De maneira geral, os resultados das observacdes de campo sobre a predacdo das
esponjas pelos nudibranquios, no Rio de Janeiro, corroboram com os padrfes de alimentacéo
observados em outras regides do mundo.

Em laboratério, o nudibréanquio Cadlina rumia ndo consumiu nenhuma das esponjas
oferecidas, ndo apresentando preferéncia alimentar. Cadlina rumia detectou o sinal quimico
da esponja Dysidea etheria viva, mas parece ndo detectar a esponja liofilizada em p6. Por
outro lado, detectou o extrato bruto incorporado nos alimentos artificiais.

O nudibranquio Tyrinna evelinae detectou o sinal quimico da esponja Dysidea etheria
oferecida de duas maneiras diferentes: viva e liofilizada em pd incorporada em alimentos
artificiais. Ainda néo foi verificado se Tyrinna evelinae é capaz de detectar o extrato bruto da
esponja Dysidea etheria.

Foi confirmada em laboratério, a predacdo observada in situ da esponja D. etheria
pelo nudibranquio T. evelinae. Este trabalho apresenta o primeiro registro de predacédo
observado in situ e in vitro para o género Tyrinna.

Ensaios com esponjas vivas parecem ser viaveis e apropriados para confirmar a dieta
alimentar observada em campo.

A sinalizagcdo quimica e a taxia positiva foi evidente para o nudibrdnquio que possui
dieta mais especializada, Tyrinna evelinae, e ndo para aquele que se alimenta de varias

esponjas, Cadlina rumia.
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APENDICE A — Lista das espécies de nudibranquios encontrados no Estado do Rio de

Janeiro (continua)

Filo Mollusca Cuvier 1795
Classe Gastropoda Cuvier 1797
Subclasse Opistobranchia
Ordem Nudibranchia Cuvier, 1817
Infraordem Doridacea Thiele, 1931
Familia Cadlinidae Bergh, 1891
Género Cadlina Bergh, 1878
1. Cadlina rumia Er. Marcus, 1955
Familia Chromodorididae Bergh, 1891
Género Felimare Ev. Marcus e Er. Marcus, 1967
2. Felimare lajensis (Troncoso, Garcia e Urgorri, 1998)
Género Felimida Ev. Marcus, 1971
3. Felimida binza (Ev. Marcus e Er. Marcus, 1963)
4. Felimida paulomarcioi (Dominguez, Garcia e Troncoso, 2006)
Género Tyrinna Bergh, 1898
5. Tyrinna evelinae Er. Marcus, 1958
Familia Discodorididae Bergh, 1891
Género Diaulula Bergh, 1878
6. Diaulula greeleyi MacFarland, 1909
Género Discodoris Bergh, 1877
7. Discodoris evelinae Er. Marcus, 1955
Género Geitodoris Bergh, 1892
8.Geitodoris pusae Er. Marcus, 1955
Género Jorunna Bergh, 1876
9. Jorunna spazzola (Er. Marcus, 1955)
10. Jorunna spongiosa Alvim e Pimenta, 2013
Género Rostanga Bergh, 1879
11. Rostanga byga Er. Marcus, 1958
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APENDICE A - (conclus&o)

Género Tayuva Er. Marcus e Ev. Marcus, 1967
12. Tayuva hummelincki (Ev. Marcus e Er. Marcus, 1963)
Género Taringa Er. Marcus, 1955
13.Taringa telopia Er. Marcus, 1955
Familia Dorididae Rafinesque, 1815
Género Doris Linnaeus, 1758
14. Doris kyolis (Ev. Marcus e Er. Marcus, 1967)
Familia Dendrodorididae O"Donoghue, 1924
Género Dendrodoris Ehrenberg, 1831
15. Dendrodoris krebsii (Mérch, 1863)
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APENDICE B — Lista das espécies de esponjas encontrados associadas aos nudibranquios

(continua)

Filo Porifera Grant, 1836
Classe Demospongiae Sollas, 1885
Ordem Homosclerophorida Dendy, 1905
Familia Plakinidae Schulze, 1880
Género Plakina Schulze, 1880
1. Plakina sp.
Ordem Halichondrida Gray, 1867
Familia Scopalinidae Morrow, Picton, Erpenbeck, Boury-Esnault, Maggs e
Allcock, 2012
Género Scopalina Schmidt, 1862
2.Scopalina sp.
Ordem Haplosclerida Topsent, 1928
Familia Chalinidae Gray, 1867
3. Chalinidae n&o identificada
Género Haliclona Grant, 1836
4. Haliclona sp. 1
5. Haliclona sp. 2
6. Haliclona sp. 3
Género Chalinula Schmidt, 1868
7. Chalinula sp.
Familia Callyspongiidae De Laubenfels, 1936
Género Callyspongia Duchassaing e Michelotti, 1864
8. Callyspongia sp.
9. Callyspongia pallida Hechtel, 1965
Familia Niphatidae Van Soest, 1980
Género Amphimedon Duchassaing e Michelotti, 1864
10. Amphimedon viridis Duchassaing e Michelloti, 1864
Ordem Poecilosclerida Topsent, 1928
Familia Coelosphaeridae Dendy, 1922
Género Lissodendoryx Topsent, 1892
11. Lissodendoryx (Lissodendoryx) isodictialis (Carter, 1882)
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APENDICE B - (concluso)

Familia Mycalidae Lundbeck, 1905
Género Mycale Gray, 1867
12. Mycale sp.
13. Mycale (Carmia) microsigmatosa Arndt, 1927
Ordem Dendroceratida Minchin, 1900
Familia Darwinellidae Merejkowsky, 1879
Género Darwinella Muller, 1865
14. Darwinella sp.
Género Chelonaplysilla De Laubenfels, 1948
15. Chelonaplysilla erecta (Row, 1911)
Familia Dysideidae Gray, 1867
Género Dysidea Johnston, 1842
16. Dysidea etheria De Laubenfels, 1936



