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RESUMO

SILVA, Amanda Guilherme da. Respostas a distirbios ambientais: o uso de esponjas
marinhas como modelo bioldgico. 2018. 177 f. Tese (Doutorado em Ecologia e
Evolugéo) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

As esponjas sao importantes componentes dos ecossistemas marinhos
tropicais e s&o consideradas boas indicadoras ecolégicas e produtoras de compostos
bioativos. Nesse contexto, os objetivos desse estudo foram: apresentar lacunas nos
estudos de revisdo sobre as principais respostas das esponjas a
determinadosdisturbios ambientais; realizar um estudo aplicado correlacionando um
indice relativo de impacto ambiental (IRIA) as respostas metabdlicas de duas esponjas
na Baia de Ilha Grande, Desmapsamma anchorata Carter, 1882 e Mycale angulosa
(Duchassaing e Michelotti, 1864), observando ainda, se esse indice pode ser
considerado uma variavel preditora a outros fatores comumente testados em
avaliacbes ambientais; avaliar as respostas da esponja D. anchorata aos disturbios
ambientais: exclusdo de predadores, enriquecimento de nutrientes (top-down e
bottom-up), sombreamento por meio de crescimento e produgdo de metabdlitos
secundarios; e avaliar a existéncia de trade-off entre o crescimento e a producéao
quimica de D. anchorata. O capitulo de revisao detectou que, até o momento, os
estudos sao geograficamente concentrados, e que as respostas estdo muito restritas
a crescimento e abundancia das esponjas. Isso mostra a importancia de integracéo
desses resultados a dindmica de producdo de defesas quimicas. Houve relacéo
positiva entre a concentragdo de nutrientes e o IRIA. A analise por espectroscopia
Raman in situ, dos tecidos manipulados de D. anchorata, revelou diferencas na sua
composi¢ao quimica entre os ambientes que possuiam IRIA mais altos e mais baixos,
porém o mesmo nao foi observado para a composi¢ao de metabdlitos de M. angulosa.
Foi observada uma variagdo temporal nas taxas de crescimento no periodo de 131
dias dos bioensaios. Os esterodis (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol, (3p)-colesta-5-en-3-
ol,(3p)-ergosta-5-en-3-ol, (3B,242)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol, (3B,22E)-
ergosta-5,22-dien-3-ol, (3B)-colesta-5,24-dien-3-ol, (3p,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-
ol), e (3B,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol, (3B,24Z)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol,
colesta-5-en-3-ona mostraram-se eficientes como biomarcadores de estresses por
enriquecimento de nutrientes, exclusdo de predadores e pelo sombreamento.
Desmapsamma anchorata nado apresentou relagdo significativa entre produgao
metabdlica e crescimento. Os resultados indicam o uso de D. anchorata como modelo
biolégico por ser capaz de detectar mudangas nas comunidades marinhas bénticas.

Palavras-chave: Bioindicador. indice relativo de impacto ambiental. Desmapsamma
anchorata.Top-down x bottom-up. Sombreamento. Crescimento.
Metabdlitos secundarios. Porifera. Brasil



ABSTRACT

SILVA, Amanda Guilherme da. Responses to environmental disturbances: the use of
marine sponges as a biological model. 2018. 177 f. Tese (Doutorado em Ecologia e
Evolugéo) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Sponges are important components of tropical marine ecosystems and are
considered to be good ecological indicators and producers of bioactive compounds. In
this context, the objectives of this study were: to present gaps in the review studies on
the responses of sponges to certain environmental disturbances; to perform aapplied
study correlating an environmental impact relative index (EIRI) to the metabolic
responses of two sponges in llha Grande Bay, Desmapsamma anchorata Carter, 1882
and Mycale angulosa (Duchassaing e Michelotti, 1864 ), also observing if this index can
be considered a predictive variable to other factors commonly tested in environmental
assessments; to evaluate the responses of the D. anchorata sponge to environmental
disturbances: exclusion of predators, nutrient enrichment (top-down and bottom-up),
shading through growth and production of secondary metabolites; and to evaluate the
existence of a trade-off between growth and chemical production of D. anchorata. In
situ Raman spectroscopy analysis of the manipulated tissues of D. anchorata revealed
differences in their chemical composition between the environments with the highest
and lowest IRIA, but the same was not observed for the metabolite composition of M.
angulosa.The review chapter found that, to date, studies are geographically
concentrated, and that responses are very restricted to sponge growth and abundance.
This shows the importance of integrating these results into the dynamics of production
of chemical defenses. There was a positive relationship between nutrient concentration
and EIRI. In situ Raman spectroscopy analysis of the manipulated tissues of D.
anchorata revealed differences in their chemical composition between the
environments with the highest and lowest EIRI, but the same was not observed for the
metabolite composition of of M. angulosa. A temporal variation was observed in the
growth rates in the 131-day bioassay period.The sterols (33,22E)-colest-5,22-dien-3-
ol,(3p)-colest-5-en-3-ol,(3p)-ergost-5-en-3-ol, (3,24 2Z)-24-propylidene-colesta-5-en-3-
ol, (3B,22E)-ergost-5,22-dien-3-ol, (3p)-colest-5,24-dien-3-ol, (3p3,22E)-stigmast-5,22-
dien-3-ol), e (3B,24E)-stigmast-5,24(28)-dien-3-ol, (3p,24Z)-stigmast-5,24(28)-dien-3-
ol, colesta-5-en-3-one were shown to be efficient as stress biomarkers for nutrient
enrichment, exclusion of predators and by shading. Desmapsamma anchorata showed
no significant relationship between metabolic production and growth. The results
indicate the use of D. anchorata as a biological model to detect changes in benthic
marine communities.

Keywords: Bioindicator. Environmental impact relative Index. Desmapsamma
anchorata.Top-down vs. bottom-up. Shading. Growth. Secondary
metabolites. Porifera. Brazil.
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INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos diversos trabalhos tem demonstrado a importancia das
esponjas nas comunidades bentdnicas evidenciando tanto seu papel funcional
(BELL 2008; DE GOEIJ et al. 2013; PAWLIK et al. 2016), quanto a sua relagéo
com outros organismos(WULFF 1997; AERTS 1998; SILVA et al. 2017). As
esponjas podem influenciar substancialmente a sobrevivéncia dos corais, a
qualidade, filtragem e quimica da agua dos recifes, e o equilibrio do carbonato,
podendo causar alteragdes no ambiente (DIAZ e RUTZLER 2001; BELL et al.
2013; PAWLIK et al. 2016).

Esses organismos sao considerados bons indicadores ecologicos e sao
comumente utilizados como biomonitores de estresse ambiental, por serem
sésseis e altamente sensiveis as variagbes ambientais (MURICY 1989;
ALCOLADO 2007). Aléem de processarem grandes quantidades de agua, elas
apresentam ampla distribuicdo, e sdo adaptadas a nichos ecoldgicos variados,
crescendo através de uma variedade de substratos duros, que se estendem
desde as zonas entremarés até o mar profundo (CEBRIAN et al. 2007). As
esponjas também se alimentam de microrganismos do plancton, como bactérias
heterotréficas e fotossintéticas (PEREA-BLAZQUEZ et al. 2012). Esses
microrganismos estdo envolvidos na transformagdo e no processamento de
nutrientes inorganicos dissolvidos, antes de se tornarem disponiveis para outros
organismos marinhos (DE GOEIJ et al. 2013; PAWLIK et al. 2016). Como
resultado da alimentagdo de esponjas e do metabolismo das particulas, as
esponjas excretam residuos inorganicos e organicos dissolvidos de volta para a
coluna de agua e, portanto, sao contribuintes importantes para a ciclagem de
nutrientes(PEREA-BLAZQUEZ et al. 2012; PAWLIK et al. 2016).

Sabe-se, que de uma maneira geral, as comunidades sao controladas por
uma série de complexas interagdes entre os fatores bioldgicos e fisicos, como
pressdo de predagao (top-down) e disponibilidade de nutrientes (bottom-up)
(SMITH et al. 2001; SANTOS 2013; PAWLIK et al. 2018), que sao responsaveis
por manter os padrdes de biodiversidade nesses ambientes. Alteragdes desses
fatores podem conduzir a mudancgas substanciais na fungao e na estrutura das

comunidades bentbnicas. Outros fatores abidticos, tais como dindmica de ondas,
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temperaturas extremas, agua doce, luz UV, luz solar em comprimentos de onda
fotossinteticamente uteis, abundancia e composicdo de picoplancton, e
sedimentagao também podem influenciar no habitat, profundidade, distribuicéo
latitudinal e abundancia de esponjas (WULFF 2012; WULFF 2016). Porém, as
mudangas que estdo ocorrendo nos ecossistemas marinhos costeiros estao
gerando perguntas que revelam incertezas em nossa capacidade de prever o
que acontecera com as esponjas, € quais serao as consequéncias para o0s
ecossistemas em que vivem (WULFF 2012).

Esponjas sdo um importante componente dos ecossistemas marinhos
tropicais (PAWLIK et al. 2007). Elas sao consideradas importantes produtoras
de compostos bioativos (metabdlitos secundarios), com o maior € mais diverso
numero de substancias conhecidas entre os invertebrados, incluindo algumas de
importancia farmacéutica com atividades antitumorais, antivirais e anti-
inflamatorias (MARINHO et al. 2012; MEHBUB et al. 2014). Esses metabdlitos
ajudam a protegé-las, por exemplo, contra infecgbes bacterianas, ataques de
predadores, competidores por espago, a bioincrustagao, entre outros (PAUL e
PUGLISI 2004; MARTY et al. 2016). Estas ‘armas quimicas’ podem explicar seu
dominio em algumas comunidades de substrato duro, tanto em termos de
diversidade quanto de biomassa (IVANISEVIC et al. 2011).

Os metabdlitos secundarios desempenham um papel importante na
adaptacdo ao meio ambiente (HAY 2009), e na superagdo das condi¢gbes de
estresse (RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR 2011). A esponja Aplysina
aerophoba (Nardo, 1833), por exemplo, possui fendis bromados que sao
conhecidos por serem muito propensos a polimerizagao induzida pela luz. Assim,
a mudanca de exposic¢ao da luz poderia afetar a elaboragao dessas substancias.

Ha poucos relatos na literatura sobre as tentativas do uso de produtos
naturais de organismos marinhos como marcadores de disturbios ambientais
(FLEURY et al. 2008a). A energia alocada a produgcdo dos metabdlitos
secundarios pelos organismos, disponibilizada principalmente para as defesas
quimicas, deve ser desviada da quantidade de recursos disponiveis as demais
fungdes fisioldgicas (IVANISEVIC et al. 2011). Muitas vezes, a alocagao de
recursos das esponjas pode ser induzida pelas variagdes fisioldgicas, chamado
aqui de trade-off, entre desenvolvimento (crescimento e reprodugédo) e a

producao de metabdlitos secundarios. Essas variagdes fisioldgicas podem ser
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influenciadas por fatores biéticos como a predacéo e/ou fatores abiéticos como
luz e disponibilidade de nutrientes (BECERRO et al. 1995; FERRETT]I et al. 2009;
LEONG e PAWLIK 2010).

As variacbes de alocagdo de recursos e producdo de metabdlitos
secundarios sao explicadas por diferentes teorias, oriundas de estudos
realizados inicialmente com plantas terrestres (RHOADES e CATES 1976).

Dentre elas destacam-se: 1-Teoria _de defesa o6tima, que sugere, como a

producdo de metabdlitos secundarios para defesa tem alto custo, restringir o
crescimento e/ou a reproducgédo (SCHUPP et al. 1999); 2-Hipdtese de balanco

carbono/nutriente, prediz que a alocagdo de recursos para a producao de

defesas quimicas sera afetada a medida que as condi¢gdes ambientais variam,
como por exemplo, mudangas na disponibilidade de luz ou disponibilidade de
nutrientes (PAUL e PUGLISI 2004); e 3-Teoria de estresse ambiental, que

considera que um organismo no estado estressado sera menos capaz de adquirir

recursos, e o recurso adquirido sera direcionado para a sua manutencao e nao
para defesa, quando comparado a individuos néo estressados (CRONIN 2001).

Segundo recente revisdo realizada por Bell e colaboradores (2015),
estudos empiricos s&o necessarios para entender os limites de tolerancia para
um numero maior de espécies de esponjas e de pressdes ambientais. Até o
momento ha poucas consideragdes na literatura sobre os efeitos sinérgicos das
pressdes ambientais sobre os poriferos. Assim, entender melhor as respostas
metabdlicas das esponjas marinhas em relagdo aos diferentes disturbios
antropogénicos podem trazer informagdes importantes para a conservagao
marinha, ja que as esponjas podem ser consideradas um modelo de taxon para
comparar processos de mudangas globais, como também podem influenciar
outros organismos benténicos e caracteristicas do ecossistema (CARBALLO et
al. 2008).

A presente tese tem como objetivo a busca por respostas metabdlicas em
esponjas marinhas, através do uso de seus produtos naturais, como nova e
rapida ferramenta para a construcdo de indicadores subletais de estresses
ambientais. Nesse intuito, a tese apresenta inicialmente uma revisao sobre as
principais respostas das esponjas a alguns disturbios ambientais (Capitulo 1).
Em seguida, a partir de um estudo mais aplicado correlaciona um indice Relativo

de Impacto Ambiental (IRIA) as respostas metabdlicas de duas populagdes de
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esponjas abundantes na Baia de llha Grande, Desmapsamma anchorata Carter,
1882 e Mycale angulosa (Duchassaing e Michelotti, 1864). Ainda, observa se
esse indice pode ser considerado uma variavel preditora a outros fatores
comumente testados em avaliagdes ambientais (Capitulo 2). Além disso, através
de experimentos manipulativos in situ foram avaliadas as respostas do
crescimento (Capitulo 3), da producédo de metabdlitos secundarios (Capitulo 4),
e do trade-off entre o crescimento e o metabolismo secundario da esponja
marinha Desmapsamma anchorata (Capitulo 5), quando submetidas aos
disturbios ambientais: enriquecimento de nutrientes; e exclusdo de predadores

(top-down e bottom-up).
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1 ESPONJAS MARINHAS E SUAS RESPOSTAS A DISTURBIOS
AMBIENTAIS: uma revisao

1.1 Introducéo

Existe um consenso de que ha um declinio dos ambientes recifais em todo
o mundo (BELLWOOQOD et al. 2004). A degradacéo destes ecossistemas pode
estar relacionada a sobre-exploragao, poluicao e doencas (HUGHES et al. 2003;
PANDOLFI et al. 2003; BELLWOOD et al. 2004). Outros impactos antrépicos que
também estdo ameacando habitats marinhos tropicais sdo o branqueamento de
corais, podendo estar ligados ao aumento da temperatura e acidificagdo dos
oceanos, a entrada de espécies invasoras, e outros fatores estressantes
(CASTRO e PIRES 1999; PRZESLAWSKI et al. 2008; BELL et al. 2013; ROSSI
et al. 2015). Em muitos locais, a resiliéncia ndo é tao forte. As tensdes causadas
pela atividade humana ultrapassam a capacidade de regeneragdo dos
ambientes e podem causar alteragdes drasticas na composigao de espécies,
abundancia e diversidade (BELLWOOD et al. 2004).

O aquecimento global € uma ameacga emergente para os ecossistemas
em todo o mundo. O principal efeito da mudanca climatica seria um aumento da
temperatura global projetada para 1,8 a 4°C em 2100 (IPCC 2007). Ambientes
costeiros marinhos, especialmente nos trépicos, estdo sofrendo com o aumento
de eventos dramaticos de mortalidade em massa, e doengas associadas ao
aquecimento dos oceanos (HARVELL et al. 2002). Nas ultimas décadas houve
um aumento global derelatos de doengas em organismos marinhos (LAFFERTY
et al. 2004). Um dos principais fatores ambientais associados a essas doengas
€ a elevacao da temperatura da agua do mar (WEBSTER 2007).

Pesquisas atuais relacionadas as mudangas globais e impactos
ambientais em ecossistemas tropicais se concentram em grande parte em corais
e peixes, negligenciando outros organismos, como as esponjas marinhas, que
tem papel crucial nos ecossistemas recifais. Estas podem atuar tanto de forma
direta, aumentando a diversidade nos ecossistemas, através do numero de
espécies (DIAZ e RUTZLER 2001; HOOPER e VAN SOEST 2004), quanto
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indiretamente, através de suas espécies associadas (RIBEIRO et al. 2003). Além
dos poriferos terem fungdes importantes no funcionamento dos ecossistemas,
como ciclagem de nutrientes e regulagcao da qualidade da agua (BELL 2008; DE
GOELIJ et al. 2013), eles sdo importantes produtores de compostos bioativos,
incluindo muitos de importancia farmacéutica (MARINHO et al. 2012; MEHBUB
et al. 2014).

Eutrofizacdo e ma qualidade da agua sdo duas das principais
preocupagdes para os ecossistemas dos recifes no mundo todo (SIMISTER et
al. 2012). A descarga de efluentes de esgoto no oceano pode alterar a natureza
quimica e fisica da agua (BAKER et al. 1995) e levar a alteragdes na estrutura
de uma vasta gama de assembleias de organismos (SMITH et al. 1999).
Estresses como despejo de esgoto doméstico na agua do mar podem aumentar
os niveis de solidos em suspenséo e, portanto, a turbidez na coluna de agua ou
perto do seu ponto de descarga (SCANES e PHILIP 1995), com potencial para
reduzir a quantidade de luz que atinge o substrato. Redugéo na disponibilidade
de luz no meio pode limitar o crescimento e sobrevivéncia de diversos
organismos (MALDONADO e YOUNG 1996), e provocaralteragdes da estrutura
de assembleias de esponjas sobre recifes de coral (WILKINSON e TROTT
1985).

O sombreamento também pode afetar o crescimento e o estado
reprodutivo das espécies de esponjas, como Cymbastela concentrica
(Lendenfeld, 1887) (ROBERTS et al. 2006). As atividades agricolas e urbanas
sao as principais fontes de fosforo e nitrogénio para ecossistemas aquaticos, e
a deposicado atmosférica contribui ainda mais como uma fonte de nitrogénio
(COSTA Jr et al. 2002). Poluicédo organica em quantidades moderadas pode
beneficiar asesponjas, por fornecer nutrientes para bactérias heterotréficas, que
sao fontes de alimento para esses organismos, principalmente o ultraplancton
(RUTZLER 2004).

O declinio da qualidade da agua pode estar também associado ao
aumento de sedimentos em suspensao, e este tem sido intimamente ligado a
reducdo da saude dos ecossistemas marinhos bentdnicos e seus organismos
associados, incluindo esponjas (BANNISTER et al. 2012). Existem muitas
causas para este aumento, mas a maioria se relaciona com mudang¢as no uso

da terra, particularmente a intensificagdo agricola e o desmatamento (SYVITSKI
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et al. 2005). Em adicdo a essa entrada de sedimentos de origem terrestre,
atividades humanas no oceano, tais como a dragagem, pesca de arrasto e
mineragao dos fundos marinhos, atuam mais diretamente e podem aumentar a
quantidade de sedimento na coluna de agua (FETTWEIS et al. 2010).

A pesca excessiva tem levado a diminuicao de diversas espécies, sendo
assim, organismos que anteriormente eram abundantes sdo agora considerados
raros (COLL et al. 2012). As teias alimentares, por consequéncia também estéo
sendo alteradas (LOTZE et al. 2011). A predacdo € um fator considerado
determinante na abundancia e estrutura de popula¢des de presas, assim como
a estrutura e funcionamento da comunidade (MENGE 1995). Ela também é
considerada um dos mais importantes fatores bidticos que influenciam a
distribuicdo das esponjas e seus padrbes de abundancia (LOH e PAWLIK
2012a).

Embora ja tenha sido percebida a importancia das esponjas no
funcionamento dos ecossistemas marinhos (por exemplo, DIAZ e RUTZLER
2001; WULFF 2001; BELL 2008; DE GOEJ et al. 2013), estas informacgdes e
reconhecimento nem sempre atingem em larga escala programas de
monitoramento, conservagao e manejo. A exclusdo das esponjas dos programas
de monitoramento pode ser de grande preocupacao. Diversos papéis funcionais
que as esponjas exercem podem influenciar o funcionamento de todo
ecossistema, em funcdo das mudangas ambientais globais (BELL 2008).
Trabalhos recentes tém mostrado o processo de mudanga de fase em recifes de
corais do Caribe, para dominancia de esponjas, em locais de sobrepesca (LOH
et al. 2015; PAWLIK 2011). Segundo uma revisdo recente, apenas 7% dos
estudos realizados com esponjas sao sobre conservagao, impactos ambientais
e monitoramento de esponjas (BELL et al. 2015).

A presente revisao descreve respostas dadas por espécies de esponjas
diante de diferentes disturbios ambientais. A importancia das esponjas marinhas

como bioindicadoras no Brasil sera abordada no final da revisao.
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1.2 Material e Métodos

Foi compilada uma base de dados de artigos publicados entre1971 a
2015, incluindo esponjas marinhas e de agua doce. Os sites de busca utilizados
foram: Periddicos CAPES, Pubmed, Scopus e Google Scholar. Foram utilizadas
as palavras-chave: “sponge OR porifera AND environmental stress OR impact”,
além das palavras sponge OR porifera AND stress OR impact AND [temperature
OR luminosity OR shading OR (sedimentation OR silting) OR (nutrientes OR
eutrophication) OR predation] - os estresses citados no presente estudo. Com
relacdo as esponjas como bioindicadores de disturbio ambiental no Brasil, foram
utilizadas as seguintes palavras-chave: sponge OR porifera AND bioindicator OR
biomarker OR biomonitor Brazil.

As buscas citadas acima foram realizadas entre junho e setembro de
2015. Os artigos foram organizados de acordo com as respostas das esponjas
aos disturbios ambientais como temperatura, luminosidade, sedimentacéo,
nutrientes,predacao e interagao entre esses fatores, podendo ser as respostas
positiva, negativa ou neutra. Os estudos também foram separados por locais em
que foram realizados, a fim de quantificar o numero de estudos em cada regiao.

Os dados foram apresentados através de estatistica descritiva.

1.3 Resultados

No total foram encontradas 86 referéncias. O continente com maior
numero de trabalhos publicados envolvendo esponjas e disturbios ambientais foi
a América do Norte seguida pela Oceania (Figura 1). Na América do Norte, o
Caribe foi o local com maior numero de trabalhos, incluindo todos envolvendo
respostas a predagdo. Na Oceania a Grande Barreira de Corais teve maior
numero de trabalhos envolvendo disturbios ambientais e esponjas. A Antartida
teve um unico trabalho envolvendo a resposta de esponjas marinhas a
disponibilidade de nutrientes (FILLINGER et al. 2013). A América do Sul foi o

segundo continente com menor numero de trabalhos publicados, entre eles cinco
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trabalhos publicados no Brasil (MURICY 1989; VILANOVA et al. 2004; COSTA
et al. 2008; TURQUE et al. 2010; KELMO et al. 2013) e um na Colémbia (AERTS
et al. 1997) Nenhum trabalho envolvendo respostas de esponjas a disturbios

ambientais foi publicado no continente africano. (Figura 1).

Figura 1 - Porcentagem de artigos sobre respostas de esponjas a disturbios
ambientais em diferentes continentes. Os continentes, separados
por cor, correspondem a cada parcela de cada um dos cinco
graficos: Temperatura, Nutrientes, Sedimetacédo, Luminosidade e

Predagdo. Artigos envolvendo multiplos disturbios foram

contabilizados em ambos (n=86).

Antartida

Temperatura Nutrientes Sedimentagéo Luminosidade Predagio

8% 5%
22% 100
45 %
a5%
33%

1

45%

25%

Fonte: A autora, 2018.
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1.3.1 Temperatura

Para demonstrar o efeito dos impactos do aumento da temperatura sobre
os poriferos foram encontrados 21 artigos, sendo que oito deles demonstraram
que o aumento da temperatura néo surtiu efeito sobre as esponjas. Dos artigos
que apresentaram efeito negativo do aumento da temperatura, 50% relataram
sobre o aparecimento de doengas e morte nas esponja, enquanto que os outros

efeitos foram bem distribuidos entre os 50% restantes (Figura 2).

Figura 2- Diferentes efeitos negativos causados pelo aumento da

temperatura da agua do mar em esponjas (n=21).

m Doencas seguida de
morte

®m Apenas doengas

= Mudangas na
expressao génica

m Efeito nos simbiontes

® Diminuicao de
paramentos da
comunidade

Fonte: A autora, Exame de Qualificagéo, 2015.

Impactos negativos foram observados em temperaturas acima de 27°C
quando ocorreu um episédio de mortalidade em massa envolvendo trés esponjas
marinhas: Ircinia variabilis (Schmidt, 1862), Sarcotragus spinosulus Schmidt,

1862 e Spongia officinalis Linnaeus, 1759 em Scoglio del Trave, no Mar
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Adriatico, no final do verdo de 2009 (DI CAMILLO et al. 2013). A riqueza de
espécies, diversidade, uniformidade e densidade de esponjas também foram
reduzidas no local de descarga de agua da Usina Nuclear de Angra dos Reis,
Brasil, principalmente no transecto de superficie, as analises indicam um impacto
térmico, associado a presenca de cloro e ao alto fluxo de agua (VILANOVA et al
2004).

O aparecimento da doenga foi observado onde as espécies mostraram
areas de necrose evidentes em seus tecidos, e por¢does com esqueleto nu, os
quais foram cobertos por um filme branco de cianobactérias em muitos
espécimes de S. spinosulus. Cerca de 22% das espécies de Demospongiae do
local sofreram desta doenga (DI CAMILLO et al. 2013). Em outro estudo, também
foi observado que a presenga de manchas brancas na superficie da esponja
Petrosia ficiformis (Poiret, 1789) coincide com os eventos de estresse ambiental,
como o aumento da temperatura para mais de 25°C, podendo ser esse o primeiro
aviso de que os poriferos estao sofrendo de estresse seguido por uma alteragao
acentuada na funcionalidade do epitélio do organismo (CERRANO et al. 2001).

As condigdes de populagdes de esponjas foram descritas, antes e depois
de surto de mortalidade, ocorridos no final do verdo de 2008 e 2009 em duas
areas marinhas protegidas no mar Mediterraneo ocidental, o Parque Nacional
Cabrera e Reserva Naturelle de Scandola, devido ao aumento de temperatura
para até 26 °C, permitindo uma avaliacdo mais precisa do impacto da
mortalidade desses organismos (CEBRIAN et al. 2011). Quase todos os
individuos de Ircinia fasciculata (Pallas, 1766) apresentaram mortalidade parcial
ou total. Por outro lado, embora a esponja Sarcotragus spinosulum Schmidt,
1862 compartilhasse o mesmo habitat que I. fasciculata, sé ocasionalmente
foram observadas pequenas areas de necrose ou cobertura por filamento
bacteriano branco (CEBRIAN et al. 2011).

A esponja recifal tropical Rhopaloeides odorabile Thompson, Murphy,
Bergquiste Evans, 1987 foi cuidadosamente estudada em relagdo aos impactos
térmicos na Iha de Pelorus, norte de Queensland, Australia. Quando submetidas
as temperaturas de 33°C os poriferos e suas comunidades microbianas
associadas exibiram claros sinais de estresse, incluindo a necrose do tecido
superficial da esponja, acompanhado de grandes mudangas na estrutura da

comunidade microbiana (WEBSTER et al. 2008). Em outros estudos também foi
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observado que a esponja R. odorabile e seus simbiontes submetidos a
temperaturas de 32°C demonstraram respostas de estresse na Grande Barreira
de Corais (PANTILE e WEBSTER 2011; FAN et al. 2013; WEBSTER et al. 2013).

A temperatura causou mudangas na expressao génica das esponjas,
relacionada ao estresse. Também na Grande Barreira de Corais, clones de R.
odorabile expostos ao tratamento de 32°C exibiram necrose do tecido
substancial (descoloragéo e aparéncia de fibras 6sseas expostas), apos 3-4 dias.
Os genes envolvidos na transdugdo de sinal (calmodulina) e desintoxicagao
(glutationa-S transferase) também mostraram menor expresséo, o que indica
alteragdes induzidas por estresse na regulagdo do gene e no metabolismo da
esponja (FAN et al. 2013).

A expressao de HSP70 (heat-shockproteins ou proteinas de choque
térmico), genes ligados ao aumento da apoptose em esponjas em 32°C,
comparada com as esponjas saudaveis, demonstrou uma resposta molecular
direta ao estresse térmico (FAN et al. 2013). As observagdes acima mostraram
que a comunidade microbiana, que é tipicamente associada a R. odorabile foram
perdidas durante o evento de estresse de temperatura e, consequentemente foi
substituido por um novo conjunto de microrganismos (FAN et al. 2013). As HSPs
representam um dos mecanismos de protegcao celular. Elas sao consideradas
proteinas indicadoras de disturbio ambiental, devido a transcricido e traducéao
serem induzidas por condi¢cdes estressantes, como exposi¢cao as temperaturas
extremas, a radiagao ultravioleta, e a presenca de metais na agua do mar
(LOPEZ-LEGENTIL et al. 2008). Sabe-se que dentre os genes da familia de
resposta ao choque térmico, o HSP70 é um dos genes altamente conservados,
e O primeiro a ser induzido em resposta a diversos fatores
estressantes(MUKHOPADHYAY et al. 2003). Experimentos de manipulagao
expuseram a esponja Xetospongia muta (Schmidt, 1870) ao aumento de
temperaturas da agua do mar em Conch Reef e Conch Wall na Flérida. Apdés um
periodo de 15 horas foi observado um efeito evidente na expressdo do gene
HSP70 nos tratamentos com 40°C e 30°C. Houve diminuicdo da expressao do
gene HSP70, o que pode ser atribuida a uma falha metabdlica e morte da
esponja (LOPEZ-LEGENTIL et al. 2008).

A temperatura da agua do mar também pode ter efeito negativo

naproducdo de metabdlitos secundarios de algumas espécies de esponja. Ao
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longo da costa sudoeste australiana, o composto salicilialamida A encontrado
nas esponjas do género Haliclona teve sua concentragdo reduzida. A
concentracido desta substincia decresceu com o aumento de 0,5°C na
temperatura da agua para cada grau de latitude, resultando em uma diferenga
de temperatura de cerca de 3°C entre os locais de estudo (ABDO et al. 2007).

Respostas neutras também podem ser observadas em fungdo de
mudangas na temperatura. Um estudo de longo prazo realizado em recifes no
estado da Bahia, nordeste do Brasil, mostrou que as assembleias de esponjas
nao foram afetadas pelo aumento da temperatura da agua do mar, causada pelo
fendmeno EIl Nifio no periodo de 1997-1998 (KELMO et al. 2013). Na Jamaica
observou-se que o crescimento e a sobrevivéncia das esponjas lotrochota
birotulata (Higgin, 1877) ndo foram alterados em condigbes de temperaturas
semelhantes aquelas esperadas para o ano de 2100, ou seja, um acréscimo de
2,2°C na agua do mar. Este fato pode estar relacionado com a presencga dessas
espécies em habitats e/ou profundidades que episodicamente ja
experimentaram altas temperaturas. Os autores também sugeriram que as
temperaturas mais elevadas provavelmente ndo irdo afetar significativamente a
biossintese do metabdlito N-tele-metilhistamin, e o seu papel ecolégico em |.
birotulata (DUCKWORTH et al. 2012).

Em estudo manipulativo realizado com a esponja Axinella corrugata
(George e Wilson, 1919) em condigbes de temperaturas elevadas, também foi
observado que nao houve aumento significativo na produgdo do metabdlito
secundario contendo um heptapeptideo ciclico, estevensina, conhecido por
possuir atividade antitumoral e antimicrobiana (YALCIN 2007).

O mesmo estudo citado acima observou que a expressao de genes em
resposta a temperatura elevada resultou na expressao de dois genes diferentes
quando comparados com o controle: um inibidor da ribonuclease, pertencente a
familia de proteinas NLRP4 (em inglés NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 4), que estava envolvido no processo deinflamag&o. Enquanto
esse inibidor teve sua concentragao substancialmente reduzida, HSP70 teve sua
concentracado significativamente aumentada,quando exposto a temperaturas
mais altas (GRIMA 2013). Observacgdes no centro da Grande Barreira de Corais
da Australia evidenciaram uma maior abundancia de esponjas escavadoras apés

um grande evento de branqueamento de corais, sugerindo que as esponjas
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poderao beneficiar-se do aquecimento dos oceanos, uma vez que a mortalidade
de corais propiciara possivelmente maior disponibilidade de espago
(SCHONBERG e ORTIZ 2008). Ao contrario de muitos organismos calcificados
que dependem de um elevado estado de saturacdo de carbonato de calcio
(CaCOs) na agua do mar, para auxiliar na construgdo de seus esqueletos
calcarios, esponjas perfurantes como Cliona orientalis Thiele, 1900 que
produzem esqueleto silicoso, nao sofrerdo impacto por elevagbes de
temperatura e diminuicdo do pH para a formacéo de seu esqueleto (FANG et al.
2013).

Alguns estudos mostram que larvas de esponjas sao mais resistentes que
individuos adultos. Whalan e colaboradores (2008) observaram que larvas de R.
odorabile na Grande Barreira de Corais ap0s coletadas e expostas a diferentes
temperaturas sobreviveram e ainda podiam se metamorfosear a temperaturas
de até 38°C (WHALAN et al. 2008). Os autores sugeriram que esta espécie
apresenta caracteristicas fisiolégicas que contribuem para a sua sobrevivéncia
em condi¢gdes de flutuagdo de temperatura da agua do mar (WHALAN et al.
2008). Webster e colaboradores (2013) revelaram que a expressao do gene nas
larvas de R. odorabile também nao foi significativamente afetado pelas
temperaturas elevadas, apesar de seus adultos apresentarem auséncia de
expressao génica a 32°C. Este resultado indica que, pelo menos nesta espécie,
a adaptacdo ao ambiente pode ocorrer através da tolerancia na fase larval,

atuando como um vetor de resisténcia térmica.
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1.3.2 Nutrientes

Os estudos sobre os efeitos do aumento de nutrientes no
ambientemostraram resultados opostos ao aumento de temperatura. Dos 23

artigos encontrados, 19 relataram efeitos benéficos as esponjas (Figura 3).

Figura 3- Diferentes efeitos causados pelo aumento de nutrientes na

agua do mar em esponjas (n=23).

® Aumento do plancton
para alimentacao

B Aumento da abundancia
e/ou biomassa

= Aumento de simbiontes

Fonte: A autora, Exame de Qualificagcdo, 2015.

Em alguns casos, a abundéancia ou biomassa de esponjas bentdnicas séo
mais elevadas em regides mais préximas de uma fonte de enriquecimento de
nutrientes (MEESTERS et al. 1991). Contudo, em um mesmo local, espécies
diferentes de esponja podem nao responder de maneira semelhante ao
acréscimo de nutrientes. O impacto da poluicdo da Baia de Guanabara, sudeste
do Brasil influenciou na distribuigdo das comunidades de esponjas, com menor
riqueza, diversidade e densidade no interior da Baia (TURQUE et al. 2010). Os
autores observaram que a esponja Hymeniacidon heliofila (Wilson, 1911) foi
mais abundante dentro do que fora da Baia, enquanto que Paraleucilla magna
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Klautau, Monteiro e Borojevic, 2004 foi menos abundante, e Petromica citrina
Muricy, Hajdu, Minervino, Madeira e Peixinho, 2001estava ausente no interior da
Baia. Estes resultados indicaram que H. heliofila e P. magna sao espécies
tolerantes, e melhoresadaptadas aos ambientes eutrofizados do interior da Baia
de Guanabara, enquanto P. citrina parece ser sensivel a essas condi¢cdes
(TURQUE et al. 2010). A maioria dos estudos no entanto mostram respostas
positivas das esponjas ao enriquecimento de nutrientes. As espécies de
esponjas do género Cliona foram encontradas em maior abundéancia nas areas
com maior eutrofizacdo (ROSE e RISK 1985; HOLMES 2000). Os recifes mais
impactados com o aumento de fésforo e nitrogénio, de uma maneira geral,
apresentam maior abundancia de organismos perfurantes. Desta forma, eles
ficam sujeito a um maior nivel de eroséo, e consequentemente maior produgéo
de sedimentos e assoreamento, o que pode levar ao comprometimento das
assembleias de corais. (ROGERS 1990; WITTENBERG e HUNTE 1992; AERTS
e VAN SOEST 1997; NUGUES e ROBERTS 2003).

Recifes de corais na Florida, apresentaram altas concentragdes de
nutrientes devido a contaminagao por esgotos urbanos. Fato que ocasionou uma
maior abundancia das espécies perfurantes Cliona delitrix Pang, 1973 e C.
lampade Laubenfels, 1950 (WARD-PAIGE et al. 2005). As maiores abundancias
de esponjas escavadoras registradas em Caleta de Chon e Zacatoso, Gerrero,
México, também foram associadas a elevados niveis do isotopo &N e
sedimentacio. Altos niveis de 8'°N s3o indicativos de contaminacgédo de aguas
residuais urbanas (PETERSON e FRY 1987; RISK et al. 2009). Essa relacao
positiva da biomassa de esponjas com altas cargas de poluigcdo organica e
sedimento ja foi reconhecida por diversos autores (ROGERS 1990; WILKINSON
e CHESHIRE 1990; COSTA et al. 2008). No Indo-Pacifico, as cianobactérias
simbibnticas da esponja Terpios hoshinota Rutzler e Muzik, 1993 aumentaram
em abundancia nos recifes, devido ao elevada quantidade de nutrientes
(SCHILS 2012). A abundéancia das esponjas hexactinelidas antarticas também
aumentaram em algumas areas, provavelmente por causa de um afluxo de
nutrientes,apods o colapso de plataformas de gelo, que resultou no aumento da
producgao primaria (FILLINGER et al. 2013).

O aumento de nutrientes também pode ter efeito neutro sobre as

esponjas. Em Spring Garden na costa oeste de Barbados, esponjas incrustantes
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nao foram mais abundantes apesar dos altos niveis de nutrientes da regido
(HOLMES 2000). Robert e colaboradores (2006) concluiram em experimento
realizado no recife South Wales, Australia, que os nutrientes "chave", nitrogénio
e fosforo, ndo influenciaram no aumento do crescimento das esponjas e de suas
algas simbioticas (ROBERTS et al. 2006).

1.3.3 Sedimentacao

O fator sedimentacao foi 0 que apresentou o maior niumero de respostas.
Foram encontrados 17 artigos, e em sua maioria (14) foram observados dados

que mostravam danos as esponjas (Figura 4).

Figura 4 - Diferentes efeitos causados pelo aumento da sedimentagdo na agua

do mar em esponjas (n=17).
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Fonte: A autora, Exame de Qualificagéo, 2015.

Niveis elevados de sedimentacdo foram propostos para explicar
comunidades empobrecidas de esponja, pois a sedimentacdo em excesso pode
causar uma redugado da filtragdo, ou parar completamente este processo

(REISWIG 1971). O entupimento causado pela sedimentagao em excesso pode



36

também reduzir o fluxo de agua e, portanto, de nutrientes (ROBERTS et al.
2006). Esponjas vivendo sob condigdes de alta sedimentagdo podem se tornar
energicamente estressadas, com os esforgos para expulsar o material
indesejado, contribuindo para um esgotamento das suas reservas (ROBERTS et
al. 2006; BANNISTER et al. 2012).

Altas taxas de sedimentacao afetam as taxas de respiragao das esponjas.
Duas espécies de poriferos Aaptos rosacea Kelly-Borges e Bergquist, 1994 e
Aaptos globosa Kelly-Borges e Bergquist, 1994 da Nova Zelandia tiveram o
consumo de oxigénio reduzido, depois de manipuladas para ficarem expostas a
diferentes taxas de sedimentacao (LOHRER et al. 2006). As taxas de depuracgao
foram afetadas sugerindo que a capacidade de alimentagao também pode ser
prejudicada (LOHRER et al. 2006). Pineda e colaboradores (2015) testaram 10
espécies de esponjas englobando quatro diferentes morfologias (massica, ereta,
calice e incrustante) expostas a diferentes concentragdes de sedimento.Em
geral, formas macicgas, incrustantes e de corpo largo acumulam mais sedimentos
que esponjas com morfologia ereta. Todas as morfologias de esponjas citadas
encolheram quando expostas a alta sedimentacéo (PINEDA et al. 2015). Em
outubro de 2005 foi documentada em Ngardmau, Palau, Micronésia uma pluma
de sedimentos, e os danos causados por ela em diversos recifes de corais, ao
longo dessa bacia. Essa intensa sedimentagdo ocorreu por causa da remogéao
da vegetagcao devido a construgdo de estradas, expondo o sedimento fino na
agua do mar, oriundo daerosao do solo devido a chuva de mongdes. Diversos
organismos foram documentados sofrendo danos devido a esse grande impacto,
incluindo esponjas, que mostraram sinais de branqueamento e necrose
(FABRICIUS et al. 2007).

Esponjas perfurantes do Oceano Pacifico Central, no México, foram
relatadas sofrendo estresses com impactos de sedimentagéo. A espécie Cliona
vermifera Hancock, 1867 foi duas vezes mais abundante na area natural, llha
Isabel, que em Punta de Mita, considerada uma area mais perturbada, com alta
deposigao de sedimentos e alta turbidez da dgua. Em contraste, a espécie Aka
cryptica Carballo, Hepburn, Nava, Cruz-Barraza e Bautista-Guerrero, 2007 foi
mais abundante em Punta de Mita (NAVA e CARBALLO 2013), provavelmente
devido a forma do seu corpo, pois a espécie ficava parcialmente enterrada,
porém, fistulas atingiram a coluna de agua (SCHONBERG e ORTIZ 2008).
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Em um estudo manipulativo, o aumento da sedimentacao levou a redugao
do peso e menor atividade reprodutiva da esponja C.concentrica, além de ter
alterado a relagao simbidtica entre a esponja e suas microalgas (ROBERTS et
al. 2006). A persistente exposi¢cao de R. odorabile ao aumento do sedimento fino
em suspensido e sedimentos terrestres,no recife interno da llha Pelorus, na
Grande Barreira de Corais da Australia, pode ser uma explicagao chave para a
redugdo das taxas reprodutivas, e da posterior redugdo de abundancia da
espécie neste local (BANNISTER et al. 2012). O aumento da sedimentagao
também pode impedir o alcance de propagulos assexuados dificultando o
recrutamento e consolidagao (MALDONADO et al. 2008).

As esponjas Rhabdocalyptus dawsoni (Lambe, 1893) e Aphrocallistes
vastus Schulze, 1886 também sofreram com o impacto da sedimentagao.
Tompkins-Macdonald e Leys (2008) observaramimpedimento do bombeamento
da agua do mar devido a sedimentagcdo. Porém, embora essas esponjas
pudessem bloquear sua alimentacdo em resposta a pequenas irritacoes,
grandes quantidades de sedimentos entupiram seus canais e impediram sua
alimentagao (TOMPKINS-MACDONALD e LEYS 2008).

Em alguns casos no entanto, os valores registrados de assoreamento
podem nao ter influéncia nas respostas das esponjas. Devido as construgdes
portudrias, estaleiros e cais, na Baia de Algeciras, na Espanha, o assoreamento
ocorrido n&o restringiu a distribuicdo da maioria das espécies encontradas nas
estacbes amostradas (CARBALLO et al. 1996). Algumas destas espécies se
adaptaram ao ambiente com altas taxas de assoreamento, desenvolvendo
estruturas que lhes permitiram sobreviver em condicbes com estes niveis
elevados de sedimentagéo, como Dysidea avara (Schmidt, 1862), Crella elegans
(Schmidt, 1862), e Halichondria bowerbanki Burton, 1930. No mesmo trabalho,
0 assoreamento resultou em respostas positivas de algumas espécies de
esponjas que pareceram preferir ambientes assoreados, tornando-se
dominantes, como no caso de Cliona celata Grant, 1826 ou C. viridis (Schmidt,
1862)(CARBALLO et al. 1996). Algumas espécies como Polymastia sp., Mycale
arenosa Hajdu e Boury-Esnault, 1991, Dysidea fragilis (Montagu, 1814) e
Petromica cyocalyptoides (van Soest e Zea, 1986), que resistem a altas taxas de
sedimentagao e abrasao em profundidades entre 4 e 8 metros, também foram
encontradas em Arraial do Cabo, Sudeste do Brasil (MURICY et al. 1991).
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No Parque Nacional Marinho Wakatobi, SE Sulawesi, na Indonésia,
observou-se mudancga de fase entre os organismos bentbénicos. Atualmente, as
esponjas dominam varios ambientes que ja foramdominados por corais. A
cobertura de coral diminuiu em torno de 20% ao longo de um periodo de 6-7
anos (POWELL et al. 2010), enquanto que a densidade de esponjas parece ter
aumentado em relagao ao mesmo periodo (BELL e SMITH 2004; POWELL et al.
2010). Curiosamente, estes locais dominados por esponjas sao caracterizados
por possuirem uma unica espécie dominante, a esponja Lamellodysidea
herbacea (Keller, 1889), e por apresentarem altos niveis de sedimentagdo e
agua turva em determinadas épocas do ano. Em outro estudo também foi
relatado que a diversidade de esponjas foi maior em areas que sofreram maiores
taxas de sedimentagcdo, em comparacdo com as areas com menores taxas
(BELL e BARNES 2000).

1.3.4Luminosidade

Nos nove trabalhos encontrados sobre o impacto da redugcdo da
luminosidade também foram observadas respostas bem diversas e até opostas,
sugerindo que esse fator gera respostas espécie-especificas nas esponjas
(Figura 5). Desses a maioria mostrou alteragbes no crescimento ou

sobrevivéncia das esponjas.
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Figura 5- Diferentes efeitos causados pela redugdo de luminosidade em

comunidades de esponjas (n=9).
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Fonte: A autora, Exame de Qualificagdo, 2015.

Como respostas negativas, Roberts e colaboradores (2006) observaram
que o sombreamento pode afetar o crescimento e o estado reprodutivo da
esponja C. concentrica. Diversas espécies de esponjas foram registradas sendo
mais toxicas em locais sombreados do que em habitats bem iluminados,
acumulando mais compostos bioativos(BECERRO et al. 1995; FERRETTI et al.
2009), o que pode corresponder a um gasto maior de energia. Becerro e Paul
(2004) demostraram que em bioensaios de avaliacdo dos efeitos de diferentes
regimes de iluminagao sobre espécimes das esponjas transplantadas Dysidea
granulosa Bergquist, 1965, houve diminuicdo da concentragdo de metabdlitos
secundarios em condi¢gdes com pouca luminosidade. Ja com relagao a produgcao
de carotendides, sua concentragdo na esponja Clathria prolifera (Ellis eSolander,
1786)foi significativamente maior quando ela habitava locais bem iluminados,
enquanto quando transplantadas para locais com baixa luminosidade ocorria a
reducdo da concentragcao desses compostos. Provavelmente essa classe de
substancia deve estar relacionada com o papel ecolégico de fotoprotecédo as
esponjas (DATTELBAUM et al. 2010). O aumento da turbidez também pode
reduzir a penetragao da luz, e impactar as espécies fototréficas (LEMLOH et al.
2009).
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Muitas vezes nao sao encontrados, em condicbes sombreadas, os
simbiontes em esponjas hospedeiras potenciais.O estudo realizado por Thacker
(2005) com as esponjas e seus simbiontes mostrou que o efeito do
sombreamento diminuiu a massa e a porcentagem de cobertura da esponja
Lamellodysidea chlorea(de Laubenfels, 1954), indicando que a simbiose entre
Lamellodysidea-Oscillatoria é provavelmente uma interagdo mutualista. Ja com
relacdo a cianobactéria Oscillatoria spongeliae Schulzeex Gomont, 1892 sua
abundancia ndo se alterou significativamente, indicando que estes simbiontes
podem ser incapazes de dispersar a partir do seu hospedeiro. O sombreamento
nao afetou diretamente a esponja Xestospongiae xigua (Kirkpatrick, 1900),
porém, quando estas esponjas ficaram em ambientes sombreados houve perda
significativade cianobactérias, devido a diminuicdo da taxa fotossintética
(THACKER 2005).

Por outro lado, no Atol Palmyra, Oceano Pacifico Central, as esponjas
dominavam os ambientes de lagunas (KNAPP et al. 2013). Devido a impactos
antrépicos, esses locais vém sofrendo diversos estresses por aumento
daturbidez da agua (KNAPP et al. 2013). Os resultados desse estudo sugeriram
que as espécies de esponjas dentro das lagunas estdo fortemente associadas
com as caracteristicas ambientais e biologicas, e seria improvavel sua expansao
para os recifes exteriores, a menos que haja mudangas profundas na qualidade
ambiental dos recifes (KNAPP et al. 2013).

1.3.5 Predacéo

Com relagao aos estudos realizados sobre o impacto da exclusdo de
predadores em comunidades de esponjas foram encontrados apenas 10 artigos,
que em geral relataram sobre o aumento de esponjas palataveis no meio, por
nao possuirem metabdlitos secundarios para defesa, e sobre oaumento da sua
agressividade na competicdo com outros organismos. Apenas um trabalho
sugere que a exclusao de predadores favorece o recrutamento e a cicatrizacao

de esponjas palataveis (Figura 6).
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Figura 6 - Diferentes efeitos causados pela perda de predadores em comunidades

de esponjas (n=10).
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Fonte: A autora, Exame de Qualificagéo, 2015.

As estratégias morfolégicas de defesa contra a predacao sao limitadas
em esponjas (HILL e HILL 2002). Em um estudo realizado no recife Alligator, em
Florida Keys, os autores observaram que a esponja Anthosigmella varians
(Duchassaing e Michelotti, 1864) poderia aumentar o conteudo de espiculas em
resposta a pressao de predacio. Esse estimulo mecanico poderia servir como
um sinal para aumentar a concentragao de espiculas, sendo uma condi¢ao de
defesa induzida. Ja a variagao rigida desta mesma espécie reduziu o conteudo
de espiculas quando protegido da predagao (HILL e HILL 2002).

Na auséncia de peixes espongivoros, a esponja Chondrilla nucula
Schmidt, 1862 cresceu sobre a maioria dos corais com o qual interagia no
costdo, uma vez que nenhum dos corais pode lidar com as rapidas taxas de
crescimento e agressividade desta esponja (HILL 1998). Isto é considerado um
dado particularmente importante, ja que aproximadamente 30% de todas as
interagdes coral-esponja envolvem C. nucula em Florida Keys (HILL 1998).
Sendo assim,os espongivoros podem influenciar as interacbes competitivas
entre esponjas e corais. Em um segundo estudo, também realizado no mar do
Caribe, em 69 locais, foi observado que a remogao de peixes anjos e peixes

papagaios resultaram em um aumento excessivo no crescimento de esponjas
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sobre corais, em uma escala de mais de trés vezes. O contato coral-esponja
aumentou de 11% para 26%, e essas esponjas eram em sua maioria espécies
palataveis que possuiam taxas mais rapidas de crescimento ou reprodugao (LOH
et al. 2015).

Em experimento de predagéo realizado no recife Caribenho, North Dry
Rocks foram utilizadas espécies de esponjas indefesas Callyspongia armigera
(Duchassaing e Michelotti, 1864), lotrochota birotulata e Niphates erecta
Duchassaing e Michelotti, 1864, e espécies produtoras demetabdlitos
secundarios com atividade defensiva Amphimedon compressa Duchassaing e
Michelotti, 1864, Aplysina cauliformis (Carter, 1882), Aplysina fulva (Pallas,
1766) e Ptilocaulis walpersi (Duchassaing e Michelotti, 1864) (ENGEL e PAWLIK
2005). Foi observado que quando os predadores foram excluidos dos
experimentos com gaiolas, as taxas de crescimento das esponjas indefesas
foram maiores, enquanto que as esponjas defendidas cresceram a mesma taxa
dentro e fora da gaiola (LEONG e PAWLIK 2010).

Se predadores de esponjas forem removidos do sistema, resultaria em
maiores taxas de crescimento ou reproducdo de espécies de esponjas
palataveis, resultando na maior abundancia proporcionalmente da comunidade
de esponjas (LOH e PAWLIK 2014). Por exemplo, a esponja Mycale laevis
(Carter, 1882) presente no mar do Caribe € uma esponja palatavel e se
apresenta na forma incrustante, quando encontrada em ambientes semicripticos,
em recifes com peixes espongivoros. Ja quando essa esponja € encontrada em
ambientes com sobre-exploragao de pesca, sua forma corporal € mais macicas
e aparentemente sufoca colénias de corais com seu sobrecrescimento (LOH e
PAWLIK 2012b).

Outros experimentos manipulativos demonstraram que as espécies de
esponjas palataveis aos predadores apresentaram taxas de recrutamento e de
cicatrizacdo de feridas mais rapidas do que as espécies defendidas. O
crescimento dos tecidos dessas espécies agiu em oposi¢do a pressao dos
predadores (LOH e PAWLIK 2014). Pawlik (2011) propés um modelo conceitual
que previu que se ocorresse a remogao de peixes espongivoros do sistema, as
espécies preferidas pelos peixes e palataveis a predagao teriam uma vantagem
competitiva sobre as esponjas defendidas, e possivelmente, sobre os corais € as

algas. Essa situagao ja esta sendo observada em diversos locais no Caribe, onde
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a pesca excessiva através do uso indiscriminado de armadilhas para peixes,
reduz consideravelmente a abundancia de todas as espécies de peixes (LOH e
PAWLIK 2009; PAWLIK 2011).

1.3.6 Interacao entre fatores - Poluicdo

Diferentes fatores podem atuar ao mesmo tempo influenciando na
resposta das esponjas. Efeitos interativos de estresses ambientais como
inclusdo de altos niveis de nutrientes (até nove vezes mais que nas condicdes
normais) e aumento de temperatura (31°C) em condigdes manipuladas sobre os
clones deR. Odorabile ndo apresentaram efeito sobre as esponjas, sendo elas
visualmente semelhantes aos mantidos em condi¢ées controle (SIMISTER et al.
2012). As comunidades microbianas de R. odorabile também n&o foram
significativamente afetadas por esses disturbios ambientais, indicando que esta
espécie de esponja é capaz de suportar exposicdo de curto prazo em
concentracdes subletais elevadas de nutrientes e temperatura (SIMISTER et al.
2012). Monitoramentos recentes das comunidades de esponjas no local de
descarga de agua, da Central Nuclear Aimirante Alvaro Alberto, tnica central
nuclear brasileira, localizada em Angra dos Reis, Rio de Janeiro (Brasil),
mostraram que o impacto térmico, associado a presenca de cloro e fluxo de agua
elevado diminuiu a riqueza de espécies, a diversidade, a equitabilidade e
adensidade de esponjas (VILANOVA et al. 2004). Como ja citado anteriormente
no tépico 1.3.2, Holmes (2000) observou que apesar dos altos niveis de
nutrientes da regiao de Spring Garden na costa oeste de Barbados, esponjas
incrustantes nao foram mais abundantes nesses locais. Spring Garden também
possui altos niveis de sedimentacdo (ALLARD 1994)e isso pode impedir o

crescimento de esponjas incrustantes (SCHROETER et al. 1993).
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1.3.7 Esponjas como bioindicadores no Brasil

Indicadores ecologicos sao utilizados para avaliar a saude do meio
ambiente, fornecendo um aviso antecipado de alteragbes na regido, ou para
diagnosticar a causa de um problema ambiental (LINTON e WARNER 2003;
GONZALEZ-DIAZ et al. 2010). Um indicador consiste em um sinal que transmite
uma mensagem complexa de uma forma simplificada e util. Fornecendo
informacdes sobre uma tendéncia ou evento que nao pode ser observado
diretamente (LINTON e WARNER 2003).

Organismos sésseis tém sido considerados potencialmente propicios
para utilizagdo como bioindicadores ambientais, pois devem se adaptar ao meio
ambiente devido a sua imobilidade (ALCOLADO 2007). Assim, a sua abundancia
ou sua presenca (ou mesmo auséncia) deve refletir as condigdes ecoldgicas em
uma escala de tempo médio, ou em eventos estressantes mais recentes
(ALCOLADO 2007). Os critérios mais vulgarmente utilizados para determinar um
bom bioindicador marinho incluem: ser sedentario, facil de identificar, abundante,
disponivel para a amostragem durante todo o ano, ser grande, ter tolerancia a
exposicao em ambientes impactados (RAINBOW 1995; BOENING 1999;
BATISTA et al. 2014). No caso de eventos episodicos, espécies de vida curta
podem mostrar melhores resultados, ja que incorporam apenas produtos que
estdo no ambiente mais recentemente (de alguns meses a um ano ou mais).

Os habitos de vida de esponjas as permitem avaliar a saude do meio
marinho (CARBALLO e NARANJO 2002; CARBALLO et al. 2008). Pesquisas
indicam que esponjas marinhas sao adequadas tanto como bioindicadores de
poluigdo por metais (PATEL et al. 1985), como para o monitoramento de
disturbios fisico e quimico (VALAVANIDIS et al. 2006). Além disso, as esponjas
tém o potencial de fornecer informacdes excepcionalmente detalhadas sobre o
oceano, incluindo as variagbes climaticas do passado (KARABANOV et al.
2000).

Devido a seus habitos alimentares suspensivoros, as esponjas podem
acumular vasta gama de poluentes a partir de materiais em suspensao, ou em
fase dissolvida (RAO et al. 2006). Além disso, a sua morfologia é adaptada para

maximizar a eficiéncia do fluxo de agua, e ao mesmo tempo, permite que estes
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organismos filtrem os contaminantes presentes na agua (BATISTA et al. 2014).
Por possuirem um nivel de organizacao simples, é mais facil a identificacdo de
compostos absorvidos, e a realizacdo das analises bioldgicas e quimicas das
respostas (MAHAUT et al. 2013). Além disso, as altas taxas de filtragdo (um quilo
de esponja pode processar mais de 24.000 litros de agua por hora e, assim como
a capacidade de ingerir particulas 0,2-50 um), permite a captura de poluentes de
forma eficiente tanto nas formas dissolvidas quanto particuladas (TURON et al.
1997; PEREZ et al. 2004).

Os biomarcadores sédo os tecidos, células ou compostos quimicos que
seriam alterados com a presenca de estressores (BODIN et al. 2004), isso inclui
também respostas fisioldégicas, comportamentais e energéticas dos organismos
(ROSS et al. 2002). Com a finalidade de estimar efeitos de poluentes em
sistemas biologicos, varias técnicas tém sido empregadas para detectar
alteragdes no nivel celular e molecular, proporcionando assim avisos fisiolégicos
precoces de estresse ambiental e/ou de poluigcdo sobre osorganismos expostos
(GUNDERT-REMY et al. 2005). Neste campo, estudar a sinalizagao celular &
uma area muito promissora da investigacdo, devido a complexidade dos
mecanismos variando de transducdo de estimulos para atividades celulares
(BURLANDO et al. 2006). A resposta a diversos fatores de estresses tem sido
relatada através da ativacdo da cascata de proteinas de sinalizacio de estresse,
especialmente vias metabdlicas fosforiladas (pP38 e JNK/MAPK) (WIENS et al.
2005).

Por outro lado, algumas pesquisas tém demonstrado o uso de metabdlitos
secundarios como biomarcadores (KHOTIMCHENKO 1998; PETRONILHO et al.
2004). Estudos anteriores ja foram capazes de diferenciar a fonte de matéria
organica nas aguas e nos sedimentos de um estuario, a partir da composicao de
acidos graxos e esterdis da flora aquatica, e mostraram que os esgotos
domésticos foram reconhecidos pela associagdo a alguns &cidos graxos
presentes em grandes quantidades na agua eutrofizada (QUEMENEUR e
MARTY 1992). Porém, até o momento, ainda ha poucos relatos na literatura
mundial sobre a tentativa do uso de produtos naturais de organismos marinhos
como marcadores de ambientes contaminados por poluentes organicos ou por
outros estresses ambientais (AGELL et al. 2001; PETRONILHO et al 2004;
FLEURY et al. 2000, 2004, 2008a, 2008b).
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As esponjas, podem ser um grupo bentdnico que ira suportar os efeitos
das mudancgas climaticas globais e se beneficiar da queda de outros grupos
bentonicos (KELMO et al. 2013). Assim, esponjas como indicadores podem
aumentar a compreensao de importantes questdes globais, para que seja
possivel avaliar condigdes e tendéncias, e comparar diversas situacdes
geograficas (LINTON e WARNER 2003). Os resultados das pesquisas podem
auxiliar na tomada de decisbes, e mostrar possiveis conexdes entre as
preocupacgdes ambientais, sociais e econdmicas.

Em estudo realizado em Arraial do Cabo, sudeste do Rio de Janeiro
mostrou que a esponja Mycale microsigmatosa Arndt, 1927 € uma boa espécie
indicadora das condi¢des de impactos antrdpicos (atividades humanas, niveis de
coliformes e niveis de 6leo (MURICY 1989). Ja as espécies Scopalina ruetzleri
(Wiedenmayer, 1977) e Amphimedon viridis Duchassaing e Michelotti, 1864 se
mostraram com baixa sensibilidade, enquanto Aplysina fistularis (Pallas, 1766),
Tedania ignis (Duchassaing e Michelotti, 1864), Chondrilla nucula Schmidt, 1862
e Polymastia sp. foram classificadas como de alta sensibilidade, por causa de
sua total auséncia ou extrema raridade na area poluida (MURICY 1989). Em um
segundo estudo realizado na mesma regiao, os autores também mostraram que
as esponjas T.ignis e A.viridis, abundantes no local foram frequentemente
relacionadas com locais poluidos, sendo consideradas boas indicadoras
(MURICY et al. 1991).

Os disturbios causados por metais no ambiente marinho tém preocupado
pesquisadores ao longo de muitos anos (ZHANG et al. 2012). O metais podem
prejudicar a biota, em graus variaveis, dependendo da sua concentragdo e da
fisiologia e biologia do organismo (CEBRIAN et al. 2007). As esponjas foram
relatadas acumulando metais em altas concentragbes, mesmo quando
submetidas a constantes quantidades baixas de metais, sem mostrar mudancas
externas aparentes (CEBRIAN e URIZ 2007).

Diversos autores observaram variagdes entre diferentes espécies na
acumulagao de poluentes, sugerindo que, por exemplo, a acumulagao por metais
é especie-especifico (PAN et al. 2011; DE MESTRE et al. 2012). Em estudo
realizado na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro foi observado que as
concentragcbes da maioria dos metais foram menores em Paraleucilla magna do

que em Hymeniacidon heliofila (BATISTA et al. 2014). As diferengas nas
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propriedades cumulativas entre diferentes espécies podem ser relacionadas a
composi¢cao das comunidades de microrganismos simbiontes, composicdo do
esqueleto, histologia e ciclo de vida (BATISTA et al. 2014). A Demospongiae de
vida longa H. heliofila, e a Calcispongiae de vida curta P. magna sao
consideradas boas bioindicadoras de polui¢do por metais na regido da Baia de
Guanabara, por serem consideradas complementares nas analises classicas
desses poluentes (BATISTA et al. 2014).

O género Drulia possui duas esponjas de agua doce que sao
predominantes na regido da Amazodnia Central. A acumulagdo de cobre por
Drulia cristata (Weltner, 1895) e D. uruguayensis Bonetto e Ezcurra de Drago,
1969 mostrou que ambas espécies foram consideradas fortes indicadoras da
capacidade de acumulagao de metais, uma vez que a concentragcao desse metal
no rio Tapajos era considerada extremamente baixa (DE BARROS et al. 2013).
A presenca de aluminio e silicio apenas em D. cristata também indicou seu
potencial como indicadora desses poluentes, pois estes elementos foram
relatados nos solos e aguas da bacia do Tapajos (DE BARROS et al. 2013).

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) sdo poluentes ambientais
formados durante a combustdo incompleta de materiais organicos. Eles sao
introduzidos no ambiente a partir de uma variedade de fontes, incluindo os
incéndios florestais, erupcdes vulcanicas, diesel e tabaco (CHATEL et al. 2011).
Himeniacidon heliofila parece ser umapotencial candidata a integrar os
programas de biomonitoramento em areas costeiras, pois ela foi observada com
niveis de HAP, refletindo a contaminacao local (BATISTA et al. 2013). Esta
espécie também tem outras caracteristicas que facilitam o uso como
bioindicadora de HAP, como sendo muito abundante nos locais poluidos
(BATISTA et al. 2013), facilmente identificadas e amostradas no campo. Além
disso, H. heliofila tem elevada tolerancia as variagdes fisico-quimicas (por
exemplo, concentragdo de amébnia e temperatura),e as suas populagdes sao
bastante estaveis no ambiente (TURQUE et al. 2010).

A esponja Mycale microsigmatosa foi a unica espécie encontrada em
todos os transectos analisados durante o estudo realizado na Central Nuclear
Brasileira, esta espécie é considerada tolerante a poluigdo organica (MURICY
1989), e pode também ser considerada como tolerante ao aumento de

temperatura e a presenca de cloro. Porém, sua menor abundancia na superficie
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préoxima ao local de descarga sugere que € um bioindicador negativo para esse
impacto. Enquanto que a esponja Haliclona sp. foi dominante e somente foi
encontrada na superficie, sugerindo que esta espécie é oportunista e tolerante,

e pode ser considerada um bioindicador positivo (VILANOVA et al. 2004).

1.4 Consideracdes finais

Através dessa revisdo foi possivel detectar que ainda ha lacunas no
conhecimento sobre as possiveis respostas das esponjas a disturbios
ambientais. Até o momento ainda ha poucos trabalhos sobre as respostas das
esponjas, principalmente na América do Sul, Antartida e Africa. Além disso, os
tipos de respostas observadas ainda se restringem basicamente a taxa de
crescimento, a densidade e a distribuicdo das esponjas. Isso mostra a
importancia de integracao desses resultados a dindmica de producgao de defesas
quimicas por esses organismos marinhos, uma vez que a expressao fenotipica
da resposta pode ser utilizada como biomarcador de estresse, atuando como um
primeiro alerta do efeito de poluentes ou de alteragdes de fatores fisicos e/ou
bioldgicos, possibilitando assim, uma reacéo rapida para evitar ou diminuir o
impacto do dano no ambiente. Maior integragdo desses resultados pode auxiliar
no status de conservagao desse grupo na costa brasileira. Alguns desses pontos

serao avaliados no presente tese ao longo dos préximos capitulos.
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2 RESPOSTA DAS COMUNIDADES MARINHAS E POPULACOES DE
ESPONJAS (DEMOSPONGIAE) AO LONGO DE DIFERENTES
GRADIENTES DE IMPACTO AMBIENTAL

2.1 Introducéao

Uma perturbagcdo € um processo pelo qual um disturbio de uma
determinada magnitude provoca uma resposta em termos de densidades ou
composicdo a uma espécie, populacdo ou assembleia (GLASBY e
UNDERWOOD 1996). Para que ocorra uma perturbacao, o disturbio deve ser
grande o suficiente para superar a inércia de pelo menos uma populagédo em
uma assembleia (UNDERWOOD 1989). O efeito (impacto ou estresse) sera
referido como a resposta a uma perturbagao (SELYE 1973).

Os ambientes aquaticos sdo continuamente submetidos a disturbios
antropogénicos, incluindo poluentes e outros impactos ecologicos, como a
destruicdo do habitat, a introducao de espécies exoticas e a sobrepesca (WELLS
1999; CARBALLO e NARANJO 2002). Geralmente, considera-se que a
perturbacdo induz alteragcbes quantitativas e/ou qualitativas na estrutura e
funcionamento das comunidades. As mudangas estruturais sdo normalmente
avaliadas através de parametros da comunidade, que incluem a riqueza e os
indices de diversidade e equitabilidade (LINTON e WARNER 2003). Alteragdes
funcionais incluem medidas como a atividade fotossintética, taxa de crescimento
e fecundidade, porém, ndo sdo monitoradas com tanta frequéncia como as
mudangas estruturais (LINTON e WARNER 2003).

Para realizar a analise de impacto nessas comunidades € necessario
monitorar o ambiente a ser estudado. O monitoramento ambiental pode ser
realizado através de variaveis fisico-quimicas (CONAMA, Conselho Nacional do
Meio Ambiente 357, 2005) e biolégicas. Ou ainda, através de indicadores de
pressdo (estressores), que relacionam impactos antropogénicos em larga
escala, incluindo mudangas nos padrées de uso da terra, carga de nutrientes,

sedimentos, contaminantes para as bacias hidrograficas costeiras, e mudancgas
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nas comunidades (BORJA e DAUER 2008). O monitoramento de variaveis
fisicas e quimicas é relevante na avaliagdo de impactos ambientais em
ecossistemas aquaticos, tais como a identificagdo imediata de modificagdes nas
propriedades fisico-quimicas da agua (WHITFIELD 2001). O monitoramento
biolégico € a utilizagdo de um ser vivo, denominado bioindicador, como
ferramenta para acompanhamento da resposta de ecossistemas aos impactos
ambientais (GOULART e CALLISTO 2003). O uso de indices utiliza métodos
quantitativos previamente definidos, e pode ser replicavel (MUNIZ et al. 2005;
CREED eOLIVEIRA 2007). O indice Relativo de Impactos Ambientais (IRIA) foi
criado para avaliar os efeitos de fatores antropicos impactantes mais
expressivos, sobre o ambiente marinho em escala regional, na Baia de llha
Grande (CREED e OLIVEIRA 2007).

A maioria dos efeitos ambientais investigados avaliaram as alteragbes
que ocorrem principalmente com as espécies de corais e peixes recifais
(PRZESLAWSKI et al. 2008). No entanto, muitos outros organismos, como as
esponjas, sdo ecologicamente importantes para os recifes marinhos (DIAZ e
RUTZLER 2001). As esponjas marinhas sdo consideradas boas indicadoras
ecoldgicas e sdo comumente utilizadas como biomonitores de estresse
ambiental (MURICY 1989; CARBALLO e NARANJO 2002; VILANOVA et al.
2004; ALCOLADO 2007). Assim, a sua abundancia ou a sua presenga (ou
mesmo a auséncia) devem refletir as condi¢des ecoldgicas, ou eventos fortes de
estresse muito recentes (MURICY 1989; ALCOLADO 2007). Porém, segundo a
revisdo realizada por Bell e colaboradores (2015), apenas 7% dos estudos
realizados com esponjas foram relacionados com conservagao, impactos
ambientais e monitoramentos de esponjas.

Variagdes nas condigcdes ambientais podem resultar em mudancas na
morfologia e assembleia de esponjas (BELL et al. 2006). Segundo Bell e Barnes
(2001), a resposta a diferentes regimes ambientais poderia ser identificada,
através de dados morfolégicos ou de abundancia de espécies. A vantagem de
um método morfolégico € que nao requer nenhum treinamento taxonémico,
apenas a capacidade de distinguir entre diferentes morfologias (BELL e
BARNES 2001). Além de variagdes morfolégicas, ha algumas evidéncias de que
fatores fisicos e ambientais, como luz e profundidade,influenciam a producéo de

metabdlitos secundarios por organismos marinhos (BECERRO e PAUL 2004).
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As anadlises dos constituintes quimicos produzidos pelos organismos
marinhos no ambiente natural ou obtidos de experimentos ecoldgicos tém sido
feita através de métodos cromatograficos e espectroscopicos (WRIGHT e
JEFFREY 1987; CHEN et al. 2017; PETRAS et al 2017). Como alternativa as
técnicas convencionais, a espectroscopia Raman tem sido apontada como uma
ferramenta de grande potencial para uso na identificagdo destes metabdlitos,
visto que é nao destrutiva e permite a identificacdo de substancias quimicas
diretamente na amostra in situ (nomenclatura utilizada quando as medidas
espectroscopicas sao realizadas diretamente na amostra, sem a necessidade
tratamento prévio (ex. preparacao de extratos)). Além disso, apresenta uma
baixa sensibilidade ao conteudo de agua presente em amostras bioldgicas e a
utilizagcado de pequenas quantidades de material (macro e microscépico) (MAIA
et al. 2014, GERMOND et al. 2017).

Compreender as causas da variagdo metabdlica pode fornecer
informacgdes valiosas ndo apenas sobre os fatores que afetam a producgao de
metabdlitos secundarios, mas também sobre as circunstancias em que os
produtores investem mais em defesa quimica (BECERRO e PAUL 2004). Sendo
assim, a expressao fenotipica da resposta € utilizada como biomarcador de
estresse, atuando como um alerta do efeito de poluentes ou de alteragcbes de
fatores fisicos, possibilitando uma reagao rapida para evitar ou diminuir o impacto
do dano no ambiente. E testar se as populagdes e/ou comunidades respondem
de forma clara e direta aos disturbios medidos através do indice Relativo de
Impactos Ambientais (IRIA). Esses resultados podem auxiliar no prognéstico dos
efeitos desses estresses sobre a possivel reducio da biodiversidade marinha na

zona costeira.
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2.2 Objetivo geral

Avaliar como as comunidades bentbnicas, assembléias de peixes e

populagdes de esponjas marinhas (Demospongiae), respondem aos diferentes

tipos de disturbios na Baia de llha Grande, RJ baseado no indice Relativo de
Impacto Ambiental (IRIA) (CREED e OLIVEIRA 2007).

2.2.1 Objetivos especificos

. Caracterizar através do indice Relativo de Impacto Ambiental treze locais

na Baia de llha Grande (BIG).

Quantificar os nutrientes,Ortofosfato (PO43-), Amdnio (NHa4*), Nitrito (NO2
) e Nitrato (NO3’), em treze locais da BIG, e relacionar com o indice
Relativo de Impacto Ambiental (IRIA).

Caracterizar treze comunidades bentdnicas marinhas da BIG, e relacionar
com o indice Relativo de Impacto Ambiental (IRIA).

Caracterizar treze assembleias de peixes da BIG, e relacionar com o
indice Relativo de Impacto Ambiental (IRIA).

Avaliar se as esponjas marinhas mais abundantes nos treze locais de
estudo apresentam relacdo com o indice Relativo de Impacto Ambiental

(IRIA), e/ou com a producéo de metabdlitos secundarios

2.3 Hipoteses

1.

Todos os parametros testados (concentragao de nutrientes, abundancia
de organismos dacomunidade bentbnica, abundancia de organismos da

assembleia de peixes) tem relagao positiva com o IRIA.
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2. A produgdo de metabdlitos secundarios das esponjas marinhas € menor

quando o IRIA e o tamanho da populagao sdo maiores.

2.4 Material e Métodos

2.4.1 Area de estudo

A Baia de llha Grande esta localizada no sul do Estado do Rio de Janeiro
(22°50°-23°20°S, 44°00’-44°45'W), e situada entre as cidades do Rio de Janeiro
e Sao Paulo. Ela possui grande beleza paisagistica, uma rica fauna e flora, sendo
um santuario de biodiversidade singular (CREED et al. 2007). A regido possui 0
maior numero de unidades de conservagao do Estado do Rio de Janeiro, embora
a presenca de um terminal petrolifero no continente, um estaleiro € um terminal
de minério produzam um trafego maritimo consideravel. Adicionalmente, a
presencga de espécies invasoras representa um grande risco de impacto para os
ecossistemas naturais da regidao (PAULA e CREED 2005), além do aumento da
urbanizagdo que também vem causando diversas alteragcbes ambientais
(CREED et al. 2007).

Foram selecionados 13 locais ao longo da costa da Baia de llha Grande,
RJ (Figura 7,

Tabela 1).



Figura 7- Locais de estudo na Baia de llha Grande, RJ.
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Fonte: A autora, Exame de Qualificagao, 2015.

Tabela 1 - Locais de estudo com coordenadas geograficas

Locais

Ponta Fina

Bica

Lage Branca

Tangua

Vila Velha

Bonfim

Anil (Centro de Angra)
Machado

Biscaia

Costao proximo ao TEBIG
Ilha de Conceigao de Jacarei
llha do Abraao

13 Abraéozinho

O© 0O ~NO Ol WDN P

el
N P O

Latitude
23°1,532’S
23°1,173’S
23°59,827’S
23°0,609'S
23°1,684’S
23°1,349'S
23°0,903’S
23°0,469’S
23°1,683’S
23°3,175’S
23°2,185'S
23°6,899'S
23°7,952'S

Longitude
44°26,852’'W
44°21,696'W
44°21,237'W
44°21,671'W
44°20,913'W
44°19,953'W
44°18,944’'W
44°15,783'W
44°14,257'W
44°13,919'W
44°9,578'W
44°9,995'W
44°9,116’'W

Legenda — TEBIG (Terminal da Baia de llha Grande)
Fonte: A autora, 2018.
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2.4.2 Caracterizacao dos locais de acordo com os graus de impacto

Os locais foram categorizados baseados no indice Relativo de Impactos

Ambientais (IRIA) adaptado de Creed e Oliveira (2007). Os dados sobre

impactos foram compilagdes de observagdes durante os trabalhos de campo, e

levantamentos da literatura e de fontes governamentais. Para quantificar os

limites de influéncia dos fatores potencialmente impactantes, a regido de estudo

foi subdividida em poligonos centralizados nos pontos de estudo, formando uma

area de influéncia de aproximadamente 2 km de extensao. Todos os fatores e

formas de quantificacdo foram atualizados e adaptados de Creed e Oliveira
(2007):

Desenvolvimento urbano: Foram quantificados por meio da soma das
areas urbanas (em Km), em faixa terrestre pertencente a cada perimetro,
e por meio de Mapas de Uso de Solo da Fundagao CIDE (Centro de
Informacgdes e Dados do Rio de Janeiro). Estes dados foram convertidos
proporcionalmente em escala de 0 (menor area urbanizada por local) a 1
(maxima).

Lancamento de esgoto: Os dados foram retirados das informagdes de
Creed e Oliveira (2007).

Marinas, cais e ancoradouros: Foram quantificados marinas, cais e
ancoradouros dentro de cada perimetro. O mapeamento foi realizado
através do “Google Earth” e complementado por observagdes de campo.
Estes dados foram convertidos proporcionalmente em escala de 0 (sem
marinas, cais ou ancoradouros no poligono) a 1 (numero maximo de
marinas, cais ou ancoradouros encontrados em um poligono).
Maricultura: Foram quantificadas as atividades de maricultura proximas
aos locais de estudos, através de observagdes durante o trabalho de
campo, por meio de observagao direta. Foram atribuidas pontuacgdes de:
zero=nenhuma atividade no local; 0,2=1 atividade no local; 4=2-4
atividades no local; 10=>4 atividades no local.

Terminal de Petroleo/ Estaleiro/ Porto e Usina Nuclear: Esses fatores

foram considerados impactos pontuais, conferidos a eles graus de
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impacto de acordo com as distancias de cada local de estudo. Para
pontuar os impactos potenciais das usinas nucleares foram conferidos
graus de acordo com a distancia do ponto de estudo as usinas: 1 para
distancia <5km; zero para os demais locais. Para pontuar impactos
potenciais das outras trés atividades foram conferidas pontuacgdes de: 1
para os locais de estudo distantes de 0 a 5km da atividade; 0,5 para locais
de estudo distantes de 5 a 10km. Para locais com distancias superiores a
10km foi conferida a pontuacao zero.

e Presenca de espécies exoticas: A quantificacao das espécies exoticas foi
feita baseada nos dados de monitoramento das comunidades. Foi
conferida uma pontuacado de zero=ausente; 0,1=uma espécie presente;

0,6=duas espécies presentes e 1= trés espécies presentes.

Foram atribuidos pesos para cada fator de acordo com a extensao de seu
impacto: de um a quatro. Foram levadas em consideracéo a extensao espacial,
duracdo, e frequéncia de ocorréncia de cada fator impactante, além do
sinergismo e presenca de efeitos cumulativos. Os pesos foram aplicados no
calculo final do IRIA, que variou entre 0 € 1, como a média aritmética dos fatores

multiplicados por seus respectivos pesos.

2.4.3 Analise de nutrientes da agua

Foram coletadas amostras de agua de cada local de estudo para avaliar
a concentragao de nutrientes. As amostras foram filtradas a vacuo com filtro de
fibra de vidro Macherey-Nagel de 25 um de espessura e 24 mm de diametro,
acondicionadas em tubos falcon estéreis, e congeladas para analise posterior. A
concentragdo dos nutrientes da agua do mar (Ortofosfato (PO43), Amdnio
(NH4™),Nitrito (NOz2") e Nitrato (NOs")), de cada local de coleta foi avaliada através
dos parametros descritos por Grasshoff et al. (1999), através do aparelho FIA
(flow injection analysis) Autosamples — Modelo AIM 3200. Essas analises foram

realizadas no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Fitoplancton da
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Universidade do Estado do Rio de Janeiro, através da colaboracdo com o
Professor Dr. Marcelo Manzi Marinho.

Os dados de nutrientes foram comparados através da distancia
Euclidiana, apds serem transformados para raiz quadrada e padronizados. As
diferencgas entre a quantidade de nutrientes dos locais em relagcédo ao IRIA foram
testadas através da analise DistLM (Distancia baseada em modelos lineares).
Em seguida, foi realizada uma analise de componentes principais (PCO). As
analises multivariadas foram realizadas utilizando o programa PRIMER 6.1.13
(Plymouth Routines In Multivariate Ecological Research) (CLARKE e WARWICK
2001). Uma regressao multipla foi realizada no programa de estatistica R (TEAM
2013), posteriormente para avaliar a relagdo entre a concentragao de cada um

dos diferentes nutrientes e o IRIA.

2.4 .4 Levantamento das comunidades bentbnicas submetidas a diferentes graus

de disturbios ambientais

Em cada local de estudo foram colocados cinco transectos de 10 m,
paralelos aos costdes rochosos, em profundidades que variaram de 2 a 4 metros.
Seis quadrados (0,50 x 0,50m) foram langados acima ou abaixo de cada
transecto, de forma aleatdria sorteada anteriormente (modificado de LAGES et
al. 2011). Cada quadrado foi subdividido em 25 quadrados de area de 0,10 x
0,10m.

A coleta dos dados foi realizada entre junho e julho de 2016, através de
mergulho autdbnomo, seguindo a metodologia utilizada por Lages e
colaboradores (2011) e Mantelatto e colaboradores (2013), onde foi registrado o
organismo com maior porcentagem de cobertura espacial em cada subdivisdo
do quadrado amostral. As espécies com maiores areas de cobertura foram
identificadas in situ. Essa metodologia visual € muito eficiente na amostragem,
pois possui melhor refinamento taxondmico e maior sensibilidade para
identificacdo de organismos, quando comparado a métodos digitais
(MANTELATTO et al. 2013).
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A composigao da comunidade foi analisada através da porcentagem de
cobertura média das principais espécies ocupadoras de espaco. Em seguida
calculada a riqueza (S), o indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H’) e a
Equitabilidade de Pielou (J) (MAGURRAN 1988), para cada local de estudo. Os
dados da comunidade também foram comparados através do indice de
Similaridade de Bray-Curtis, ap6s serem transformados para raiz quadrada. Para
identificar as espécies que mais contribuiram para as similaridades/
dissimilaridades entre os locais de estudo foi utilizada a analise de SIMPER
(Similarity percentages). As diferengas entre os locais em relagdo ao IRIA foram
testadas através da analise DistLM (Distancia baseada em modelos lineares).
Em seguida, foi realizada uma analise de coordenadas principais (PCO). Os
parametros de comunidade e as analises multivariadas foram realizados
utilizando o programa PRIMER 6.1.13 (Plymouth Routines In Multivariate
Ecological Research) (CLARKE e WARWICK 2001).

2.4.5 Levantamento das assembleias de peixes

A amostragem foi realizada por método visual utilizando mergulho
autébnomo nos 13 locais de estudo. A listagem foi realizada construindo uma lista
cumulativa de todas as espécies de peixes que ocorreram durante o tempo de
mergulho, dentro de cinco transectos de 10 metros, considerando a largura de
um metro para cima e um metro para baixo das trenas.

Todos os peixes foram contados ao longo do transecto, exceto as
espécies cripticas que foram contadas cuidadosamente ao longo do substrato (e
também vistoriando sob as rochas e as fendas), enquanto o mergulhador
retornava ao inicio da trena. Esta abordagem assegurou que as espécies que
nadariam mais afastadas ao costdo em relacdo ao observador fossem as
primeiras a serem contadas. Este método permite boa estimativa da densidade
para todas as espécies (FLOETER et al. 2007). Foram também atribuidas a
essas espécies suas categorias tréficas. Observados em Fishbase.org, Ferreira
et al. (2007) e Floeter et al. (2007).

A composicao da assembleia de peixes foi analisada da mesma forma

que a composi¢cao da comunidade bentdnica.
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2.4.6 Levantamento da area de ocupacéo das populacdes de esponja

Ao longo dos transectos de levantamento da comunidade bentdnica
também foram registradas as duas esponjas de maior abundancia encontrada
nos locais, Desmapsamma anchorata (Carter, 1882) e Mycale angulosa
(Duchassaing e Michelotti, 1864). As esponjas foram identificadas por
observacgéo visual ao longo dos cinco transectos. Todas os espécimes que
estavam situados um metro acima e um metro abaixo dos transectos foram
registrados com o auxilio da Camera Canon PowerShot G12 (Totalizando
100m?). Em laboratdrio, as areas das esponjas foram calculadas com o auxilio
do Software Coral Point Count com extenséo para Excel (CPCe). Ao final, o total
das areas foi somado para se obter a area total de ocupacdo das diferentes

populagdes de esponja por local.

2.4.7 Analise do perfil quimico das esponjas

Espécimes das duas esponjas de maior abundancia foram coletados nos
13 locais monitorados na Baia de llha Grande, RJ: Desmapsamma anchorata e
Mycale angulosa. Apds coletadas, essas esponjas foram etiquetadas e
imediatamente congeladas, para posterior analise do perfil quimico em
laboratoério. Todas as amostras foram analisadas diretamente dos tecidos das
esponjas (in situ), separadamente,através do método n&o destrutivos de
espectroscopia RAMAN. As analises foram realizadas no equipamento Bruker
modelo: RFS 100 com laser de Nd:YAG operando em 1064nm, com resolugao
espectral de 4 cm™', 512 scanse poténcia do laser na amostra variando de 70 a
100 mW. Cada amostra foi introduzida em um dispositivo préprio para analise
com incidéncia de luz direta. Os espectros foram obtidos, com as amostras secas
e homogeneizadas por maceragao. Este estudo foi realizado em colaboragao
com a Dra. Lenize Fernandes Maia e com o Dr. Prof. Dr. Luiz Fernando Cappa

de Oliveira, ambos do Nucleo de Espectroscopia e Estrutura Molecular,
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Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal
de Juiz de Fora, MG.

Os dados de Espectroscopia foram transformados em dados binarios de
presenga e auséncia das bandas e foram comparados através do indice de
Similaridade de Jaccard. As relagdes entre os locais, o IRIA e o tamanho das
populagdes foram testadas através da analise DistLM (Distancia baseada em
modelos lineares). Em seguida foi realizada uma anadlise de coordenadas
principais (PCO). As analises foram realizadas utilizando o programa PRIMER
6.1.13 (Plymouth Routines In Multivariate Ecological Research)(CLARKE e
WARWICK 2001).

2.5 Resultados

2.5.1 Caracterizacao dos locais de acordo com os graus de impacto

Dos locais de estudo analisados, nenhum apresentou valor de IRIA igual
a zero, ou seja, com auséncia total de impactos. Os maiores valores foram
encontrados proximos aos centros urbanos de Angra dos Reis (Anil e Machado)
e Conceicao de Jacarei (Ilha de Conceig¢ao de Jacarei). Ja os menores valores
foram encontrados na Baia da Ribeira (Lage Branca e Tangua), e no entorno da
llha Grande (llha do Abrado e Abradozinho) (Tabela 2, Figura 8). O impacto de
maior influéncia foi o desenvolvimento urbano, e o menor foi a presenca das

Usinas Nucleares.
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Figura 8- indice Relativo de Impacto Ambiental para os 13 locais de estudo.
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Legenda: 1: Ponta Fina; 2: Bica; 3: Lage Branca; 4: Tangug; 5: Vila Velha; 6: Bonfim; 7: Anil; 8:

Machado; 9: Biscaia; 10: Costao proximo ao TEBIG; 11: llha de Conceigéo de Jacarei; 12: llha

do Abrado; 13: Abradozinho.

Fonte: A autora, Exame de Qualificagcéo, 2015.
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Tabela 2 - Fatores potencialmente impactantes para cada local de estudo na
Baia de llha Grande (RJ), e quantificados através do indice Relativo
de Impacto Ambiental (IRIA).

A B C D E F €] H I IRIA

Peso do
2 3 1 3 3 3 3 4

fator
Lage Branca 0.04 O 0 0 0 1.5 0 0.06
Abradozinho 0.04 066 075 02 O 0 0 0.06
Tangua 036 O 0 0 0 0 0 15 0 0.07
Ilhado

0 0 0 0 15 0 0 O 04 0.07
Abrado
Bica 092 O 0 0 0 0 0 15 0 0.09
Ponta Fina 0 0 0 0.11
Bonfim 096 O 0.75 15 0 04 0.25
Costao

proximoao 032 O 0 0 3 15 0 0 24 0.28
TEBIG

Vila Velha 0.8 0 0 4 0 O O0 3 O 0.3
Biscaia 1.2 066 075 0 3 3 0 15 0 0.39
llha de

Conceicéo 224 2 0.75 4 150 0 0 O 0.40
de Jacarei

Machado 144 2 1.5 0 15 3 0 15 0 0.42
Anil 3.4 2 3 0 15 15 0 3 O 0.55

Legenda: A: Desenvolvimento Urbano; B: Langamento de Esgoto; C: Marinas, cais e
ancoradouros; D: Maricultura; E: Terminal de Petréleo; F: Estaleiro Verolme; G: Usinas
Nucleares; H: Porto de Angra dos Reis; I: Espécies Exdticas.

Fonte: A autora, 2018.
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2.5.2 Analise de nutrientes da aqua

A maior concentragcdo de nitrato foi observada no costdo do Machado
(62,06p/1), enquanto que a menor concentragao foi observada na Bica (11,48 p/l).
Com relagao ao nitrito o local com maior concentracao foi a Lage Branca (4,47
p/l)e com a menor foi a llha do Abrado (2,08 p/l). Bonfim (590,05 p/l) foi o local
que apresentou maior concentragdo de amoénio, enquanto que Tangua
apresentou a menor (273,42 /). Quanto a concentragao de Ortofosfato, Biscaia
(236,56 p/l) foi o local com maior concentragao e o menor, Tangua (134,17 u/l)
(Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracao de nutrientes observada nos 13 locais monitorados na

Baia de Ilha Grande.

Locais Nitrato Nitrito Amoénio Ortofosfato
(NOzug/l)  (NOz2ug/l)  (NHa* pg/l)  (PO4%ug/l)

Lage Branca 16.29 4.47 333.64 151.23

Abradozinho 17.48 3.06 491.75 147.24

Tangua 19.73 3.49 273.42 134.17

Ilha do Abraao 32.74 2.09 412.53 174.31

Bica 11.48 4.37 499.79 143.41

Ponta Fina 23.60 3.65 488.77 166.70

Bonfim 11.67 2.71 590.05 185.74

Costao préoximo 21.58 3.11 559.22 230.41

ao TEBIG

Vila Velha 38.41 2.43 569.53 165.97

Biscaia 12.71 2.73 542.65 236.56

Ilha de Conceigdo 26.27 2.67 466.06 184.66

de Jacarei

Machado 62.06 2.43 371.79 181.63

Anil 43.15 3.78 466.06 178.86

Fonte: A autora, 2018.
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Foi observado um efeito marginalmente significativo entre o IRIA e a
quantidade de nutrientes presentes nos locais de estudo (Pseudo F= 3,25;
p=0,056) (Figura 9). A regressdo multipla demonstrou relagao significativa entre
a quantidade de nutrientes e o IRIA (R=0,70; p=0,02). Especificamente as
diferencas foram observadas na concentracdo de Nitrato (t=3,33; p=0,01),
Ortofostato (t=2,45; p= 0,04) e o IRIA.

Figura 9 - Grafico da analise das coordenadas principais para os treze locais de estudo
na Baia de llha Grande, em relagédo a quantidade de nutrientes e os niveis

de impacto.
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Fonte: A autora, 2018.

2.5.3 Levantamento das comunidades bentbnicas submetidas a diferentes graus

de disturbios ambientais

Os indices de riqueza (S), diversidade (H’) e uniformidade (J’) foram
estimados para os treze locais (Tabela 4). A riqueza dos principais organismos
amostrados variou de 6 a 15 taxons. O local que apresentou maior riqueza foi

Bonfim e maior diversidade de espécies foi TEBIG. O de menor riqueza foi Bica
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e de menor diversidade foi Lage Branca. Ja com relagdo a equitabilidade, Vila
Velha se mostrou mais uniforme, enquanto que o local menos uniformes foi Lage

Branca.

Tabela 4 — Dados de estrutura de comunidades benténicas (Riqueza (S), indice
de diversidade de Shannon-Wiener (H’) e uniformidade Pielou (J’))

para os diferentes locais de estudo na Baia de llha Grande, Angra

dos Reis, RJ.
Locais de estudo S N) H'(loge)
Lage Branca 8 0.31 0.65
Abradozinho 12 0.47 1.17
Tangua 12 0.44 1.1
llha do Abrado 10 0.41 0.95
Bica 6 0.51 0.92
Ponta Fina 10 0.54 1.23
Bonfim 15 0.47 1.28
Costao proximo ao TEBIG 14 0.49 1.30
Vila Velha 9 0.57 1.24
Biscaia 9 0.50 1.10
llha de Conceicao de Jacarei 11 0.54 1.29
Machado 14 0.44 1.15
Anil 13 0.47 1.22

Fonte: A autora, 2018.

Nao foi observada relacao entre as comunidades e os diferentes niveis de
impacto. Os grupos taxondmicos mais representativos observados durante o
levantamento foram as algas, seguida dos cnidarios, exceto no Costao préximo
ao TEBIG, llha de Conceicao de Jacarei, llha do Abrado e Abradozinho (Tabela
5). As espécies mais encontradas nos diferentes locais foram o zoantideo

Palythoa caribaeorum e a alga formadora de tapete (turf) (Apéndice 1). Porém,
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nao houve nenhuma relagdo entre a abundancia do grupo de zoantideos e/ou

algas com o grau de disturbios dos locais.

Tabela 5 - Porcentagem de grupos taxonomicos encontrados nos diferentes

locais de estudo na Baia de llha Grande, Angra dos Reis, RJ.

Algae Porifera(% Cnidaria Outros

Lage Branca 96.6 3.2 0.2 0
Abraéozinho 40.1 1.87 56.8 1.2
Tangua 65.8 5.6 28.4 0.2
Ilha do Abraéo 17.2 4.17 78.2 0.5
Bica 92.6 1 6.4 0
Ponta Fina 69.0 3.2 27.8 0
Bonfim 92.2 6 1.8 0
Costao proximo ao 40.8 12.2 46.6 0.4
TEBIG

Vila Velha 47.2 9.4 43.2 0.2
Biscaia 55.2 0.8 44 0
Ilha de Conceicéo de 29.5 10.9 58.3 0.7
Jacarei

Machado 93.6 6 0.4

Anil 83.0 15.6 1 0.4

Fonte: A autora, 2018.

De acordo com a analise de coordenadas principais (PCO) (Figura 10)
podemos observar que ocorreu uma separagao entre as comunidades em dois
grupos: de um lado do Canal Central (Ponta Fina, Lage Branca, Tangu4, Bica,
Vila Velha, Bonfim, Anil, Machado e Biscais e do outro lado (TEBIG, Ilha de
Conceigao de Jacarei, llha do Abrado e Abradozinho). O teste DistLM mostrou
que néo existe relagao significativa entre os locais e o IRIA (Pseudo F= 0,49; p
=0,78).
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Figura 10— Grafico da analise das coordenadas principais para os treze locais de

estudo na Baia de llha Grande, em relagdo a comunidade bentbénica e os

niveis de impacto.
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Fonte: A autora, 2018.

2.5.4 Levantamento das assembleias de peixes

Os locais que apresentaram maior abundancia de espécies foram llha do
Abrado, Abradozinho e Ponta Fina. E os que apresentaram menor abundancia
foram Bonfim, TEBIG, seguido de Concei¢cao de Jacarei (Apéndice 2). Foram
encontrados 9 niveis tréficos diferentes, desses os Predador de invertebrados
vageis e os onivoros foram os que apreentaram maior abundancia total,
enquanto que os carnivoros e planctivorosfram os que apresentaram menor
abundancia (Tabela 6). Os peixes mais comuns encontrados em todos os locais
de monitoramento foram Haemulon steindachneri e Haemulon album, este
segundo encontrado em maior abundancia no Anil e em Conceig¢éo, locais com
maior IRIA. Enquanto que os organismos menos encontrados foram

Gymnothorax moringa, Elacatinus figaro, Serida fasciatae Fistularia tabacaria.
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Tabela 6 - Porcentagem de niveis troficos encontrados nas assembleias de peixes nos diferentes locais de estudo na Baia de llha
Grande, RJ.

Categoria tréfica

Lage Branca
Abrdozinho
Tangua
Ilhado
Abraao

Bica

Ponta Fina
Bonfim

Costéao
proximo ao
TEBIG

Vila Velha

Biscaia
llha de
Conceicédo de

Jacarei
Machado

Anil

Carnivoro

1.43
0.51
0.00
0.37

0.74
0.00
0.00
0.00

1.41
0.00
0.00

0.00
0.00

Herbivoro

0.00
28.72
3.25
6.62

0.00
3.14
0.00
0.00

7.04
0.00
16.00

0.00
10.34

Herbivoro
raspador

0.00
1.03
0.65
0.37

0.00
0.00
0.00
0.00

14.08
0.76
0.00

0.00
0.00

Onivoro

68.57

6.15
15.58
47.79

28.15
19.90
14.29
67.86

28.17
30.53
4.00

56.90
18.97

Piscivoro

0.00
0.51
0.00
0.00

1.48
1.05
14.29
0.00

2.82
0.00
2.00

0.00
1.72

Planctivoro

0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
2.09
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00

0.00
0.00

Predador de
invertebrados

0.00
34.87
0.00
30.15

0.00
0.00
28.57
0.00

0.00
32.06
62.00

0.00
53.45

Predador de
invertebrados
sésseis
0.00
2.05
1.30

6.62

1.48
5.24
0.00
0.00

5.63
0.00
0.00

0.00
0.00

Predador de

invertebrados

vageis

30.00
26.15
79.22

8.09

68.15
68.59
42.86
32.14

40.85
36.64
16.00

43.10
15.52

Fonte: A autora, 2018.
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Os indices de riqueza (S), diversidade (H’) e uniformidade (J’) foram estimados
para os 13 treze locais (Tabela 7). A riqueza dos principais peixes amostrados variou
de 5 a 14 taxons. Ja com relagao a equitabilidade, Bonfim se mostrou mais uniforme,
enquanto que o local menos uniforme foi Tangua. Os locais que apresentaram maior
abundancia de espécies de peixes recifais foram Ilha do Abrado, Abradozinho e Ponta
Fina. E os que apresentaram menor abundancia foram Bonfim, TEBIG, seguido de

Conceicao de Jacarei.

Tabela 7 — Dados de estrutura da assembleia de peixes(Riqueza (S), indice de
diversidade de Shannon-Wiener(H’) e uniformidade Pielou (J') para os

diferentes locais de estudo na Baia de Ilha Grande, Angra dos Reis, RJ.

Locais de estudo S N) H'(loge)
Lage Branca 7 0.91 1.77
Abradozinho 14 0.89 2.35
Tangua 10 0.84 1.94
llha do Abrado 12 0.87 2.16
Bica 9 0.86 1.88
Ponta Fina 13 0.87 2.23
Bonfim 5 0.99 1.60
Costao proximo ao TEBIG 5 0.90 1.44
Vila Velha 11 0.92 2.21
Biscaia 10 0.90 2.08
llha de Conceicao de Jacarei 6 0.91 1.63
Machado 9 0.86 1.88
Anil 8 0.91 1.89

Fonte: A autora, 2018.

Nao foi observada relacao entre a assembleia de peixes e os diferentes niveis
de impacto. A analise DistLM n&o mostrou relagéo entre os IRIA e a assembleia. Nao
foi observado nenhum padrao de distribuicdo das espécies entre as comunidades
(Figura 11).
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Figura 11— Grafico da analise das coordenadas principais para os treze
locais de estudo na Baia de llha Grande, em relacdo a

assembleia de peixes e os niveis de impacto.
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Fonte: A autora, 2018.

2.5.5 Levantamento da area de ocupacao das populacdes de esponja

A analise de dados da area de ocupagao das duas espécies de esponjas mais
abundantes nos locais de estudo mostrou que a esponja Desmapsamma anchorata
ocupou maior area que a Mycale angulosa. Os locais: Bonfim (3.59 cm?m?), Tangua
(1.61cm?m?) e Vila Velha (1.09cm?*m?) foram os que apresentaram maior area
quando comparados com os outros. Por outro lado, os locais que possuiam maior area
de ocupacao de M. angulosa foram: Illha de Conceigédo de Jacarei (0.29cm?m?), Vila
Velha (0.18 cm?m?) e Tangua (0.12 cm?/m?) (Figura 12).
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Figura 12 — Area de cobertura das populacdes de Desmapsamma anchorata Carter,
1882e Mycale angulosa (Duchassaing e Michelotti, 1864) nos treze

locais de estudo na Baia de llha Grande.
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Fonte: A autora, 2018.

2.5.6 Analise do perfil guimico das espécies de esponjas

Tecidos da esponja D. anchorata coletada nos 13 locais foram analisadas por
espectroscopia Raman in situ. Todos os espectros obtidos das amostras mostraram
bandas em torno de 1500 v(C=C), 1157 §(C-C) e 1005 cm~'p(C-CHs3) atribuidas a
presenca de carotenoides, bandas em torno de 1660 cm'v(C=C), entre 1450-1460
cm' §(CH2/CHzs), ~1300 cm'5(CH2), ~1266 cm-'8(=CH) e em 1086 cm'v(C-C), cm™"
atribuidas a acidos graxos, e bandas em torno de 790, 706 e 696 cm™', ndo
assinaladas a nenhuma substancia em particular. Apesar da semelhanga no perfil
espectral, foram observadas variagdes na composi¢cao quimica dos carotenoides, bem
como alteracbes nas intensidades relativas das bandas entre as substancias

identificadas em cada amostra nos diferentes locais (Apéndice 3, Figura 13). A maioria
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das amostras apresentou bandas em torno de 1520 cm-', e apenas as amostras da
Ponta Fina apresentaram espectros com banda em 1516 cm™'. As diferencas
observadas na posi¢ao das bandas podem ser devido a variagdes no tamanho da
cadeia poliénica, grau de funcionalizagao, interagdo com outras moléculas (acidos
graxos, proteinas) ou efeito da matriz biolégica. As amostras provenientes da llha do
Abra3o e Vila Velha mostraram banda em torno de 1521 cm' e a da Ponta Fina em
torno de 1516 cm™', confirmando a variagédo estrutural dos carotenoides entre as
localidades. As amostras do Centro de Angra, Bonfim e TEBIG também apresentaram
variagdes na composigao carotenoidica devido a presenca das bandas em torno de
1520 e 1510 cm™', entretanto, neste ambiente as variagbes ocorreram em todas as
amostras analisadas. A distribuigdo dos acidos graxos foi constante em todas as
amostras, mas foi observado um aumento nas intensidades relativas das bandas dos
acidos em relagao aos carotenoides, apenas na amostragem de Vila Velha. As bandas
em 790, 706, 690 cm™' foram registradas predominantemente nas amostragens dos

ambientes com IRIA maior.



Figura 13- Espectros Raman in situ com linha de excitagdo em 1064
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A andlise espectral feita com tecido da esponja M. angulosa mostrou pefrfil

muito semelhante em todos os locais (Apéndice 4,Figura 14). Todas as amostras
apresentaram bandas em torno de 1500 vw(C=C), 1157 §(C-C) e 1005 cm-'5(C-CHa)
atribuidas aos carotenoides, e bandas em torno de 1660 cm-'v(C=C), entre 1450-1460
cm™' §(CH2/CH3s), ~1300 cm'5(CH2), ~1266 cm-'s (=CH) e em 1086 cm'v(C-C) cm"’

atribuidas aos acidos graxos. A presenca das bandas em torno de 1530 e 1510 cm™’

poderia indicar perfil semelhante aos dos carotenoides observado em D. anchorata.

Em todas as amostras as bandas correspondentes aos carotenoides apresentaram-

se mais intensas do que as bandas dos acidos graxos.



Figura 14- Espectros Raman in situ com linha de excitagdo em 1064 nm
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Fonte: A autora, 2018.

Houve diferencas nos perfis espectrais das amostras de D. anchorata nos
diferentes niveis de impacto. Porém, mesmo com essas diferencas observadas, nio
houve relagéo entre o IRIA, o tamanho populacional e o perfil quimico dessas esponjas
(DistLM- IRIA Pseudo F= 3,02; p = 0,08; Area da populagao: Pseudo F=0,62; p = 0,64)
(Figura 15, Figura 16).
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Figura 15 - Grafico da andlise das coordenadas principais para os treze locais de
estudo na Baia de llha Grande, em relagao ao perfil quimico das esponjas

Desmapsamma anchorata Carter, 1882 e os niveis de impacto.
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Fonte: A autora, 2018.
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Figura 16 - Grafico da analise das coordenadas principais para os treze locais de
estudo na Baia de llha Grande, em relacdo ao perfil quimico e a area de

ocupacéao das esponjas Desmapsamma anchorata Carter, 1882.
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Fonte: A autora, 2018.

Os perfis espectrais das amostras de M. angulosa ndo se mostraram diferentes
nos locais de estudo e também nao foi observada relagao entre o IRIA, o tamanho
populacional e o perfil quimico da esponja (DistLM- IRIA Pseudo F= 0,17; p = 0,85;
Area da populagao: Pseudo F=0,17; p = 0,77) (Figura 17, Figura 18).
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Figura 17 - Grafico da andlise das coordenadas principais para os treze locais de
estudo na Baia de llha Grande, em relagao ao perfil quimico das esponjas

Mycale angulosa (Duchassaing e Michelotti, 1864) e os niveis de impacto.
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Fonte: A autora, 2018.
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Figura 18 - Grafico da andlise das coordenadas principais para os treze locais de
estudo na Baia de llha Grande, em relacdo ao perfil quimico e a area de
ocupacdo das esponjas Mycale angulosa (Duchassaing e Michelotti,
1864).
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Fonte: A autora, 2018.

2.6 DISCUSSAO

Os maiores valores de IRIA foramencontrdos préximos aos centros urbanos de
Angra dos Reis, a Marina Verolme e Conceig¢ao de Jacarei. O desenvolvimento urbano
foi o fator que mais influenciou o impacto nesses locais. Ja é conhecido que atividades
humanas préximas a ambientes costeiros contribuem para o declinio da qualidade da
agua (WOLANSKI et al. 2004). O crescimento populacional e seu desenvolvimento
associado sdo a principal causa das mudangas ambientais que estamos observando
no Brasil (SANTOS e CAMARA 2002). Segundo Creed e Oliveira (2007) a regido da
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BIG se mostra propicia a urbanizagao, atividades industriais e de turismo, o que pode
alterar a dinamica da area causando altera¢gdes no ambiente marinho.

Mesmo nao tendo valores alarmantes como os padrboes mostrados na
resolucdo do CONAMA 357, 2005, a analise dos nutrientes foi a que mostrou maior
relagao significativa com o IRIA. Classicamente, os disturbios ambientais sdo medidos
através da quantidade de nutrientes presentes na agua (CONAMA 357,2005).
Nitrogénio e fosforo sdo os nutrientes que mais frequentemente séo limitantes nos
ecossistemas marinhos. Em outros estudos altos niveis de nitrogénio e fésforo ja
foram associados a urbanizagao (COSTA et al. 2008; BURFORD et al. 2012), fator
também visto aqui como o mais influente no indice. O aumento de nutrientes vem
sendo observado nas ultimas décadas, devido a intensificagao de atividades humanas
e urbanizacdo ao longo das regides costeiras (SIMONASSI et al. 2010). A quantidade
de nitrogénio, por exemplo, segundo a NRC 2000 (National Research Council), mais
que duplicou nos ambientes costeiros de 1960 a 1990. Isso levou a eutrofizagao e
deterioragdo da qualidade da agua em muitos zonas costeiras do mundo (NIXON
1995).

Estudos pretéritos ja demonstraram que os organismos benténicos também
podem ser indicadores Uteis do estado ambiental, pois respondem de forma previsivel
a varios disturbios naturais e antropicos (MUNIZ et al. 2005). No nosso estudo n&o foi
observado relagdo entre o IRIA e a comunidade bentdnica. As comunidades
mostraram um agrupamento que pode estar mais relacionados a proximidade entre
os locais, ou outros fatores ndo analisados. O zoantideo Palythoa caribaeorum e as
algas formadoras de tapetes foram os organismos mais representativos, como
observado em estudos pretéritos para a regiao (LAGES et al. 2011; MANTELATTO et
al. 2013). A ampla cobertura desses organismos pode estar relacionada as suas
caracteristicas biologicas. O zoantideo P. caribaeorum possui uma ampla plasticidade
de suas coldnias, tolerancia fisioldgica, crescimento rapido, além de ser um eficiente
competidor (SUCHANEK e GREEN 1981; MENDONCA-NETO e da GAMA 2009;
SILVA et al. 2015). Em comparagao com outras macroalgas, as algas formadoras de
tapete possuem um crescimento rapido, sdo eficazes em ocupar espagos recém
disponiveis, ainda sao tolerantes a estresses fisicos e ambientais, e boas
competidoras (LITTLER et al. 2006; BAROTT et al. 2009; VERMEIJ et al. 2010).

Nos ecossistemas aquaticos, 0s peixes, assim como 0s organismos

bentbnicos, sao considerados bons indicadores de saude dos ambientes devido a sua
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posicao relativamente alta na cadeia alimentar (ADAMS et al. 1993). Porém, as
assembleias de peixes monitoradas ndo demonstraram relagao com o IRIA. A maioria
dos peixes observados sdo comuns para a costa da Baia de llha Grande (FERREIRA
et al. 2007). Os peixes observados como sendo os mais abundantes Haemulon
steindachneri e Haemulon album, também sdo um dos principais componentes das
assembleias da costa brasileira (FERREIRA et al. 2004).

As esponjas nao apresentaram uma area de ocupagao muito representativa
nos locais de estudo na Baia de llha Grande (maxima de 3.59 cm?m?). Entao, por que
monitoramos as esponjas? Conhecendo a importadncia das esponjas no ambiente
marinho, nos motivou a realizar estudos sobre esses organismos. Além disso,
medidas de area podem ser comparadas com outros estudos, sendo uma medida de
abundancia efetiva e facil (WULFF 2001), e ser também eficiente para monitorar
esponjas agressivas, como € o caso da esponja D. anchorata (AERTS evan SOEST
1997; WULFF 2001; SILVA et al. 2017)

Aanalisefeita por espectroscopia Raman in situ sobre a composi¢cdoquimica da
esponja D. anchorata nos diferentes locais revelou que houve diferengas sutis entre
os metabdlitos detectados entre os ambientes que possuiam IRIA mais altos e mais
baixos. Esses resultados poderiam indicar que esta esponja pode ser sensivel aos
efeitos dos impactos ambientais. Por outro lado, as analises obtidas com a espécie M.
angulosa ndo mostraram diferengas quanto aos metabdlitos detectados nos
ambientes estudados. De uma maneira geral, esse conjunto de dados indicou que a
Espectroscopia Raman pode ser utilizada como ferramenta analitica em estudos com
amostras in situ de esponjas marinhas, na avaliagdo da composi¢cédo quimica de
determinadas classes metabodlicas como carotenoides e acidos graxos. A vantagem
desta técnica em comparacdo com outras € que permite analisar pequenas
quantidades de amostras bioldgicas in situ e in vivo ( MAIA et al. 2014).

Ja foi observado que os metabdlitos secundarios de esponjas podem se alterar
de acordo com os estresses ambientais. Em outro estudo, também realizado na Baia
de llha Grande, foi possivel observar que o disturbio causado pelo impacto do
enriquecimento de nutrientes parece provocar diferenca na capacidade de sintese dos
metabdlitos no porifera D. anchorata (PETRONILHO et al. 2004). Disturbios como a
mudanga da temperatura da agua do mar também s&o relatados influenciando
naproducao de metabdlito secundario de grande importancia farmacoldgica, presente

na esponja Haliclona sp. (BOYD et al. 2001).0 composto salicilialamida A, produzido
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por Haliclona sp. reduziu sua concentragdo com o aumento de 0,5°C na temperatura
da agua para cada grau de latitude, ao longo da costa sudoeste da Australia (ABDO
et al. 2007).

As analises de DistLM ndo demonstraram nenhuma relacao entre a area de
ocupacao das esponjas e a produgdao de metabdlitos secundarios. Contudo, essa
relagdo entre produgcdo de metabdlitos e crescimento em esponjas € apoiada por
algumas evidéncias indiretas em outros estudos (LEONG ePAWLIK 2010).
Desmapsamma anchorata, por exemplo, foi observada como a esponja de maior
abundancia em um naufragio adjacente a um recife de coral Caribenho onde nao
haviam seus predadores e por consequéncia ela n&o precisaria se proteger
quimicamente. Porém, ela ndo é comumente encontrada nos recifes porque é um
alimento preferido de peixe-papagaio, que ndo estavam presentes no naufragio,
provavelmente por causa da presenga de grandes tubarbes predadores e meros
(LEONG e PAWLIK 2010). Pawlik e colaboradores (2008) concluiram que as espécies
de esponjas sem defesa apresentavam crescimento mais rapido, consistente com um
trade-off entre defesa quimica e crescimento ou reproducéo.

Sendo assim, os disturbios medidos pelo IRIA ndo causaram uma resposta
direta das comunidades estudadas. Ou essas podem estar sendo resistentes e/ou
resilientes aos disturbios. A falta de resposta das populagdes pode, no entanto, ser
devido a grandes e complexas respostas fisiologicas por cada individuo
(UNDERWOOD 1989). Portanto estudos futuros podem ser realizados a fim de
observar diferentes disturbios nao medidos pelo IRIA e as diversas respostas dos

organismos.
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2.7 CONCLUSAO

e Os maiores valores de IRIA encontrados foram proximos a Angra dos Reis, a
Marina Verolme e Conceigéo de Jacarei, e o desenvolvimento urbano foi o fator
que mais contribuiu para o disturbio desses locais.

¢ A quantidade de nutrientes em cada local foi o fator que apresentou relacdo
significativa com o IRIA.

e As comunidades bentbnicas e a assembleia de peixes ndo apresentaram
relagéo significativa com o IRIA.

¢ Oslocais Bonfim e Tangua foram os que apresentaram maior area de ocupagao
de D. anchorata, enquanto que llha de Conceicdo de Jacarei, Vila Velha e
Tangua apresentaram maior ocupag¢ao de M. angulosa.

e A espectroscopia Raman in situ sobre a composi¢cdo quimica da esponja D.
anchorata nos diferentes locais revelou que houve diferencas entre os
metabdlitos detectados entre os ambientes que possuiam IRIA mais altos e
mais baixos, porém o mesmo nao foi observado para a composicdo de
metabdlitos de M. angulosa. Essa técnica mostrou ser eficiente na avaliagéao
de efeitos causados por disturbios ambientais para a esponja D. anchorata.

¢ Nao foi observado uma relacéo entre crescimento e o IRIA com a producéo de

metabdlitos para ambas as espécies de esponja D. anchorata e M. angulosa.
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3 ANALISE EXPERIMENTAL DE DISTURBIOS AMBIENTAIS SOBRE O
CRESCIMENTO DA ESPONJA MARINHA DESMAPSSAMMA ANCHORATA

3.1 Introducéo

O crescimento das esponjas geralmente é considerado indeterminado, pois o
tamanho individual varia dependendo das condi¢ées ambientais (SEBENS 1987). No
entanto, a competicdo por recursos espaciais ou troficos podem limitar o crescimento,
e o crescimento exponencial raramente € observado em populagdes naturais
(SEBENS 1987). Dados sobre a dindmica de crescimento das esponjas sdo basicos
em questdes ecoldgicas e de conservagao, como capacidade para colonizar novos
substratos, para competir com os vizinhos por espaco, e para persistir no ambiente
uma vez instalado (WULFF 2005; de CARALT et al. 2008).

Os fatores abidticos sdo considerados importantes seletores que favorecem
determinadas espécies de esponjas a prosperar nos ambientes recifais (WULFF
2012). Os niveis elevados de nutrientes foram destacados como causa de declinio
dos recifes de corais, com alguns estudos relatando um aumento na gravidade das
doencas dos corais (BRUNO et al. 2003). Todos os disturbios importantes que causam
declinio nos recifes brasileiros estdo relacionados as atividades humanas. As
principais fontes de nitrogénio e fosforo para os ecossistemas aquaticos vem de
atividades agricolas e urbanas (COSTA Jr et al. 2002). Um numero crescente de
estudos tem documentado variagdes na estrutura da comunidade de esponjas
correlacionando-as com parametros de qualidade da agua (GOCHFELD et al. 2007).
Em alguns casos, a biomassa da esponja pode aumentar com a proximidade ao
escoamento, porém em outros, parece que o aumento da quantidade de estresse (por
exemplo, aumento das concentragdes de poluentes organicos) resulta em uma menor
diversidade de esponjas, deixando apenas espécies mais resistentes(MURICY et al.
1991; VILANOVA et al. 2004).

A predacdao € um determinante fator bidtico que regula a estrutura das
populagdes de esponjas, através da distribuicdo e padrées de abundéancia (LOH e

PAWLIK 2012a). A predacgao de esponjas por peixes, por exemplo, pode resultar em
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um dano da camada externa da esponja, criando uma ferida que pode se infectar com
microrganismos patégenos (SARA e VACELET 1973; SMITH e HILDEMANN 1986).
As mordidas de peixe também podem alterar o fluxo de agua através da esponja. Os
predadores podem ter controle direto na abundancia dos niveis tréficos ou causar
efeitos indiretos através de cascatas troficas (CONNELL 2001; JACKSON 2001).
Contudo as teias alimentares vém sendo alteradas devido a pesca excessiva que leva
a diminuicdo de diversas espécies de predadores, sendo assim, organismos que
anteriormente eram abundantes s&o, agora, considerados raros (LOTZE et al. 2011;
COLL et al. 2012).

Sabe-se, que de uma maneira geral, as comunidades sao controladas por uma
série de complexas interagdes entre os fatores biolodgicos e fisicos, como as forgas
descendentes, pressdo de predacgédo (top-down) e ascendentes, disponibilidade de
nutrientes (bottom-up) (SMITH et al. 2001), que s&o responsaveis por manter 0s
padrées de biodiversidade nesses ambientes. Alteracbes desses fatores podem
conduzir a mudangas substanciais na fungdo e na estrutura das comunidades
bentbnicas. Muitos trabalhos experimentais controlados vém sendo realizados em
regides recifais com esses fatores, e seus efeitos podem ser tanto diretos, indiretos
ou interativos(LESSER 2006; KORPINEN et al. 2007; PAWLIK et al. 2013; LOH et al.
2015).

Outro fator, como a reducao na disponibilidade de luz no meio, pode limitar o
crescimento e sobrevivéncia de diversos organismos (MALDONADO e YOUNG
1996).A luz pode ser muito importante na determinacao da distribuicao espacial de
esponjas (WARBURTON 1966; FELL 1974), que pode causar mudangas na estrutura
das assembleias sobre os recifes de corais (WILKINSON e TROTT 1985). A falta de
luz ou 0 sombreamento podem estar associados a impactos antropicos, como pelo
despejo de esgoto (SCANES ePHILIP 1995), que é capaz de afetar diversas respostas
fisioldgicas nas esponjas, como o crescimento e o estado reprodutivo (ROBERTS et
al. 2006). Outros resultados mostraram que, em alguns casos, pode aumentar a
producao de compostos bioativos (BECERRO et al. 1995; FERRETTI et al. 2009) e
causar efeitos no assentamento e no recrutamento de larvas (MALDONADO e
YOUNG 1996).

Existem caréncias crescentes da deteccao confiavel dedisturbios ambientais
decorrentes de atividades humanas. Ha ainda necessidade de pesquisas ecoldgicas

com foco nos efeitos dos problemas antropogénicos, que influenciam sistemas
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naturais em escalas espaciais e temporais de relevancia para os organismos e
habitats afetados (UNDERWOOD 1994). Testes experimentais de hipoteses
constituem um valioso avango da compreensdo da ecologia. Ainda segundo
Underwood (1994), esses testes devem ser usados mais amplamente para
compreensao de problemas ambientais.

O presente estudo pretende avaliaros efeitos das perturbagdes causadas pelas
forgas top-down e bottom-up, e o sombreamento sobre esponja a Desmapsamma
anchorata. Esses dados poderdo auxiliar na deteccdo dos possiveis impactos
ambientais, antes mesmo deles se tornarem inaceitaveis, além de explicar e prever

as respostas das populagdes de esponjas aos disturbios.

3.2 Objetivo geral

Avaliar experimentalmente,in situ, as respostas da esponja marinha
Desmpasamma anchorata a diferentes disturbios ambientais, através da taxa de

crescimento.

3.2.1 Obijetivos especificos

1. Avaliar os efeitos separados e interativos do enriquecimento de nutrientes e da
exclusao de macropredadores (top-down e bottom-up) sobre o crescimento da
esponja Desmapsamma anchorata.

2. Avaliar o efeito do sombreamento sobre o crescimento da esponja
Desmapsamma anchorata.
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3.3 Hipoteses
1. As taxas de crescimento de Desmapsamma anchorata sdo maiores quando
submetidas aos tratamentos de excluséo de predag¢ao e aumento de nutrientes,
tanto com o efeito interativo das duas forgas, como no efeito separado.

2. As taxas de crescimento de Desmapsamma anchorata sdao menores nas

condi¢des de sombreamento.

3.4 Material e Métodos

3.4.1. Experimento de top-down x bottom-up e sombreamento

O desenho experimental consistiu na utilizacdo de 54 blocos de concreto como
substrato artificial (20x40cm), espalhados aleatoriamente ao longo do costao rochoso,
na regido de infralitoral, em torno de 5 metros de profundidade, na Ilha dos Macacos
(23°04.595’S; 44°14.043'W), local considerado pouco impactado no Canal Central da
Baia de llha Grande. Os blocos estavam dispostos a uma distdncia minima de
aproximadamente 3 metros um do outro, de forma aleatéria entre os tratamentos. Em
cada bloco foi colocada uma placa de ceréamica (20x20 cm). As placas foram
perfuradas nas laterais para a colocagdo de lacres numerados para a sua
identificagédo. Os individuos de D. anchorata coletados ao longo do costdo, do mesmo
local do experimento, foram transplantados e amarrados as placas com fios
elasticos.Os tratamentos foram distribuidos aleatoriamente entre os blocos.

Ao longo de aproximadamente quatro meses (dezembro de 2016 a margo de
2017) nos tempos TO= implantacdo, T1=33 dias, T2= 54 dias e T3=131 dias, o
crescimento das esponjas foi monitorado em campo por fotografia subaquatica,
através do uso de uma camera digital Canon Power Shot G11, e através do um

meétodo visual, pela obtencdo de medidas de altura dos individuos, com a utilizacéo
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de um paquimetro (maior, média e menor altura).O tempo de experimento foi baseado
em estudos pretéritos na mesma regido com a mesma espécie (SILVA 2014;
FERREIRA 2016).

Os experimentos manipulativos foram divididos em dois grupos: 1) Efeitos das
forgcas top-down e bottom-up (excluséo de predacao e enriquecimento de nutrientes,
respectivamente), e 2) Efeito do Sombreamento - adaptado de (SMITH et al. 2001;
ROBERTS et al. 2006).

Para o tratamento de enriquecimento de nutrientes foram presos nas laterais
dos blocos de concreto, dois sacos, com 300 g cada, do fertilizante de liberagao lenta
Osmocote® (Sierra Chemical Company; N:P:K= 15:9:12). Os mesmos foram
confeccionados usando telas plasticas de dois milimetros entrends. Os sacos foram
trocados a cada 20 dias, para garantir a mesma descarga de nutrientes na agua, no
entorno dos blocos. Antes de serem presos aos blocos, 0os sacos eram mantidos em
agua salgada durante trés dias, para garantir a liberagdo imediata quando colocado
em campo(JARA et al. 2006; SANTOS 2013).0 Osmocote® € um granulo recoberto
por uma resina organica biodegradavel (2-4 mm), que controla diariamente a liberagao
dos nutrientes no meio e vem sendo citado por diversos autores na literatura como
eficaz no enriquecimento de ambientes aquaticos (Worm et al. 2000; Littler et al. 2006;
Petronilho 2008; Burkepile e Hay 2009). Além disse ele foi previamente testado como
eficiente em experimento realizado na mesma regiao por Petronilho, 2008 e Santos,
2013.

Nos tratamentos com exclusdo de predacdo foram implantadas gaiolas
plasticas (20 x 20 cm; 2 cm entrends) sobre as esponjas para evitar a agéo de
macropredadores, como peixes, ourigos e estrelas-do-mar (modificado de SANTOS
2013) (Figura 19, Figura 20). A andlise do fluxo de agua nas gaiolas nao foi
considerada neste trabalho, uma vez que estudos prévios de Santos (2013)
mostraram que nao houve modificacdo do fluxo no interior das gaiolas, através do
método ClodCard (DOTY 1971).
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Figura 19- Esquema do desenho amostral do bioensaioTop-down x bottom-up

sobre a esponja Desmapsamma anchorata na Baia de Ilha Grande.

Enriquecimento de nutrientes e
exclusao de predagao (n=6)

Enriquecimento de nutrientes
(n=6)

——  Exclusao de predagao (n=6)

Top down e bottom-up Controle de artefato
(enriquecimento de nutrientes e —t— enriquecimento de nutrientes e
exclusédo de predagéo) excluséo de predagao (n=6)

Controle de artefato
—— enriqguecimento de nutrientes
(n=6)

Controle de artefato
exclusao de predagao (n=6)

— Controle (n=6)

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 20- Réplicas do bioensaio de Top-down x bottom-up
sobre a esponja Desmapsamma anchorata Carter,
1882 na Baia de llha Grande.
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Legenda: A- Tratamento Top-down x bottom-up; B- Tratamento Controle de Artefato Top-down x
bottom-up; C- Tratamento Enriquecimento de Nutriente; D- Tratamento Controle de Artefato
Enriquecimento de Nutriente; E- Tratamento Exclusdo de Predacao; F- Tratamento Controle de Artefato
Exclusdo de Predacéao; G- Controle. Fotos: Amanda Silva.Fonte: A autora, 2018.
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Nos tratamentos de sombreamento foram utilizadas telas de Sombrite
dobradas, que sao telas plasticas de protecédo e sombreamento, com 80% de sombra
(Figura 21, Figura 22). A incidéncia de luz foi medida aleatoriamente nos blocos com
o auxilio de sensores para que se tenha certeza de que todas as esponjas estaréo
recebendo a mesma incidéncia de luz. As medigdes foram realizadas em quatro
réplicas de cada tratamento utilizando sensores de luz modelo HOBO UA-002-08
Pendant Temp/Light produzido pela Onset Computer Corporation, Bourne,

Massachusetts, USA. Todos os tratamentos possuiam controle de artefato, e controle.

Figura 21- Esquema do desenho amostral do bioensaio de
Sombreamento sobre a esponja
Desmapsamma anchorata Carter, 1882 na

Baia de llha Grande.

Tratamento
Sombreamento (n=6)

Sombreamento —— Controle de artefato (n=6)

— Controle (n=6)

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 22- Réplicas do bioensaio de Sombreamento sobre a esponja

Desmapsamma anchorata Carter, 1882 na Baia de llha Grande.

Legenda: A- Tratamento Sombreamento; B- Tratamento Controle de Artefato; C- Tratamento Controle.
Fotos: Amanda Silva e Gisele Lo6boHajdu
Fonte: A autora, 2018.

3.4.2 Andlise das taxas de crescimento

Para quantificar o volume das esponjas, incialmente obteve-se a area do
organismo com o auxilio do software Coral Point Count com extensao Excel (CPCe

4.0), a partir das imagens fotograficas capturadas em campo (Figura 23).
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Figura 23- Exemplo de calculo de area de
Desmapsamma anchorata Carter, 1882

no software Coral Point.

NEONTAOLE
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Fonte: A autora, 2018.

Em seguida o valor obtido da area foi multiplicado pelo valor da altura do
organismo obtido em campo, obtendo-se o volume aproximado. A partir do volume
(cm3) foi calculado a taxa de crescimento de cada individuo. A taxa de crescimento
das esponjas foi determinada usando a seguinte equagédo (KOOPMANS e WIJFFELS
2008):

)
Dt
Onde Tx é a taxa de crescimento no tempo t, Vt € o volume no tempo t, Vt-1 é
o volume no tempo t-1, edt € o numero de dias entre as medi¢gdes de volume entre o
tempot-1et.
Para determinar o efeito dos artefatos, inicialmente foram realizados testes

estatisticos entre os tratamentos controle e controles de artefatos. Nao foram

observadas diferencas significativas entre esses tratamentos (Tabela 8).
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Tabela 8- Resultados da ANOVA medidas repetidas entre os tratamentos controle e

controle de artefato. N=6

Tratamentos (controle de artefato) = p ‘
Sombreamento 0.11 0.89
Nutriente 0.03 0.85
Excluséo 0.88 0.35
Nutriente X Excluséo 0.01 0.91

Fonte: A autora, 2018.

Uma analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas foi realizado no

programa de estatistica R (TEAM 2013) para todos os dados.

3.5 Resultados

Durante os 132 dias de duragdo do experimento, as esponjas aumentaram de
volume em todos os tratamentos (Figura 24). O maior volume foi observado no
tratamento de excluséo de predacédo (610.9 + 127.9 cm?), enquanto que o tratamento
de enriquecimento de nutrientes + exclusdo de predagdo apresentou os menores
volumes (399.5 + 75.05 cm?). (Figura 25).
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Figura 24— Exemplo de Crescimento de Desmapsamma anchorata Carter,

1882 durante o experimento de top-down (exclusao de predagao)

x bottom-up (enriquecimento de nutrientes).

Legenda: A — implantagéo; B - 33 dias; C - 54 dias; D- 131 dias.
Fonte: A autora, 2018.
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Figura 25 - Crescimento em volume médio de Desmapsamma anchorata Carter, 1882
durante o experimento de top-down (exclusdo de predagdo) x bottom-up

(enriquecimento de nutrientes) (+ erro padrao).
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Legenda: TO= implantagao, T1=33 dias, T2= 54 dias e T3=131 dias
Fonte: A autora, 2018.

As taxas de crescimento diminuiram em sua maior parte ao longo o tempo,
exceto o tratamento controle que manteve taxas quase estaveis entre os tempos 1 e
2 (0,01 (+0,002); 0,009 (+0,006) cm?®/dia, respectivamente) (Figura 26). O tratamento
que apresentou maior taxa de crescimento foi o tratamento com enriquecimento de
nutrientes (0,022 (+0,002) cm3/dia no tempo 1), enquanto que o tratamento com a
menor taxa foi controle no tempo 3 (- 0,0009 cm?3/dia). Contudo néo foram observadas
diferencgas significativas entre os tratamentos, mas sim com relagao ao tempo (Tabela
9).
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Figura 26 - Taxa média de crescimento de Desmapsamma
anchorata Carter, 1882 durante o experimento de top-
down (exclusdo de predagdo) x bottom-up

(enriquecimento de nutrientes) (+ erro padréo).
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Legenda: TO= implantagéo, T1=33 dias, T2= 54 dias e T3=131 dias
Fonte: A autora, 2018.

Tabela 9- Resultados da ANOVA medidas repetidas entre os tratamentos do
experimento de top-down (exclusdo de predagéo) x bottom-up (aumento

de nutrientes).

Tratamentos = P ‘
Tempo Fs3= 8.67 p<0.01

Nutriente F17= 0.05 p= 0.83

Excluséao F17<0.01 p= 0.96
Nutriente: Excluséo F17=0.26 p= 0.62

Fonte: A autora, 2018.

Com relagédo ao Experimento de Sombreamento o volume das esponjas no
ultimo tempo diminuiu nos tratamentos com sombreamento (340.5 + 102.9 cm?3)
(Figura 27), enquanto que no tratamento controle as esponjas aumentaram seu

volume (maior volume 418.1 + 136.7 cm?®) (Figura 28).
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Figura 27— Exemplo de crescimento de Desmapsamma anchorata Carter, 1882
durante o experimento de top-down (exclusdo de predagao) x

bottom-up (enriquecimento de nutrientes).

- T SNSRI

Fotos: Amanda Silva.
Fonte: A autora, 2018.



100

Figura 28- Crescimento em volume médio de
Desmapsamma anchorata Carter, 1882
durante o experimento de sombreamento (+

erro padrao).
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Legenda: TO= implantagao, T1=33 dias, T2= 54 dias e T3=131 dias.
Fonte: A autora, 2018.

Também néao foi possivel observar diferengas significativas entre o tratamento
sombreamento e tratamento controle (Anova medidas repetidas F17=0.112; p=0.95).
Porém, foi possivel observar diferengas nas taxas de crescimento durante o tempo do
experimento (Anova medidas repetidas Fs3=7.546; p=0.002). A taxa de crescimento
no tempo 1 no tratamento de sombreamento foi a mais alta observada durante o
ensaio (0,016 (+0,006) cm?/dia) (Figura 29).
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Figura 29- Taxa média de crescimento de Desmapsamma anchorata
Carter, 1882 durante o Experimento de Sombreamento

(+ erro padréo).
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Legenda: TO= implantagdo, T1=33 dias, T2= 54 dias e T3=131 dias
Fonte: A autora, 2018.

3.6 Discussao

O presente estudo € um dos primeiros na analise dos possiveis efeitos da
exclusdo de predadores e do aumento de nutrientes em esponjas marinhas no
Atlantico Sul. Tanto as forgas top-down, como as forgas bottom-up podem influenciar
a dinamica e a estrutura das comunidades, pois estdo diretamente ligadas a cadeia
alimentar (nutricdo e predagao), uma das teorias centrais da ecologia (MENGE 2000;
PAWLIK et al. 2013). Porém, ndo observamos efeitos desses fatores nem a interacao
deles e nem individualmente, em nosso estudo sobre a esponja D. anchorata.

A esponja Cymbastela concentrica e suas algas simbidticas também nao
apresentaram resposta ao aumento de nutrientes, nitrogénio e fosforo, em
experimento in situ realizado no recife South Wales, Australia. Por outro lado, o

enriquecimento de nutrientes tem sido frequentemente correlacionado com o aumento
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na abundancia de esponjas (WULFF 2012). Os nutrientes da coluna de agua podem
ser rapidamente transformados em picoplancton util para as esponjas (REISWIG
1971), e algumas esponjas sao capazes de remover diretamente nutrientes organicos
dissolvidos em conjunto com simbiontes (por exemplo, REISWIG, 1971). Dois estudos
anteriores realizados no Caribe concluiram que os processos bottom-up foram de
maior importancia para o crescimento e para a abundancia das esponjas (LESSER
2006; TRUSSELL et al. 2006), porém, esses estudos foram apenas de transplante de
organismos para diferentes areas, e nao levaram em consideragdo o aumento
manipulativo de nutrientes.

A presséao de predagao também néo influenciou as taxas de crescimento de D.
anchorata no presente estudo. Contudo a influéncia dos predadores na abundancia
das esponjas ainda € muito controversa. Segundo Pawlik e colaboradores (2008) a
predacao é o fator predominante que estrutura a comunidade de esponjas sobre
recifes de corais caribenhos. A remocao de predadores de esponja pela sobrepesca
pode modificar a estrutura das comunidades, e beneficiar espécies de crescimento
rapido e indefensas, que competem melhor pelo espaco com corais
ameacados(PAWLIK et al. 2013). Por outro lado, em cima do mesmo argumento da
sobrepesca, Lesser e Slattery (2013) demonstraram a falta de evidéncia do controle
das esponjas pela predagdo em seus experimentos. McLean (2006) também indicou
que a predagao obteve baixa importancia na dindmica da populagao de D. anchorata.
Embora alguns peixes (bodides e peixes papagaios) tenham se alimentado de
D.anchorata seus efeitos foram insignificantes (MCLEAN 2006). Contudo é importante
notar que o controle ndo € um processo uUnico, mas pode estar relacionado com as
taxas de crescimento, abundancia, recrutamento, dindamica de populacao e limites de
habitat de cada esponja.

Houve uma tendéncia na diminuigdo da taxa de crescimento de D. anchorata
no tratamento de sombreamento, porém nao foi significativo. Também né&o
observamos efeito do sombreamento sobre o crescimento dos individuos. Os niveis
de luminosidade podem estar associados a turbidez da coluna d’agua e despejo de
esgoto doméstico que pode aumentar as particulas em suspensao (SCANES e PHILIP
1995), com potencial para reduzir a quantidade de luz que atinge o substrato
(ROBERTS et al. 2006). A esponja Lamellodysidea chlorea, por exemplo, teve
diminuicdo de sua biomassa e da porcentagem de cobertura em areas mais

sombreadas (THACKER 2005). O sombreamento também afetou o crescimento e o
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estado reprodutivo de Cymbastela concentrica (ROBERTS et al. 2006). O
sombreamento também foi capaz de atenuar o crescimento de Terpios hoshinota, uma
esponja invasora que esta causando declinios significativos na cobertura de corais em
recifes tropicais (THINESH et al. 2017).

Contudo uma variagdo temporal significativa foi observada nas taxas de
crescimento da esponja D. anchorata. Sebens (1987) relatou que o crescimento nas
esponjas é sobretudo indeterminado, e aumentaram exponencialmente em tamanho
com o tempo. Em geral, no entanto, o crescimento € muitas vezes limitado por
diversos fatores (por exemplo, competicdo por espaco ou alimento) que restringe o
crescimento dos organismos, e o crescimento exponencial € raramente alcangada em
condigdes naturais (SEBENS 1987). Além disso, a maioria das esponjas possui forma
assimétrica e determinadas espécies, de acordo com as condicbes ambientais sao
capazes de obter distintos fendtipos, o que chamamos de plasticidade
fenotipica(PRICE et al. 2003).

McLean (2006) sugeriu que os padrdes de distribuicdo e crescimento de
Desmapsamma nos habitats de aguas rasas do Caribe podem ser amplamente
previstos a partir do movimento da agua e disponibilidade de substratos adequados
para fixagdo. Por exemplo, a abundancia de D. anchorata deve ser maior em areas
costeiras protegidas do que em areas expostas. Alternativamente, a alta densidade
de D. anchorata deve ocorrer em areas com espaco no substrato mais disponivel
quando os niveis de movimentagao da agua sao semelhantes.

A variacdo temporal mostrou efeitos significativos sobre as taxas de
crescimento de D. anchorata, contudo nenhum dos outros fatores testados
apresentaram efeito sobre as esponjas. Observamos uma redug¢do nas taxas de
crescimento ao longo do tempo, o que pode sugerir um efeito do sobreamento sobre
o crescimento da esponja. Nosso conhecimento sobre esponjas beneficiara futuras
pesquisas neste campo. Embora os experimentos relatados aqui tenham mostrado
mecanismos de uma unica esponja, seria interessante replicar esses estudos com
outras espécies, a fim de encontrar um biomonitor ideal para os parametros testados

ou aumento o tempo de estudo da esponja ja testada.
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3.7 Concluséo

e Foi observada uma variagdo temporal nas taxas de Desmapsamma anchorata.

¢ Nao foram observados efeitos interativos ou separados dos fatores top-down x
bottom-up, nas taxas de crescimento de Desmapsamma anchorata.

e Também néo foi observado efeito do sombreamento nas taxas de crescimento
de D. anchorata.

e Assim, podemos concluir que o crescimento da esponja Desmapsamma
anchorata nado é controlado pelas forgas top-down, bottom-up e nem pelo

sombreamento.
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4 EFEITO DOS DISTURBIOS AMBIENTAIS SOBRE PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS DA ESPONJA MARINHA DESMAPSSAMMA
ANCHORATA

4.1 Introducgéo

A ecologia quimica marinha é uma ciéncia que fornece conhecimento sobre a
ecologia e evolugdo das populagdes, a organizagao das comunidades e a fungao dos
ecossistemas marinhos (HAY 2009). Os metabolitos secundarios tém importantes
fungdes ecoldgicas, atuando como mediadores na interacdo entre os organismos e
seu meio(HAY e FENICAL 1996; HAY 2009; IVANISEVIC et al. 2011). O uso de pistas
quimicas € comum em invertebrados bentdnicos, especialmente filtradores sésseis
que estdo sujeitos a altas pressdes ambientais, como predagéo, bioincrustagao e
competicdo por recursos(URIZ et al. 1996; KRUG 2006; LAGES et al. 2006; HAY
2009).

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento de novas tecnologias analiticas e de
instrumentos houve um aumento significativo na descoberta de novas moléculas (Li
et al. 2015). A producdo de metabdlitos secundarios varia muito de acordo com o
organismo (BECERRO et al., 1995, BLUNT et al 2017). As causas e consequéncias
dessa variacdo estdao recebendo muita atencdo dos pesquisadores, devido as
importantes implicagdes bioldgicas, ecoldgicas e evolutivas (HAY e FENICAL 1996;
PAUL e PUGLISI 2004; PAWLIK 2011; LAGES et al. 2015). Os organismos marinhos
podem modificar seus niveis de metabdlitos secundarios de acordo com o nivel de
predacao (CHANAS et al. 1997; LAGES et al. 2006; ROHDE et al. 2015). No entanto,
outros fatores também sao capazes de influenciar essa variagdo e precisam ser
estudados.

Os fatores ambientais desempenham um papel importante na determinagao
dos niveis de compostos quimicos secundarios. Por este motivo, a avaliacdo da
produgcdo de metabdlitos secundarios também consiste em uma importante
ferramenta de monitoramento das forgas top- down e bottom-up (SANTOS 2013). O

aumento de nutrientes (bottom-up) e a sobrepesca de predadores (top-down) séo
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considerados os principais controladores antropogénicos ligados ao funcionamento
dos ecossistemas recifais (STUHLDREIER 2012).

A luz pode ser outro fator que regula os niveis de metabdlitos secundarios em
organismos marinhos. Alguns compostos sao utilizados para fornecer protegéo contra
a radiacao UV em varios filos (STOCHAJ et al. 1994; KARENTZ 2001), e seus niveis
podem ser modificados de acordo com a quantidade de radiagao UV encontrada no
ambiente (KARENTZ 2001).

As esponjas sdo uma das principais responsaveis pela producdo de
metabolitos secundarios no ambiente marinho, e o0s mais estudados
quimicamente(CRONIN 2001; LEAL et al. 2012; MEHBUB et al. 2014). Na década de
1950 descobriu-se que as esponjas produzem uma ampla gama de metabolitos
secundarios biologicamente ativos (BERGMANN e FEENEY 1950). Desde entéo,
mais de 5300 compostos quimicos foram descritos em esponjas (SINKO et al. 2012;
MEHBUB et al. 2014). Varios desses metabdlitos secundarios sao estruturalmente
complexos, e muitas vezes altamente concentrados nos tecidos das esponjas
(PAWLIK et al. 1995).

Compreender as causas da variagcdo dos metabdlitos secundarios pode
fornecer informagdes valiosas, ndo apenas sobre os fatores que afetam a producgéao
desses compostos, mas sobre as circunstancias em que os organismos investem em
producado de metabdlitos secundarios (KARBAN e BALDWIN 1997). Sendo assim, o
presente estudo pretende observar se os fatores top-down x bottom-up e o
sombreamento sdo0 uma das causas que controlam a producdo de metabdlitos

secundarios na esponja Desmapsamma anchorata.

4.2 Objetivo geral

Avaliar as respostas da esponja marinha Desmpasamma anchorata a

diferentes disturbios ambientais,através da producao de metabdlitos secundarios.
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4.2 .1 Objetivos especificos

1.

2.

Avaliar os efeitos separados e interativos da exclusdo macropredadores e do
enriquecimento de nutrientes (top-down e bottom-up) sobre a produgao total de
metabolitos secundarios e por substancias da esponja Desmapsamma
anchorata na Baia de llha Grande.

Avaliar o efeito do sombreamento na producao total de metabdlitos secundarios
e por substancias da esponja Desmapsamma anchorata na Baia de llha

Grande.

4.3Hipoteses

. A producao de metabdlitos secundarios pelas esponjas D. anchorata € menor,

quando elas forem submetidas aos experimentos de exclusdo de predacgao.

A produgdo de metabdlitos secundarios pelas esponjas D. anchorata é maior,
quando elas forem submetidas aos experimentos de enriquecimento de
nutrientes.

A interacao dos diferentes fatores (exclusdo de predacao e enriquecimento de
nutrientes) aumenta a producado de metabdlitos secundarios das esponjas D.
anchorata.

A producao de metabdlitos secundarios pelas esponja D. anchorata é reduzida

sobre sombreamento.
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4 .4 Material e Métodos

4.4.1. Preparo de amostra

Antes do inicio e ao final dos experimentos de top-down x bottom-up (exclusédo
de predacao e enriquecimento de nutrientes) e de sombreamento, ja descrito no
capitulo 3, uma amostra de cada individuo submetido aos experimentos foi coletada,
e imediatamente resfriadas.

Em laboratério, as amostras foram secas em estufa e trituradas com auxilio de
um bastao de vidro. O p6 de esponja foi separado com auxilio de peneira, para o uso
do tamanho de particula 32-60 tyler/mesh. Os extratos originados de diferentes
tamanhos de particulas foram previamente testados por cromatografia gasosa com
detector de ionizagao de chama (CG/DIC) para observar qual o tamanho ideal para a
analise. Cento e vinte mg de p6 de esponja foram entdo pesados, e 2 ml da mistura
dos solventes orgéanicos diclorometano e metanol (DCM:MeOH (1:1)) foi adicionado a
cada amostra. Em seguida, as amostras foram colocadas em um ultra-som de
imersao, durante 15 min, em temperatura ambiente (25 °C). Os extratos resultantes
foram filtrados através de uma membrana de celulose regenerada (Minisart RC15,
Sigma-Aldrich, Brasil) com malha de 0,45 ym, e avolumados em baldo volumétrico de
2ml.

4.4 .2 Analise do perfil quimico das esponjas

Os extratos brutos (DCM:MeOH) filtrados foram analisados utilizando um
cromatodgrafo de gas (Agilent model 6890n) acoplado a um espectrometro de massa
de alta resolugdo (modelo 5973n) (CG/EM) com um injetor automatizado (modelo
7683), e uma coluna DB-35 (30 m, 0,250 mm de didametro interno, 0,250 um espessura
do filme). O Hélio foi usado como gas de arraste, com uma taxa de fluxo de 1,5 mL.min"
', e as amostras foram injetadas em splitless (sem divisdo de fluxo). A programagéo
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do forno foi: Temperatura inicial de 130 °C por min, taxa de aquecimento de 11,04 °C
min-' até 320 °C com isoterma final de 27 min. Foram realizadas trés repeticbes de
injecado dos extratos brutos (DCM:MeOH) para cada amostra. Os extratos brutos das
esponjas de diferentes tratamentos foram injetados no CG/EM por lote de 13 amostras
cada vez, incluindo sempre mais um extrato bruto considerado “amostra controle”,
com o intuito de obter o controle das inje¢cdes. Esta “amostra controle” nao foi
submetida a nenhum tratamento experimental de campo. Os espectros de massas
obtidos foram comparados com os contidos nas bibliotecas NIST e Wiley 275,visando

sua identificacao.

4.4.3 Analise dos dados

Os cromatogramas foram analisados utilizando o software da Agilent, MSD
Chemistation versao E. 02. 02. 1431. Todos os picos que representaram até 10% da
area do pico majoritario de cada amostra foram selecionados para serem identificados
pelas bibliotecas e amostradas suas abundancias. Cada amostra controle injetada
com um lote de amostras foi auto integrada, posteriormente todo lote era integrado
com o método de integracdo da amostra controle. A integragao foi feita com
fragmentos diferentes para cada pico. Para posterior padronizagao das areas foi

realizado o seguinte calculo:

Area final da amostra= Ar X [ ]ac
AacX|[]a
onde:
Ar= area do fragmento da amostra
[ ]Jac= Concentragdao da amostra controle
A ac = area do fragmento do pico majoritario da amostra controle

[ ]Ja= Concentragdo da amostra

A partir dos resultados das areas dos fragmentos de massas foi realizada uma
analise global de agrupamento com todas as amostras de todos os tratamentos para

cada experimento (top-down x bottom-up e sombreamento), e posteriormente, um
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teste T pareado para cada substancia de cada tratamento, entre os tempos inicial e
final de ambos os experimentos top-down x bottom-up e Sombreamento no programa
JMP 13.2.1 Statistical Discovery From SAS. Todo o preparo de amostras e analise
dos dados foram realizados com auxilio do Prof. Dr. Marcelo Tappin, no Nucleo de

Cromatografia |, Servigco de Métodos Analiticos de Farmanguinhos, Fiocruz.

4.5 Resultados

Todas as amostras dos bioensaios (top-down, bottom-up e sombreamento)
foram analisadas por CG/EM, e revelaram a presenca de 14 principais substancias
(Figura 30). Dos picos identificados, um pertencia a classe de acidos graxos e 0s
outros 12, a classe dos esterois (Tabela 10). O mesmo produto principal, cholesta-5-
en-3-ol, ou colesterol, foi encontrado como majoritario em todas as amostras, e teve

um tempo de retencado de 16.27 min, nas condigdes descritas na metodologia.
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Figura 30 - Exemplo de espectro “amostra controle” utilizada como controle da

injecdo das amostras de Desmapsamma anchorata Carter, 1882.
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Legenda: Eixo horizontal corresponde aos tempos de retengao. Eixo vertical corresponde a intensidade
do sinal das substancias.

1. Sem identificagdo; 2. Ester metilico do acido docosandico; 3.(3p,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol; 4.
(3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol; 5. (3p)-colesta-5-en-3-ol (colesterol); 6. (33,22E)-ergosta-5,22-dien-3-
ol; 7. (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol; 8. (3)—ergosta-5-en-3-ol; 9. (3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol; 10.
(3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol; 11. colesta-5-en-3-ona; 12. (33,24S)-estigmasta-5-en-3-ol;
13. (3B,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; 14. (3B,24Z)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol.

Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 10 -Substancias identificadas nas amostras de Desmapsamma anchorata

Carter, 1882 nos experimentos Top-down x bottom-up e de

sombreamento.

Tempo . i
Fragmentos lon Formula . N
de i Identificagcéo Estrutura
. (ion) molecular molecular
retengéo
Sem
11.1392 57 . L
identificagao

Ester metilico
14.1715 150 354 C23H4602 do acido
docosandico

HyC

(3B,22E)-

colesta-5,22-
15.9047* 255 384 C27H440
dien-3-ol

(3B,22E)-

colesta-5,22-
16.0859* 105 384 C27H440
dien-3-ol

(3B)-colesta-
16.2762 386 386 C27H460 5-en-3-ol

(3B,22E)-

ergosta-5,22-
16.5578 271 398 C28H460
dien-3-ol

(3B)-colesta-
16.6676 271 384 C27H440 5,24-dien-3-ol
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CHy

(3B)-ergosta-
16.8892 289 400 C2sH1s0 5-en-3-ol

(3B,22E)-
estigmasta-
5,22-dien-3-ol

16.9507 314 412 C29H480

(3B,242)-24-
propilideno-

17.0640 412 426 C3oHs00 colesta-5-en-
3-ol

colesta-5-en-
17.1100 124 384 C27H440 3-ona

(3B,24S)-
17.3691* 414 414 Ca29Hs500 estigmasta-5-

en-3-ol

(3B,24E)-
estigmasta-
5,24(28)-dien-
3-ol

17.3993* 314 412 C29H480

(3B,242)-
estigmasta-
5,24(28)-dien-
3-ol

17.5097 314 412 C29H480

Legenda - * substancias identificadas iguais pela biblioteca
Fonte: A autora, 2018.
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A analise global de agrupamento do tempo inicial do experimento de top-down
e bottom-up mostrou aleatoriedade dos dados, apresentando cinco agrupamentos
diferentes, que ndo possuiam relagao entre os tratamentos, incluindo os controles de
artefato (Figura 31).

Figura 31 - Analise de Agrupamento do tempo inicial das amostras da esponja
Desmapsamma anchorata Carter, 1882 nos Experimentos Top-down e
bottom-up(N=6).
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Legenda: Cl: Tratamento Controle no tempo inicial; NI: Tratamento Enriquecimento de Nutriente no
tempo inicial; El: Tratamento Exclusao de predagao no tempo inicial; NEI: Tratamento Enriquecimento
de Nutriente + Exclusdo de predagcdo no tempo inicial; NCI: Tratamento Controle de artefato
(Enriquecimento de Nutriente) no tempo inicial; ECI: Tratamento Controle de artefato (Exclusdo de
predacéo) no tempo inicial; NECI: Controle de artefato Enriquecimento de Nutriente + Exclusdo de
predacgao no tempo inicial. Os niumeros representam cada amostra.

Fonte: A autora, 2018.
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A analise de Agrupamento no tempo final também ndo mostrou padrao de
agrupamento entre os tratamentos, formando quatro grupos. Apenas as amostras do

tratamento controle se agruparam em um unico grupo (Figura 32).

Figura 32 - Analise de Agrupamento do tempo final das amostras da esponja

Desmapsamma anchorata Carter, 1882 no Experimento top-down e

bottom-up (N=6).
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Legenda: CF: Tratamento Controle no tempo final; NF: Tratamento Enriquecimento de Nutriente no
tempo final; EF: Tratamento Exclusao de predagao no tempo final; NEF: Tratamento Enriquecimento
de Nutriente + Exclusdo de predagdo no tempo final; NCF: Tratamento Controle de artefato
(Enriquecimento de Nutriente) no tempo final; ECF: Tratamento Controle de artefato (Excluséo de
predacéo) no tempo final; NECF: Controle de artefato Enriquecimento de Nutriente + Exclusdo de
predagao no tempo final. Os numeros representam cada amostra.

Fonte: A autora, 2018.
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As andlises pareadas de cada substancia entre os tempos final e inicial
mostraram que no tratamento controle, de ambos os experimentos, houve um
aumento na abundancia da maioria dos compostos, porém, as substéncias (3p,22E)-
colesta-5,22-dien-3-ol, colesta-5-en-3-ona, e (3p,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol
mostraram reduc&o ao longo do tempo nos experimentos (Figura 33). Contudo. foram
observadas diferengas significativas no aumento da abundancia apenas nas
substancias: (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol, (3B)-ergosta-5-en-3-o0l,(3p,24Z2)-24-
propilideno-colesta-5-en-3-ol, e (3,24S)-estigmasta-5-en-3-ol (Tabela 11).

Figura 33 - Abundancia das substancias encontradas nas amostras de
Desmapsamma anchorata Carter, 1882 no tratamento controle dos

experimentos top-down x bottom-up e de sombreamento (N=6).

Controle

O Inicial

Abundancia

@ Final

Substancias

Legenda - Substancias: A- Sem identificagdo; B- éster metilico do acido docosandico; C- (3p,22E)-
colesta-5,22-dien-3-ol; D- (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol; E- (3p)-colesta-5-en-3-ol; F- (3p,22E)-
ergosta-5,22-dien-3-ol; G- (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol; H- (3p)-ergosta-5-en-3-ol; |- (3B,22E)-
estigmasta-5,22-dien-3-ol; J- (3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol; L- colesta-5-en-3-ona; M-
(3B,24S)-estigmasta-5-en-3-ol; N-(3p,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; O- (3p,24Z)-estigmasta-
5,24(28)-dien-3-ol. Barra de erro= erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.
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Nos tratamentos de enriquecimento de nutrientes, a abundancia média da
maioria das substancias teve um aumento em comparagéo ao tempo inicial. Apenas
quatro substancias tiveram uma diminuigdo na abundancia (3p)-colesta-5,24-dien-3-
ol;  (3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol,  (3B,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol,
(Figura 34). Esse tratamento foi o que apresentou maior numero de diferencas
significativas na abundancia das substancias entre o tempo inicial e final (ver Tabela
11). Das oito substancias que apresentaram diferengca significativa, apenas uma
reduziu sua abundancia entre os tempos estudados. Com relagdo ao controle de
artefato do tratamento de enriquecimento de nutrientes, todos as substancias tiveram
reducao na sua abundancia (Figura 34), s6 foram observadas diferengas significativas

na abundancia de (3p,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol e colesta-5-en-3-ona.

Figura 34 - Abundancia das substancias encontradas nas amostras de
Desmapsamma anchorata Carter, 1882 no tratamento com
enriquecimento de nutrientes, e controle de artefato do tratamento com
enriquecimento de nutrientes, dos experimentos top-down x bottom-up
(N=6).

Enriguecimento de Nutriente

0,9

0,8

0,7
206
& 0,5 B Tratamento Inicial
g 0,4 & Tratamento Final
-<?: 0,3 = Artefato Inicial

0.2 @ Artefato Final

0,1

0,0

Substancias

Legenda - Substancias: A- Sem identificagdo; B- éster metilico do acido docosandico; C- (3f3,22E)-
colesta-5,22-dien-3-ol; D- (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol; E- (3p)-colesta-5-en-3-ol; F- (3B,22E)-
ergosta-5,22-dien-3-ol; G- (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol; H- (3p)-ergosta-5-en-3-ol; |- (3B,22E)-
estigmasta-5,22-dien-3-ol; J- (3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol; L- colesta-5-en-3-ona; M-
(3B,24S)-estigmasta-5-en-3-ol; N- (3p,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; O- (3p,24Z)-estigmasta-
5,24(28)-dien-3-ol (* Diferenca significativa, seta para cima: aumento da abundancia, seta para baixo:
reducdo da abundancia). Barra de erro= erro padréo.

Fonte: A autora, 2018.
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Quase metade das substancias tiveram redugdo na sua abundancia (3p)-
cholesta-5,24-dien-3-ol, (3B,22E)-stigmasta-5,22-dien-3-ol, cholest-5-en-3-
one,((3B,24S)-stigmast-5-en-3-ol, (3B,24E)-stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; (3B,24Z)-
stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol quando submetidas ao tratamento de exclusdo de
predacdo (Figura 35). Porém, s6 as substancias (3p,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol e
(3B,242)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol aumentaram sua abundancia entre o
periodo inicial e final do experimento, e apresentaram diferencas significativas com
relagdo a sua abundancia no tempo inicial (Tabela 11). Com relagédo aos controles de
artefato também foram observadas a reducdo na abundancia das substancias,
contudo nesse caso 12 das 14 substancias tiveram sua abundéancia reduzida (Figura
35). Apesar disso, so6 foi observada diferenca significativa na abundancia de (3p3,24E)-
estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol (Tabela 11).

Figura 35 - Abundéancia das substéncias encontradas nas amostras de
Desmapsamma anchorata Carter, 1882 no tratamento com exclusdo de
predacao e controle de artefato do tratamento com exclusao de predagao

dos experimentos Top-down x bottom-up (N=6).

Exclusao de Predacéo

m Tratamento Inicial
& Tratamento Final

Abundéancia

@ Artefato Inicial
& Artefato Final

Substancias

Legenda - Substancias: A- Sem identificagdo; B- éster metilico do acido docosandico; C- (3f3,22E)-
colesta-5,22-dien-3-ol; D- (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol; E- (3p)-colesta-5-en-3-ol; F- (3B,22E)-
ergosta-5,22-dien-3-ol; G- (3P)-colesta-5,24-dien-3-ol; H- (3p)-ergosta-5-en-3-ol; |- (3B,22E)-
estigmasta-5,22-dien-3-ol; J- (3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol; L- colesta-5-en-3-ona; M-
(3B,24S)-estigmasta-5-en-3-ol; N- (3B,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; O- (3p,24Z)-estigmasta-
5,24(28)-dien-3-ol (* Diferenga significativa, seta para cima: aumento da abundancia, seta para baixo:
redugdo da abundancia). Barra de erro= erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.
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No tratamento que combina os dois fatores Exclusdo de predagdo x
enriquecimento de nutrientes, a abundéancia de apenas trés substancias foram
reduzidas ((3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol), colesta-5-en-3-ona e (3p,24E)-
estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol), todas as outras substancias aumentaram sua
abundancia (Figura 36). Porém, apenas quatro substancias apresentaram diferengas
significativas entre os tempos inicial e final, todos essas aumentando sua abundancia
((3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol, (3B,22E)-ergosta-5,22-dien-3-ol, (3p)-ergosta-5-en-
3-ol e (3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol). As mesmas substancias também
apresentaram diferengas no tratamento de controle de artefato, aumentando sua
abundancia (Tabela 11). No caso dos controles de artefato apenas duas substancias
mostraram reduc¢ao de abundancia ((3p,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol e (3B,24E)-
estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol).

Figura 36 - Abundéncia das substéncias das amostras de Desmapsamma anchorata
Carter, 1882 no tratamento e controle de artefato dos experimentos

exclusao de predacao + enriquecimento de nutrientes (top-down x bottom-

up) (N=6).
Top-down x bottom-up

1,5 -

1.4 -

1,3 -

1,2 -

1,1 -
.g 1,0
5 83 | B Tratamento Inicial
£0.71 @ Tratamento Final
< 05 1 B Artefato Inicial

0,3 - B Artefato Final

0.2 -

0,1 1 : 80 18 B0 = oo IE R

AB CDETFGHII J L MNDO
Substéancias

Legenda - Substancias: A- Sem identificagéo; B- éster metilico do acido docosandéico; C- (3f3,22E)-
colesta-5,22-dien-3-ol; D- (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol; E- (3p)-colesta-5-en-3-ol; F- (3p,22E)-
ergosta-5,22-dien-3-ol; G- (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol; H- (3p)-ergosta-5-en-3-ol; |- (3B,22E)-
estigmasta-5,22-dien-3-ol; J- (3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol; L- colesta-5-en-3-ona; M-
(3B,24S)-estigmasta-5-en-3-ol; N- (3p,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; O- (3p,24Z)-estigmasta-
5,24(28)-dien-3-ol (* Diferenca significativa, seta para cima: aumento da abundancia). Barra de erro=
erro padrao.

Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 11 — Resultados do teste T pareado de cada substancia (representado pelo tempo de retengdo na analise de CG/EM)

observado nas amostras de Desmapsamma anchorata Carter, 1882 no experimento de Top-down e bottom-up (N=6).

Tratamento Tratamento Controle de artefato
Control Enriquecimento de Excluséo de Enriquecimento de Nutriente e Enriquecimento de Excluséo de Enriquecimento de Nutriente e
ontrole
Nutriente predagéo Exclusao de predagéo Nutriente predacao Exclusao de predagéo
Sem
t=1.93; t=0.15; t=0.16;
identific t= 0.67; P>t=0.27 t=1.52; P>t=0.09 t=-0.38; P<t=0.36 t= 0.43; P>t=0.34
. P>t=0.06 P>t=0.44 P>t=0.44
acao
éster
metilico
t=1.13; t=1.48; t=-1.06;
do acido t=1.22; P>t=0.14 t= 0.87; P>t=0.21 =-0.91; P<t=0.20 t= 0.50; P>t=0.32
P>t=0.16 P>t=0.10 P<t=0.17
docosan
dico
(3B,22E)-
colesta- t=-0.81; t=1.77; t=-0.65;
t= 2.48; P>t=0.0276 t= 2.62; P>t=0.0235 t=-1.20; P<t=0.14 t= 3.25; P>t=0.0113
5,22- P<t=0.23 P>t=0.07 P<t=0.27
dien-3-ol
(3B.22E)-
colesta- t=1.75; t= 3.48; t=-0.35;
t= 3.51; P>t=0.0085 t=5.12; P>t=0.0018 t=-1.06; P<t=0.17 t= 2.66; P>t=0.0224
5,22- P>t=0.07 P>t=0.0088 P<t=0.37
dien-3-ol
3B)-
38) t=0.78; t=1.52; =-0.89;
colesta- t= 3.17; P>t=0.0123 t=1.66; P>t=0.078 t=-1.67; P<t=0.08 t=1.90; P>t=0.06
P>t=0.23 P>t=0.09 P<t=0.21
5-en-3-ol
(3B,22E)-
ergosta- t=1.13; t=1.17; t=-0.85;
t=0.01; P>t=0.50 t= 2.46; P>t=0.0286 t=-1.55; P<t=0.09 t= 3.08; P>t=0.0137
5,22- P>t=0.15 P>t=0.15 P<t=0.22
dien-3-ol
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(3B)-
colesta- t=2.03; =-0.71; =-0.45;
=-0.73; P<t=0.25 t= 0.49; P>t=0.32 =-0.40; P<t=0.35 t=1.47; P>t=0.10
5,24- P>t=0.0488 P<t=0.26 P<t=0.33
dien-3-ol
3B)-
(3) t=2.61; t=1.64; t=-0.79;
ergosta- t= 3.98; P>t=0.0052 t= 3.33; P>t=0.0104 t= 0.09; P>t=0.46 t= 2.62; P>t=0.0234
P>t=0.0237 P>t=0.08 P<t=0.23
5-en-3-ol
(3B,22E)-
estigma t=1.19; t=-1.05; t=-2.29; t=-1.10;
= -0.54; P<t=0.31 =-0.02; P<t=0.49 =-0.60; P<t=0.30
sta-5,22- P>t=0.14 P<t=0.17 P<t=0.0352 P<t=0.16
dien-3-ol
(38,242)-
24-
propilide t=3.97; t= 3.04; t=0.22;
t= 5.95; P>t=0.001 t= 4.54; P>t=0.0031 t= 0.05; P>t=0.48 t=2.79; P>t=0.0192
no- P>t=0.0053 P>t=0.0144 P>t=0.42
colesta-
5-en-3-ol
colesta-
t=-0.66; t=-0.64; t=-2.06; t=-1.66;
5-en-3- t= 2.35; P>t=0.0327 = -1.42; P<t=0.11 t= 0.80; P>t=0.23
P<t=0.27 P<t=0.28 P<t=0.0469 P<t=0.08
ona
(3B,24S)-
estigma t= 2.50; t=-0.38; t=-1.09;
t= 2.44; P>t=0.0291 t= 0.36; P>t=0.37 t=-1.09; P<t=0.16 t= 0.75; P>t=0.24
sta-5-en- P>t=0.027 P<t=0.36 P<t=0.16
3-ol
(3B,24E)-
estigma
t= 0.67; t=-0.77; t=-1.25;
sta- t=-0.10; P<t=0.46 t= 0.58; P>t=0.29 t=-1.46; P<t=0.10 t= 0.36; P>t=0.37
P>t=0.27 P<t=0.24 P<t=0.13
5,24(28)-

dien-3-ol
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(3B,242)-
estigma
=-1.26; t=-3.51; =-1.67; t=-2.91;
sta- t=-0.28; P<t=0.40 t=-1.15; P<t=0.15 t=-1.81; P<t=0.07
P<t=0.13 P<t=0.0085 P<t=0.08 P<t=0.0166
5,24(28)-
dien-3-ol

Fonte: A autora, 2018.
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No experimento de sombreamento também foi observada a aleatoriedade dos
dados no tempo inicial, ndo havendo agrupamento de nenhum dos tratamentos
(Figura 37).

Figura 37-Analise de Agrupamento do tempo inicial das
amostras da esponja Desmapsamma
anchorata Carter, 1882 no Experimento de
Sombreamento (N=6).
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Legenda: Cl: Tratamento Controle no tempo inicial; SI: Tratamento de Sombreamento no tempo inicial;
SCI: Tratamento Controle de artefato de Sombreamento no tempo inical. Os nimeros representam
cada amostra.

Fonte: A autora, 2018.

A analise global de Agrupamento no tempo final também ndo apresentou
formagcdo de grupos entre tratamentos, ndo exibindo diferenga entre as amostras

submetidas aos diferentes bioensaios (Figura 38).
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Figura 38- Analise de Agrupamento do tempo final das
amostras da esponja Desmapsamma
anchorata Carter, 1882 no Experimento de

Sombreamento (N=6).
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Legenda: CF: Tratamento Controle no tempo final; SF: Tratamento de Sombreamento no tempo final;
SCF: Tratamento Controle de artefato de Sombreamento no tempo final. Os niUmeros representam cada
amostra.

Fonte: A autora, 2018.

Na analise individual, a abundancia das substancias no tratamento de aumento
de sombreamento diminuiu na maioria dos casos, 11 substancias das 14 encontradas
reduziram sua abundancia (Figura 39). Desses 11, quatro apresentaram diferengas
significativas entre o tempo final e inicial ((38,22E)-ergosta-5,22-dien-3-ol, (3pB)-
colesta-5,24-dien-3-ol, ((3p,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol), e (3p,24E)-estigmasta-
5,24(28)-dien-3-ol) (Tabela 12). No caso do controle de artefato, apenas trés
substancias reduziram sua abundancia (éster metilico do acido docosandico, colesta-
5-en-3-ona e (3B,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol). Contudo, as substancias que

apresentaram diferenga significativa entre o tempo inicial e final, aumentaram sua
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abundancia (Substancia sem identificacdo e (33,242)-24-propilideno-colesta-5-en-3-
ol) (Tabela 12).

Figura 39- Abundéncia das substancias encontradas nas amostras de
Desmapsamma anchorat aCarter, 1882, no tratamento com

sombreamento e controle de artefato do tratamento (N=6).

Sombreamento
1
1
1
0,9
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° 7 Ml B Tratamento Inicial
«T ’
= 0,6 @ Tratamento Final
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é 0.4 m Artefato Inicial
0,3 8 Artefato Final
0,2

Substancias

Legenda - Substancias: A- Sem identificacdo; B- éster metilico do acido docosandico; C- (3p,22E)-
colesta-5,22-dien-3-ol; D- (3p,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol; E- (3p)-colesta-5-en-3-ol; F- (3p,22E)-
ergosta-5,22-dien-3-ol; G- (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol; H- (3p)-ergosta-5-en-3-ol; |- (3B,22E)-
estigmasta-5,22-dien-3-ol; J- (3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol; L- colesta-5-en-3-ona; M-
(3B,24S)-estigmasta-5-en-3-ol; N- (3p,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; O- (3p,24Z)-estigmasta-
5,24(28)-dien-3-ol (* Diferenca significativa, seta para cima: aumento da abundancia, seta para baixo:
reducdo da abundancia). Barra de erro= erro padréo.

Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 12-Resultados do teste T pareado de cada substancia (representado pelo
tempo de retencédo na analise de CG/EM) observado nas amostras de
Desmapsamma anchorata Carter, 1882 no experimento de

Sombreamento (N=6)

Controle Sombreamento Controle de artefato Sombreamento
i deni:Tagéo t=1.93; P>t=0.06 t=-0.96; P<t=0.19 t= 2.02; P>t= 0.0496
éster metilico
do &cido t=1.13; P>t=0.16 t= -0.24; P<t=0.41 t= 0.78; P<t=0.23
docosandéico
(3B,22E)-
colesta-5,22- = -0.81; P<t=0.23 = -1.52; P<t=0.09 t= 0.13; P>t=0.45
dien-3-ol
(3B,22E)-
colesta-5,22- t= 1.75; P>t=0.07 t= 0.95; P>t=0.19 t= 0.52; P>t=0.31
dien-3-ol
(3B)-colesta-5-
en-3-ol
(3B,22E)-
ergosta-5,22- t=1.13; P>t=0.15 t= -2.47; P<t=0.0282 t= 0.72; P>t=0.25
dien-3-ol
(3B)-colesta-
5,24-dien-3-ol
(3B)-ergosta-5-
en-3-ol
(3B,22E)-
estigmasta- t=1.19; P>t=0.14 t= -2.45; P<t=0.0289 t= 0.56; P>t=0.30
5,22-dien-3-ol
(3B,242)-24-

propilideno-

t=0.78; P>t=0.23 t=-0.78; P<t=0.24 t=0.72; P>t=0.25

t= 2.03; P>t=0.0488 t=-2.80; P<t=0.0189 t= 0.01; P>t=0.46

t=2.61; P>t=0.0237 t= 0.28; P>t=0.39 t= 0.78; P>t=0.07

colesta5-en-3. t= 3.97; P>t=0.0053 t= 1.45; P>t=0.10 t= 2.13; P>t=0.0432

ol
colesta-5-en-3-
ona t=-0.66; P<t=0.27 t=-0.01; P<t=0.50 t=-0.59; P<t=0.29
(3B,24S)-
estigmasta-5- t= 2.50; P>t=0.027 t= -0.87; P<t=0.21 t= 0.80; P>t=0.23
en-3-ol
(3B,24E)-
estigmasta-
5,24(28)-dien-
3-ol
(3B,242)-
estigmasta-
5,24(28)-dien-
3-ol

Fonte: A autora, 2018.

t= 0.67; P>t=0.27 t=-1.28; P<t=0.13 t= 0.25; P>t=0.41

t=-1.26; P<t=0.13 =-2.61; P<t=0.0237 t=-0.67; P<t=0.26
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4.6 Discussao

Desmapsamma anchorata mostrou-se importante na avaliagdo de respostas,
utilizando os esterdis como possiveis indicadores subletais de estresses ambientais.
As analises cromatograficas dos extratos brutos das esponjas D. anchorata que foram
manipuladas experimentalmente revelaram grande quantidade de esterdis em seus
tecidos. Os organismos marinhos contém uma variedade muito mais diversificada de
esterdis do que os organismos terrestres (KREBS 1988). As esponjas marinhas por
sua vez, produzem uma variedade ainda maior e biologicamente sem precedentes de
esterois, entre outras substancias encontradas entre os invertebrados (MEHBUB et al
2014). Em outros estudos também ja foi observado, que D. anchorata produziu uma
grande quantidade de esterdéis (QUIJANO et al. 1994), inclusive em estudos na regiao
da Baia de llha Grande (FERREIRA 2016; FLEURY et al. 2008a; PETRONILHO
2008). Além das fungdes estruturais, os esterois possuem multiplas fungdes de defesa
quimica, como: atividades anti-incrustantes, alelopaticas, e antipredacédo (RIBEIRO
2008; GUENTHER et al. 2009; LAGES et al. 2012), e atividades biologicas, como:
citotdxica, antiviral, antimicrobiana, e inibidora de enzimas (SEO et al. 1997).

O colesterol ((3p)-colesta-5-en-3-ol) foi o produto de maior abundancia nas
amostras analisadas no presente estudo, e em um estudo pretérito na mesma regiao
(FERREIRA 2016). Essa substancia também é considerada abundante na regiao do
Caribe em espécimes de D. anchorata (CARBALLEIRA e MALDONADO 1988;
CARBALLEIRA e SHALABI 1994). O colesterol é amplamente distribuido e pode ser
encontrado em quase todas as espécies de esponjas. Esse composto pode estar
associado a atividades anti-inflamatérias e anti-oxidantes (PERDICARIS et al. 2013).

A analise global de agrupamento dos experimentos de top-down e bottom-up e
de sombreamento ndo mostraram padrbes de agrupamento de acordo com o0s
tratamentos, podendo estar relacionada a ampla variacdo na produ¢ado de compostos
dessa esponja. Kanazawa (2001) relata que os esterdis das esponjas sao muito
susceptiveis as variacbes do habitat, pois eles podem ser derivados de fontes
exdgenas ou de modificagdes de esterdis alimentares, ou ainda porque a biossintese
de esterdis nas esponjas parece nao ter um lugar exato de processamento, ou serem

biossintetizados muito lentamente. A esponja marinha endémica Mycale hentscheli
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também apresentou variagdo na sua composi¢cao quimica em um pequeno gradiente
latitudinal na Nova Zelandia (PAGE et al. 2005). Outra esponja que também
apresentou variacdo na sua produc¢ao quimica em uma escala espacial reduzida foi a
Haliclonasp., que apresentou variagdo na concentragdo da substancia salicilihalamida
A em uma area de 1200km na costa oeste da Australia (ABDO et al. 2007).

De uma maneira geral, as maiores diferencgas significativas foram observadas
nos tratamentos com enriquecimento de nutrientes, o que pode representar uma
evidéncia de controle bottom-up sobre a produgdo de metabdlitos de D. anchorata.
Petronilho (2008) também observou que o enriquecimento de nutrientes influenciou a
produgdo de metabdlitos secundarios na mesma espécie de esponja. Houve uma
variagdo quantitativa da produgéo de 5,9-hexacosadienoato de metila e do colesterol
entre as amostras controles e tratamentos (PETRONILHO 2008). Sabe-se que os
esterbis presentes nas esponjas, possuem principalmente um papel funcional,
constituintes da membrana celular e envolvidos na estocagem de energia. O aumento
da abundancia das substancias provavelmente esta associado a um maior aporte de
nutrientes, aumentando assim suas reservas energéticas(SMYRNIOTOPOULOS et
al. 2015). Recentemente foi descoberto que as esponjas sao consideradas
‘forrageadoras o6timas’, isso significa que sao capazes de integrar sua absorgao
nutricional ao longo do tempo, para tirar proveito ndo s6 de pulsos de alimentos de
alta qualidade no meio, mas também da disponibilidade de nutrientes (N, P) (PAWLIK
et al. 2018). Sendo assim, as esponjas podem se adaptar melhor com as diferentes
quantidades de nutrientes disponiveis no meio, e com isso, deslocar seus nutrientes
para producao de metabdlitos (PAWLIK et al. 2018).

Entre os tratamentos analisados, o tratamento de exclusdo de predacgao foi o
que apresentou o menor numero de diferengas significativas na abundancia das
substancias (3p,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol e (3p,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-
ol entre os tempos iniciais e finais do experimento. Até a década de 1990, os ecdlogos
marinhos geralmente assumiram que a predagao tinha poucos efeitos sobre as
populagdes de esponjas, ja que poucos predadores foram observados se alimentando
de esponjas (RANDALL e HARTMAN 1968). Contudo, posteriormente, outros estudos
mostraram que muitas espécies de esponjas em recifes produziam em seus tecidos,
metabdlitos secundarios desagradaveis, o que impediam apredag¢ao (PAWLIK 2011).
No nosso estudo ha evidencias de que a auséncia de macropredadores pode ter

“reduzido” a produgéo de metabdlitos pelas esponjas, ou ndo influenciaram o aumento
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da sua producdo. Em um outro trabalho realizado no Atlantico Norte, individuos de D.
anchorata se mostraram exclusivamente palataveis, em locais onde o indice de
predacgéo era muito baixo (MARTY et al. 2016).

Nossos resultados também mostraram diferengas significativas na abundéancia
de (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol, (3p,22E)-ergosta-5,22-dien-3-ol, (3p)-ergosta-5-
en-3-ol, e (3B,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol nos tratamentos que possuiam a
interacdo dos controles top-down e bottom-up, porém nessa condi¢do, ndo podemos
afirmar se a interacao dos fatores influenciou a produgdo de metabdlitos, pois os
mesmos produtos mostraram diferencgas significativas nos tratamentos de controle de
artefato. O uso de gaiolas para experimentos de exclusdo de predacdo € muito
discutido, pois pode reduzir a incidéncia de luz e causar alteragdes no fluxo de
agua(MILLER eGAYLORD 2007). No entanto, nos tratamentos com apenas exclusao
de predacao, essas diferengas nao foram observadas.

Em sintese, no presente estudo podemos afirmar que, na produgao de
metabdlitos secundarios, ha uma maior influéncia das forgas bottom-up
(enriquecimento de nutrientes) como resposta metabdlica aos disturbios. Esses
resultados corroboram os estudos prévios com D. anchorata (FERNANDES 2014 e
PETRONILHO 2008) na regidao da Baia de llha Grande, e no Caribe, com a espécie
Callyspongia vaginalis (Lamarck, 1814) (TRUSSELL et al. 2006).

No experimento de sombreamento foi observada uma reducao na abundancia
das substancias (3B,22E)-ergosta-5,22-dien-3-ol,  (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol,
(3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol), e (3p,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol com
diferencga significativa entre o tempo final e incial. Algumas espécies de esponjas néao
deveria ser necessariamente afetada pela luminosidade, mas ja que observamos uma
diminui¢do na abundancia dos compostos isso pode indicar a associagao com algum
organismo fotossintético simbionte a esponja (TRACKER 2005). A esponja Dysidea
granulosa também diminuiu sua concentragao de difenil éteres poli-bromados quando
transplantada para diferentes regimes de iluminagdo (BECERRO e PAUL 2004). Em
contrapartida, outras espécies como as esponjas Crambe crambe (Schmidt, 1862) e
Agelas oroides (Schmidt, 1864) foram encontradas mais toxicas em habitats
sombreados, do que em habitats bem iluminados (BECERRO et al. 1995; FERRETTI
et al. 2009). Um terceiro estudo revelou que as esponjas do género Aplysina da
Croacia no Mar Mediterraneo transplantada em diferentes profundidades nao

alteraram suas concentrag¢des do alcaloide bromoisoxazolina (PUTZ et al. 2009).
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Sendo assim, a produgdo de compostos bioativos nas esponjas parece ser
especificos e responde aos fatores ecoldgicos do local (por exemplo, luz, predacéo,
enriquecimento de nutrientes), conforme sugerido por Page et al. (2005). Nossos
resultados indicam que os experimentos manipulativos modificaram a producao das
substancias (3p,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol,(3p)-colesta-5-en-3-ol,(3p)-ergosta-5-en-
3-ol, (3B,242)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol, (33,22E)-ergosta-5,22-dien-3-ol, (3B)-
colesta-5,24-dien-3-ol, (3p,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol), e (3pB,24E)-estigmasta-
5,24(28)-dien-3-0l, ((3B,24Z)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol), colesta-5-en-3-ona.

Compreender os efeitos relativos de diferentes fatores esta se tornando cada
vez mais importante, a medida que os seres humanos alteram os ecossistemas,
removendo os consumidores e aumentando os nutrientes (SMITH et al. 1999), e
afetando a disponibilidade luminosa em grandes escalas espaciais. Os poriferos,
como demonstrado aqui, foram particularmente importantes na avaliacdo de
respostas, utilizando produtos naturais (esteréis) como possiveis indicadores subletais

de estresses.
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4.7 Conclusao

Os esterdis da esponja Desmapsamma anchorata mostraram-se possiveis
indicadores subletais de estresses ambientais.

A analise de CG/EM dos extratos brutos de Desmapsamma anchorata
submetidas a diferentes disturbios manipulativos em campo revelou 14
substancias principais, que foram compartilhados entre todas as amostras de
D. anchorata. Dessas substancias, uma nao foi identificada, um pertencia a
classe de acidos graxos, e os outros 12, a classe dos esterais.

O esterol majoritario de todas as amostras foi o colesterol.

A analise global de agrupamento com o total de produgéo quimica da esponja
D. anchorata ndo apresentou padrao entre os diferentes experimentos de top-
down e bottom-up, e nem de sombreamento.

Os esterdis (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol,(3p)-colesta-5-en-3-ol,(3B)-
ergosta-5-en-3-ol, (33,242)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol, (3B,22E)-ergosta-
5,22-dien-3-ol, (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol, (3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-
ol), e (3p,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol, ((3p,24Z)-estigmasta-5,24(28)-
dien-3-ol, colesta-5-en-3-onamostraram-se eficientes como biomarcadores de
estresses por enriquecimento de nutrientes no meio, exclusao de predadores e

pelo sombreamento), auxiliando a diminuir os impactos ambientais.
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5 ALOCACAO DE RECURSOS NA ESPONJA MARINHA DESMAPSAMMA
ANCHORATA NA BAIA DE ILHA GRANDE: CRESCIMENTO VS PRODUCAO
QUIMICA

5.1 Introducéo

O ambiente marinho é uma rica fonte de compostos bioativos isolados de
inumeros organismos, com multiplas fun¢des ecoldgicas (HAY e FENICAL 1996; HAY
2009). Varios modelos tedricos sobre alocagao de recursos foram desenvolvidos para
explicar o padrdao de variagado e abundancia dos metabdlitos secundarios (CRONIN
2001), incluindo sua mediagéo sobre os aspectos evolutivos de interagdes ecologicas.

Muitas vezes, presume-se que produzir defesas quimicas pode ser um
processo de alto custo para o organismo, pois 0 recurso é desviado de processos
vitais como: crescimento, reprodu¢ado, manutengao do organismo e reserva energética
(CRONIN 2001). Varios autores investigaram as inter-relagdes entre o crescimento de
esponjas e o investimento em defesa quimica (THOMS e SCHUPP 2007). Loh e
Pawlik (2014), por exemplo, ja observaram que embora muitas espécies de esponjas
do Caribe sejam quimicamente defendidas por metabdlitos secundarios que incluem
alcaldides, terpenoides, esterdis, etc., outras espécies sao palataveis para
predadores, revelando um trade-off de recursos entre a producédo e a manutengao de
metabdlitos secundarios versus outras fungbes vitais. Walters e Pawlik (2005)
demonstraram que as espécies de esponjas quimicamente defendidas tinham taxas
mais lentas de cicatrizagao do que espécies quimicamente indefesas, por exemplo.

Cronin (2001) desenvolveu um modelo conceitual para demonstrar como ocorre
a alocagao de recursos (matéria e energia) em diferentes situagcdées. Dentro do
esquema em tridngulo, cada fatia das tortas representa a alocacdo de recursos,
enquanto o restante € subtraido da quantidade de recursos disponiveis para os
demais processos. O sucesso relativo de cada padrdo de alocacdo depende das

condic¢des bidticas e abidticas em que o organismo se encontra (Figura 40).
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Figura 40 - Diferentes padrbes de alocagédo de recursos de acordo com diferentes

pressdes ambientais.

Estresse abidtico

Aquisicao de recursos

Manutencédo

G efesa

Fonte: modificado de Cronin, 2001.

Dentre diversas hipoteses sugeridas por Cronin (2001), a teoria do balango
carbono/nutriente prediz que a disponibilidade de recursos do ambiente,
especialmente a de nutrientes e carbono, pode influenciar a produgcdo de defesas
quimicas. Quando os recursos disponiveis excedem os niveis de demanda
necessarios para o crescimento, o excesso estara disponivel para a produgao de
defesas quimicas (CRONIN 2001).

Contraria a essa teoria observamos a Teoria de Estresse Ambiental, que leva
em consideracdo a pressao de estresses ambientais sobre os organismos. De uma
maneira geral, nessas condi¢gdes, os organismos produzem menos metabdlitos
secundarios, quando comparados aos nao submetidos a condi¢cdes de estresse. O
estresse pode ser qualquer alteracido do ambiente que interfira no desempenho ideal
do organismo (CRONIN 2001). E importante ressaltar que os produtos naturais, além
de auxiliarem na reproduc¢ao, e defesas quimicas dos organismos, também participam
das respostas a estresses quimicos e fisicos do ambiente (CRONIN 2001). Uma
terceira teoria, a Teoria de Defesa Otima, ainda considera que os organismos alocam
as defesas de forma a maximizar sua aptiddo (chamado aqui como “fitness”), pois a
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producao de defesa é dispendiosa quando os inimigos estdo ausentes (CRONIN
2001).

Esponjas possuem um grande potencial de fornecer informagdes
excepcionalmente detalhadas sobre o passado dos oceanos, incluindo histérico das
variagdes climaticas ao longo do tempo (ELLWOOD e KELLY 2003). As esponjas
podem ser consideradas um modelo de taxon para comparar os processos ecoldgicos,
através de grandes escalas espaciais(CARBALLO et al. 2008). Infelizmente, elas sédo
frequentemente ignoradas dentro de pesquisas em larga escala, devido a problemas
associados com a disponibilidade de conhecimento especializado em taxonomia,
embora textos recentes ja estejam relatando sobre a importancia das esponjas e
enfrentando esses problemas, (p.e. BELL 2008, BELL et al. 2015). Esses organismos
possuem importante relevancia ecoldgica e biotecnolégica nos ciclos de nutrientes
marinhos (DIAZ e RUETZLER 2001, de GOEIJI et al. 2013), por serem considerados
um dos maiores produtores de produtos naturais marinhos (MEHBUB et al 2014).
Além disso, diversos estudos ja vém mostrando as estratégias de alocacdo de
recursos das esponjas. Pawlik e colaboradores (2008) relataram que as esponjas que
nao possuem defesa quimica apresentaram maior taxa de crescimento e
recrutamento. Turon e colaboradores (1998) relataram padrdes sazonais na taxa de
crescimento e nivel de toxicidade da esponja Crambe crambe, do Mediterraneo, e
observaram uma correlagao negativa significativa entre esses parametros.

Baseado nos modelos de alocagéo de recursos de Cronin (2001) criamos um
quadro hipotético (Figura 41) para avaliar qual teoria de defesa (Hipotese Balango
Carbono/Nutriente; Teoria de Estresse Ambiental; Teoria de Defesa Otima), melhor
se adequa a estratégia de alocacéo de recurso da esponja D. anchorata, utilizando

como fatores a exclusdo de predacgéo e o enriquecimento de nutrientes (Figura 41).
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Figura 41 - Quadro hipotético sobre diferentes formas de alocagdo de recursos
referentes aos fatores exclusdo de predacdo e enriquecimento de

nutrientes (modificado de Cronin 2001).
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Fonte: A autora, 2018

Nesse modelo observamos diferentes situagdes que nos mostram como a
alocacéao de recursos pode ser empregado pelas esponjas D. anchorata, com relagao
a auséncia de predacao e ao aumento de nutrientes. Em condi¢cbes estressantes, os
custos da produgao de metabdlitos secundarios podem ser elevados, e a capacidade
de produzir defesas quimicas pode ser aumentada, como no caso da presenca de
pressao de predagao (A), mesmo que o estresse de enriquecimento de nutrientes
esteja presente (B). Ou, os custos podem ser reduzidos quando a predagao for
excluida (C), e houver um aumento de disponibilidade de nutrientes no meio (D). Os
custos de defesa podem ser diretos (por exemplo, o custo biossintético da produgao
de um metabdlito defensivo particular), ou indiretos (por exemplo, redugdo do
investimento em crescimento), os quais sdo notoriamente dificeis de serem medidos
(ZANGERL e BAZZAZ 1992).Por conseguinte, a toxicidade natural e a produgao de
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metabdlitos secundarios de um organismo devem variar em relacdo as fungdes
bioldgicas primarias (como p.e. o crescimento), ou as respostas aos parametros
ambientais(IVANISEVIC et al. 2011), como resultado de um conflito de escolhas
(chamado aqui de trade-off). Sendo assim, pretendemos observar se existe relagao
entre a produgcdo de metabdlitos e o crescimento da esponja D. anchorata, em
condi¢gbes de exclusao de predacao e de enriquecimento de nutrientes (top-down e

bottom-up, respectivamente).

5.2 Objetivo Geral

Avaliar se ocorre um trade-off entre o crescimento e a produgao de metabdlitos
secundarios pela esponja Desmapsamma anchorata, em condigdées manipulativas in

situ, na Baia de llha Grande, RJ.

5.2.1 Obijetivos especificos

1. Avaliar de que forma a esponja Desmapsamma anchorata aloca seus recursos
(crescimento ou producdo de metabdlitos secundarios), em condigbes de
exclusdo de predagcao e aumento de nutrientes (top-down e bottom-up,
respectivamente).

2. Avaliar em qual modelo tedrico de defesa quimica (Hipétese Balango
Carbono/Nutriente; Teoria de Estresse Ambiental; Teoria de Defesa Otima)
pode estar relacionada a alocagédo de recursos, investida pela esponja D.
anchorata, em condigdes de exclusdo de predacdo e aumento de nutrientes

(top-down e bottom-up).
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5.3Hipotese

1. A alocacdo de recursos esta direcionada a producao de defesas, e ndo ao
crescimento, nas condigdes em que existe a predagao, independente da
quantidade de nutrientes.

2. Aalocacgao de recursos € maior para o crescimento, nas condi¢gdes de aumento
de nutrientes e exclusédo de predacéo.

3. A alocacéao de recursos ndao mostra diferengas entre a producao de defesas e
as taxas de crescimento, quando os predadores forem excluidos e a

quantidade de nutrientes nao for aumentada.

5.4 Material e métodos

Os dados para analise de alocacao da disponibilidade de recursos pela esponja
D. anchorata foram retirados dos dados brutos gerados a partir dos experimentos
manipulativos in situ top-down x bottom-up, descritos nos capitulo 3 (crescimento), e
4 (producao de metabdlitos secundarios).

Levando em consideracado que a esponja D. anchorata possui um crescimento
exponencial foram calculadas suas taxas de crescimento a partir de um modelo de
regressao linear, onde os valores de k (coeficiente angular) indicaram qual a taxa de
crescimento das amostras de esponjas, em cada tratamento (controle, enriquecimento
de nutrientes, exclusao de predacdo e interacdo dos fatores enriquecimento de
nutrientes + exclusdo de predagdo (N=6)), incluindo todos os tempos (TO=
implantagéo, T1=33 dias, T2= 54 dias e T3=131 dias).

O indice de resposta das taxas de crescimento foi calculado a partir da divisdo
do valor das taxas de crescimento médio de D. anchorata de cada tratamento pelo
tratamento controle (tratamento que ndo recebeu nenhuma manipulagéao).

Para observar os dados de producéo quimica foram calculadas as médias totais
de produgao de metabdlitos secundarios por tratamento (controle, enriquecimento de

nutrientes, exclusdo de predacao e interagao dos fatores enriquecimento de nutrientes
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+ exclusao de predacédo), apenas com os ultimos dados que foram gerados na retirada
do experimento (T3= 151 dias). Da mesma forma que os indices de resposta das taxas
de crescimento, os dados médios de produgdo também foram divididos pelo
tratamento controle. Desta forma, os dados de crescimento e producao de metabdlitos
puderam ser comparaveis.

Os dados dos indices foram transformados em log1o. O indice de resposta é
uma estimativa do tamanho do efeito com valores simétricos positivos ou negativos,
de acordo com o aumento ou diminuigdo relativa da taxa de crescimento e da
produgcdo de metabdlitos secundarios, em relagdo a seus tratamentos controles,
respectivamente. O indice é zero (0) quando nao ha efeito(adaptado de LOURENCO-
AMORIM et al. 2014).

Um teste t foi realizado para observar as diferencas entre os indices de resposta

dos dados de taxa de crescimento e de produg¢ao de metabdlitos secundarios.

5.5 Resultados

Os indices de respostas dos dados de taxa de crescimento das esponjas D.
anchorataque foram manipuladas nos bioensaios in situ mostraram redugcao em todos
os tratamentos (enriquecimento de nutrientes, exclusdo de predacgao e interagdo dos
fatores enriquecimento de nutrientes + exclusdo de predagao), quando comparados
com o tratamento controle, ou seja, houve um efeito negativo com relagdo aos
tratamentos.

No tratamento de interacdo exclusdo de predacao + enriquecimento de
nutrientes (top-down x bottom-up) o indice resposta foi considerado maior (média
(log10): -0,22, DP: +4,5), com relagdo ao tratamento de enriquecimento de nutrientes
(média: -0,30, DP: +4,42), e exclusao de predacao (média: -0,33, DP: +4,5) (Figura
42).



139

Figura 42 - indices de respostas das taxas de crescimento das esponjas
Desmapsamma anchorata Carter, 1882 submetidas aos seguintes
tratamentos: Interagcdo dos fatores enriquecimento de nutrientes +
exclusdo de predacdo, enriquecimento de nutrientes e exclusao de

predacao) em relagao ao tratamento controle.

5 -
24
g3
z 21
211
% 0 1 e s
o
o1
T 2
[(¢}]
2 -3 -
©
£ 4 -
-5 4
Enriquecimento de Enriquecimento de Exclusao de predagao
nutrientes+exclusao nutrientes
de predagéao
Tratamentos

Fonte: A autora, 2018.

Os indices resposta dos dados de produgdo quimica apresentaram respostas
positivas com relagcédo ao controle, nos tratamentos interacéo exclusao de predacao e
enriquecimento de nutrientes (top-down e bottom-up) (média: 0,32: DP: +4,6), e no de
exclusao de predagao (média: -0,09, DP: +0,18), enquanto que no tratamento de
enriquecimento de nutrientes (média: -0,06, DP: +0,03) o indice teve uma resposta

menor com relagao ao tratamento controle (Figura 43).
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Figura 43 - indices respostas da producéo quimica das esponjas Desmapsamma
anchorata Carter, 1882 submetidas aos tratamentos:Interagcdo dos
fatores enriquecimento de nutrientes + exclusdo de predacéo,
enriquecimento de nutrientes e exclusdo de predagédo) em relagdo ao

tratamento controle.
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Fonte: A autora, 2018.

Comparando os indices de respostas das taxas de crescimento e de produgao
quimica nao foi possivel observar diferencas significativas entre os dois fatores
testados (Tabela 13). Ainda assim, consideramos que a diferenga dos indices de
respostas da produgdo quimica foi maior que as respostas da taxa de crescimento
nos tratamentos interacdo dos fatores exclusdo de predagdo e enriquecimento de
nutrientes (top-down x bottom-up), e exclusdo de predagéao, pois os resultados foram

positivos com relagdo ao tratamento controle.
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Tabela 13 — Resultados testes T entre os indices de respostas da taxa de crescimento
e producdo quimica da esponja Desmpasamma anchorata Carter, 1882,
submetida aos tratamentos Interacdo dos fatores enriquecimento de
nutrientes + exclusdo de predagdo, enriquecimento de nutrientes e

exclusao de predagao) em relagédo ao tratamento controle.

Tratamentos Teste t

Excluséo de predacao + enriquecimento de t14=-0.89; p=0.19

nutrientes
Enriguecimento de nutrientes t14=-0.51; p=0.31
Excluséo de predacao t14=-0.77; p=0.23

Fonte: A autora, 2018.

5.6 Discussao

Os padrdes de alocagao de recursos foram extensivamente estudados em
plantas terrestres (por exemplo, NUNEZ-FARFAN et al. 2007). Uma teoria central para
a defesa das plantas contra os consumidores é a Hipétese da Defesa Otima, que
propde que as defesas sao dispendiosas e que custeiam outras fungbes como o
crescimento e a reprodugdo (STRAUSS et al. 2004). Essa teoria ja vem sendo
discutida para varios organismos marinhos, como macroalgas e invertebrados, como
as esponjas (CRONIN 2001; LEONG e PAWLIK 2010; PAWLIK 2011, PAWLIK et al.
2018). No presente estudo observamos que a produg¢ao quimica teve uma resposta
positiva com relacéo ao seu controle, ou seja, a producao dos metabdlitos foi maior
quando as esponjas foram submetidas aos disturbios de enriquecimento de nutrientes
e exclusdo de predacdo. Porém, essas respostas ndo foram significativamente
diferentes.

Os indices de resposta das taxas de crescimento foram negativos com relacao
ao tratamento controle. Desta forma, ndo houve efeito dos tratamentos manipulados
sobre o crescimento de D. anchorata. Em outro estudo, realizado no mar do Caribe,

nao foi encontrada evidéncia de que a temperatura e a salinidade nos locais de estudo
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desempenharam um papel importante na distribuicdo e abundéncia de
Desmapsamma (MCLEAN 2006). Em contrapartida, esponjas como a Callyspongia
vaginalis foram influenciadas pelas forcas ascendentes, como o enriquecimento de
nutrientes na agua (bottom-up). Elas apresentaram crescimento substancialmente
maior em profundidades onde a abundancia de picoplancton foi maior.

Os indices de resposta da produgdo quimica mostraram respostas positivas
com relagdo ao controle, nos tratamentos de interacdo exclusdo de predadores e
enriqguecimento de nutrientes (top-down x bottom-up), e no tratamento separado de
exclusao de predagcao. Antes que a ecologia quimica fosse melhor compreendida,
acreditava-se que os consumidores exerciam pouco efeito sobre as estruturas de
comunidades de esponjas, por pensarem que 0s peixes espongivoros forrageavam
uma grande variedade de esponjas (PAWLIK et al. 2008). Contudo, hoje sabe-se que
a presenca de predadores pode influenciar inclusive na produgdo de metabdlitos
secundarios das esponjas (PAWLIK 2011). A esponja Ircinia campana (Lamarck,
1814), por exemplo, € conhecida por produzir altas concentragdes do acido furano
sesterpeno tetrénico, substancia citotdxica capaz de impedir a predacio por peixes
(PAWLIK et al. 2002). As evidéncia de controle top-down na estrutura da comunidade
de esponjas por predagao de peixes € mais apoiado por estudos de conteudo gastrico
e estimativas historicas da populagao de tartarugas-de-pente, que provavelmente teve
um impacto muito maior sobre as abundéancias relativas de esponjas nos recifes do
Caribe do passado (PAWLIK et al 2018). Além disso, através de estudos em
laboratério e em experimentos manipulativos de campo, foi demonstrado que os
peixes que comem esponjas tém suas preferencias baseando-se na producao de
defesa quimica das esponjas (PAWLIK et al 2018).

No caso do nosso estudo observamos um efeito contrario, onde a producao
quimica teve uma resposta positiva em relagcdo ao controle, na auséncia de
predadores, ou seja, D. anchorata produziu compostos quimicos mesmo sem
predacao, ndo corroborando nossas hipoteses. As esponjas do género Callyspongia
e Niphates sdo importantes componentes nas comunidades dos recifes caribenhos.
Porém, mesmo essas esponjas produzindo compostos quimicos, elas ndo possuiam
atividade anti-predagéao, sendo elas palataveis para peixes generalistas (PAWLIK et
al. 1995).

De uma maneira geral, as respostas das esponjas foram mais positivas em

relagdo a produgdo quimica, do que com as taxas de crescimento, mesmo nao
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obtendo resultados significativos. Outros estudos indicaram que algumas esponjas
desenvolveram mecanismos de crescimento e defesa, em diferentes situacoes,
mostrando um efeito trade-off de alocac&o de recursos (WALTERS e PAWLIK 2005).
A rapida colonizagdo de espécies de esponjas palataveis em espacgos livres dos
recifes do Caribe, e nos naufragios dos arredores da regido também foi consistente
com as previsdes da hipotese de que houve um trade-off de alocagao de recursos
entre as defesas quimicas e a reprodugéo ou o crescimento nos tecidos das esponjas
(PAWLIK et al. 2008).

Desmapsamma anchorata € conhecida por ter sucesso no estabelecimento e
abundancia em recifes e costées rochosos, com alta diversidade de competidores;
possivelmente essas estratégias podem ser atribuidas a rapida taxa de crescimento,
e rapida capacidade de regeneracdo (AERTS e van SOEST 1997; AERTS 1998).
Como citado anteriormente, essa esponja também é conhecida por produzir uma série
de metabdlitos secundarios de diferentes classes, como os esterdis (QUIJANO et al.
1994), os terpenos (MAHBUB et al. 2014), os acidos graxos (CARBALLEIRA e
MALDONADO 1988; CARBALLEIRA e SHALABI 1994), os aldeidos (CARBALLEIRA
e SHALABI 1994), e os alcaloides (COMPAGNONE et al. 1999). Estas caracteristicas
da espécie direcionou a hipétese da existéncia de um trade-off entre a producgao de
metabdlitos secundarios e o crescimento (SINGH e THAKUR 2015). Porém, no
presente estudo, assim como no estudo realizado por Ferreira (2016) D. anchorata
nao apresentou relagdo significativa entre produgcédo de metabdlitos secundarios e
crescimento, e ndo corroborou a Hipétese de Defesa Otima.

Por outro lado, a "Teoria de Estresse Ambiental” sugere que os estresses
ambientais podem reduzir o crescimento, devido ao suprimento de nutrientes
inadequado, ou podem causar danos aos organismos, devido as condi¢cdes adversas
(PAUL e PUGLISI 2004). Em contrapartida, essa teoria também sugere a redugao da
produgao quimica, o que sO observamos nos tratamentos com enriquecimento de
nutrientes, e ndo nos outros tratamentos. Esses dados contradizem também a Teoria
de Balango Carbono/Nutriente ndo podendo ser aceita em nosso estudo.

Sendo assim, mesmo nao encontrando respostas significativas entre
crescimento e produgdo, podemos ressaltar que a produg¢ao quimica, nos casos dos
bioensaios de exclusdo de predacéao e influencia das forcas interativas exclusao de
predacao e enriquecimento de nutrientes (top-down e bottom-up), possuem uma

resposta positiva com relacédo ao tratamento controle, diferente dos dados de taxa de
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crescimento. Apesar desses resultados ndo serem significativos, eles podem auxiliar
estudos posteriores sobre ecologia de esponjas, e suas possiveis respostas
metabodlicas a diferentes estresses ambientais. Um numero maior de estudos
experimentais in situ, em maior tempo e aplicado a outras espécies sao importantes,
para confirmar a utilizacdo dos organismos marinhos como biomonitores de impactos

ambientais.

5.7 Concluséo

¢ Os indices de resposta dos dados de taxa de crescimento foram menores com
relacédo ao tratamento controle, em todos os tratamentos: interagao dos fatores
exclusao de predacao e enriquecimento de nutrientes (top-down x bottom-up),
enriquecimento de nutrientes, e exclusdo de predacéo.

e Os indices de resposta da producado quimica foram maiores com relacdo ao
tratamento controle, nos tratamentos interacdo dos fatores exclusao de
predacao e enriquecimento de nutrientes (top-down x bottom-up), e excluséo
de predacéo.

e Mesmo sendo positivos com relagdo ao tratamento controle, os dados de
producao quimica ndo mostraram diferengas significativas nos seus indices de
resposta comparados com as taxas de crescimento em todos os tratamentos
(interagao dos fatores excluséo de predagao e enriquecimento de nutrientes
(top-down x bottom-up), enriquecimento de nutrientes e exclusao de predagao).

e Diante de todos os quadros hipotéticos concluimos que nao foi observado um

trade-off entre a produgc&o quimica e as taxas de crescimento.
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CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho mostrou que a esponja Desmapsamma anchorata pode
ser considerada um modelo biolégico para acompanhar mudangas nas comunidades
marinhas bénticas. Ressaltamos ainda, que ha poucos estudos que relacionam
disturbios ambientais e producdo de metabdlitos secundarios em esponjas no
Atlantico Sul.

Podemos observar que na caracterizagao das comunidades bioldgicas, nao so
a quantidade de nutrientes, que é uma fator classico para a medigao de disturbios
ambientais, mas também a produc¢do quimica da esponja D. anchorata, apresentaram
respostas diferentes em relacdo ao indice de impacto dos locais monitorados. O
conjunto dos dados obtidos pela técnica espectroscopia RAMAN mostrou que os
tecidos da esponja D. anchorata variaram em sua composi¢ao carotenoidica, em
funcdo do ambiente que habita, enquanto que a espécie Mycale angulosa n&o sofreu
influéncia do meio. Esses resultados indicaram que esta técnica pode ser aplicada
como ferramenta para discriminacdo do conteudo de carotenoides e acidos graxos,
em experimentos de avaliagao dos efeitos causados por disturbios ambientais.

Os experimentos biolégicos sdo instrumentos indispensaveispara compreender
as respostas dos organismos de uma forma relativamente simples. Em nosso
bioensaio, in situ, os tratamentos avaliados (top-down e bottom-up, e sombreamento)
nao apresentaram efeito sobre as taxas de crescimento de D. anchorata, apenas o
fator tempo que obteve resultados positivos. Por outro lado, respostas significativas
foram observadas em relacdo a producdo quimica de D. anchorata. Nos diferentes
tecidos das esponjas manipuladas encontramos 14 diferentes metabdlitos,
pertencentes principalmente a classe dos esterdis (n=12). O colesterol foi o produto
principal encontrado em todas as amostras. No experimento top-down x bottom-up, o
tratamento de enriquecimento de nutrientes foi o que apresentou o maior niumero de
diferencas significativas, com o aumento da abundancia das substancias entre os
tempos inicial e final. Enquanto, no experimento de sombreamento foi observada uma
reducao na abundancia das areas picos, com diferenga significativa entre os tempos
inicial e final.

Os esteréis (3B,22E)-colesta-5,22-dien-3-ol,(3p)-colesta-5-en-3-ol,(3B)-
ergosta-5-en-3-ol, (3p,24Z)-24-propilideno-colesta-5-en-3-ol, (3p,22E)-ergosta-5,22-
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dien-3-ol,  (3p)-colesta-5,24-dien-3-ol, (3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol), e
(3B,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol, ((3B,24Z)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol),
colesta-5-en-3-ona mostraram diferengas significativas na sua abundancia, entre os
tempos inicial e final, de diferentes bioensaios de top-down x bottom-up e de
sombreamento. Esses resultados indicaram o uso de produtos naturais (esterois)
como bons biomarcadores de estresses por enriquecimento de nutrientes no meio,
exclusao de predadores e pelo sombreamento.

Desmapsamma anchorata também ndo mostrou diferengas significativas com
relagao a alocagao de seus recursos entre crescimento e produg¢ao quimica. Contudo,
a produgao quimica foi positiva com relagao ao seu controle.

Um dos objetivos fundamentais na ecologia é entender os mecanismos pelos
quais os fatores naturais e antropogénicos podem alterar ou manter interagdes e
estrutura em comunidades bidticas (Littler et al. 2006). Nossos resultados destacaram
que ainda ha uma ma compreensao sobre os impactos da maioria das pressodes
ambientais, e principalmente, dos efeitos sinérgicos de alguns fatores sobre as
esponjas, no Atlantico Sul. Porém, também observamos que os produtos naturais
podem servir como excelentes monitores de estresses ambientais. Assim, estudos
posteriores com maior variabilidade amostral com diferentes disturbios poderiam
melhorar a qualidade dos resultados e por todos esses motivos encorajamos incluir

as esponjas marinhas em monitoramentos ambientais em larga escala.
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APENDICE A- Principais taxons/grupos funcionais ocupadores de espaco nos 13 locais monitorados na Baia da llha Grande. Os

dados sdo médios em porcentagem (%) (+ erro padréo).

Taxon/Grupo Lage Tangua Bica \IE Bonfim Machado  Biscaia Conceicao lhado  Abradozinho

funcional Branca Velha Abrado

Algae

Algas formadoras de 52.5 83.8 63.8 61.4 40.8 64.8 65.8 71.4(7.4) 442(17) 38.0 209 (11) 8.8(4.2) 29.93 (10.6)

tapete (3.9) (3.9) (8.5) (11.6) (13.3) (9.5) (5) 9.7)

Alga calcarea 0.2 (0.2) - - - - - 0.4 0.2 (0.2) - 1.2 - 48(2.38) -

incrustante (0.4) (1.2)

Amphiroasp. 1.2 (0.8) - - - - - - 0.4 (0.2) - - 8.6 (5.6) 3.5(2.3) 9(7.3)

Asparagopsis 139 86(1.2) 2.0(1.8) 30.8 6.4(4.3) 4.6 1.6 56(1.9) 9.8(3.8) - - - -

taxiformis(Delile) (5.7) (13.6) (1.9) (1.6)

Trevisan de Saint-

Léon, 1845

Gymnogongrus sp. - - - - - - - - - - - - 0.2 (0.2)

Hypnea sp. - - - - - - - - 02(0.2) - - - -

Laurencia sp. - - - - - 12.8 1.2 3.8 (3.8) - - - - 1(0.7)
(6.7)  (08)

Dictyota sp. - - - - - 0.2 - 0.2(0.2) 0.6(0.6) - - - -
(0.2)

Hincksia sp. - - - - - - - - - 1.6 - - -

(1.6)

Padyna sp. - - - - - - - 0.6 (0.6) - - - - -

Sargassum muticum 1.2(1.2) 0.4 (0.4) - - - - - 2.6 (2.6) - - - - -

(Yendo) Fensholt,

1955

Caulerpa peltate - - - - - - 1.6 - - - - - -

J.V.Lamouroux, 1809 (1)
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Caulerpa sp.

Caulerpa taxifolia
(M.vahl) C.Agardh,
1817

Porifera
Amphimedon viridis
Duchassaing e
Michelotti, 1864
Aplysilla

rosea (Barrois, 1876)
Chondrilla nucula
Schmidt, 1862
Cliona sp.

Desmapsamma
anchorata (Carter,
1882)

Dysidea janiae
(Duchassaing e
Michelotti, 1864)
Haliclona manglaris
Alcolado, 1984
Hymeniacidon
heliophila (Wilson,
1911)

lotrochota arenosa
Rutzler, Maldonado,
Piantonie Riesgo,
2007

0.6 (0.4)

1.8 (1.1)

0.2(0.2)

3.8 (2.6)

2.2 (1.6)

0.4 (0.4)

0.6 (0.4)

3.4 (0.9)

1.0 (0.4)

0.4
(0.2)

1.0
0.7)

1.9 (1)

7.5 (2.0)

9.4
(3.7)

0.4
(0.4)

14
(0.7)

0.2
(0.2)

0.4
(0.4)

24
(1.5)

0.2
(02)

12.4
6.7)

0.6
(0.6)

3.4
(1.6)

11.4
(3.6)

8.8 (3.2)

4.4(2.3)

0.6 (0.4)

1.0 (0.7)

0.4 (0.2)

0.2 (0.2)

0.2
(0.2)

0.2
(0.2)

16
(1.6)

7.4 (4)

0.4 (0.4)

6,6 (3.7)

0.2
(0.18)

3.2 (1)

0.2 (0.2)

0.87 (0.8)

0.8 (0.8)
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Mycale angulosa
(Duchassaing e
Michelotti, 1864)
Mycale laxissima
(Duchassaing e
Michelotti, 1864)
Mycale
microsigmatosa
Arndt, 1927

Mycale escarlatei
Hajdu, Zea, Kielmane
Peixinho, 1995
Scopalina ruetzleri
(Wiedenmayer, 1977)
Tedaniaignis
(Duchassaing e
Michelotti, 1864)

Cnidaria
Pennaria disticha
Goldfuss, 1820
Aipitasia pallida
Goldfuss, 1820
Carijoariisei
(Duchassaing e
Michelotti, 1860)
Palythoa
caribaeorum
(Duchassaing e
Michelotti, 1860)
Palythoa variabilis
(Duerden, 1898)

0.6 (0.6)

27.8
(8.9)

0.2 (0.2)

0.6 (0.4)

0.2 (0.2)

0.4 (0.4)

0.6 (0.4)

248
(8.3)

0.6 (0.6)

6.0
(2.6)

0.4 (0.4)

42.2 (10)

0.4
(0.2)

0.2
(0.2)

0.8
(0.6)

0.2
(0.2)

- 06(04)
0.2(0.2) 0.8(0.4)
0.2 (0.2) -

- 432

(15.9)

0.6
(0.4)

2.2
(1.9)

46,0
(16.1)

0.6 (0.4)

1.9 (1.2)

0.8 (0.8)

0.6 (0.6)

58.3 (16.4)

0.5 (0.3) -

0.3 (0.3) -

76.7 55.6 (10.8)
(5.5)
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Zoanthus sociatus
(Ellis, 1768)
Mussismilia hispida
(Verrill, 1901)
Tubastraea coccinea
Lesson, 1829
Tubastraea
tagusensis Wells,
1982

Bryozoa

Bugula sp.

Schizoporella sp.

Ascidiacea

Ascidiacea sp.

Phallusia nigra
Savigny, 1816

2.4 (2.2)

0.2 (0.2)

0.4
(0.4)

0.4 (0.4)

0.2 (0.2)

0.2 (0.2)

(0.6)

0.2)

(0.2)

0.2
(0.2)

0.4
(0.4)

0.2
(0.2)

0.2
(0.2)

0.6 (0.4)

0.7 (0.4)

1.5(0.7)

0.5(0.2)

1.2(1.2)

0.4 (0.2)

0.2 (0.2)

0.6 (0.4)

Fonte: A autora, 2018.
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APENDICE B — Assembleia de peixes encontradas nos 13 locais monitorados na Baia de llha Grande. Dados em porcentagem (%).

Espécies Lage Ponta Tangua Bica Bonfim  Anil Machado Biscaia TEBIG Conceigao llhado Abraozinho
Branca Fina Abrado

Anisotremus virginicus (Linnaeus, 1758) - 3,7 - - 4,2 - 8,6 0,6 2,3 - - 6,3 3,1
Anisotremus surinamensis 171 0,5 - 3,0 - - - - - - - - -
Haemulon album Cuvier, 1830 - - -- - - 28,6 53,4 - 32,1 - 62,0 30,1 34,9
Haemulon parra (Desmarest, 1823) 1,4 - -- 3,0 - -- -- -- -- -- -- -- --
Haemulon aurolineatum Cuvier, 1830 - 60,7 - - - - - 10,3 - 21,4 1- - -
Haemulon steindachneri (Jordan e 57 2,6 75,3 63,0 35,2 - - 29,3 23,7 - - - 19,5
Gilbert, 1882)

Stegastes fuscus (Cuvier, 1830) - 3,1 3,2 - 7,0 - 10,3 - - - 16,0 6,6 28,7
Abudefduf saxatilis (Linnaeus, 1758) 14,3 18,3 11,0 23,7 28,2 - - 2,9 53 64,3 - 34,9 3,1
Coryphopterus glaucofraenum Gill, 1863 - - 1,3 - - - 1,7 - 2,3 - - - 0,5
Elacatinus figaro Sazima, Moura e Rosa, - - - - - - - - - - - 0,4 -
1997

Sphoeroides sp. 71 0,5 2,6 2,2 1,4 28,6 34 2,3 7,6 71 6,0 0,7 1,0
Diplodus argenteus (Valenciennes, 1830) 52,9 - 0,6 - - - 19,0 50,6 244 3,6 - 12,5 21
Synodus synodus (Linnaeus, 1758) - 1,0 - 1,5 - - 1,7 - - - 2,0 - 0,5
Sparisoma axillare (Steindachner, 1878) - - - - - - - - - - - - 1,0
Chaetodon striatus Linnaeus, 1758 - 5,2 1,3 1,5 5,6 - - - - - - 6,6 2,1
Hippocampus reidi Ginsburg, 1933 - - - - - - - - - - - - 2,1
Parablenniu spilicornis(Cuvier, 1829) - 1,0 1,3 - - - - 0,6 - - 4,0 0,4 1,0
Scorpaena sp. 1,4 - - 0,7 1,4 - - - - - - - 0,5
Labrisomus sp. - 0,5 - - - - - - - - - 0,7 -
Acanthurus chirurgus (Bloch, 1787) - - 0,6 - 1,4 - - - 0,8 - - 0,4 -
Gymnothorax moringa (Cuvier, 1829) - - - - - - - - - - - 0,4 -
Chilomycterus spinosus spinosus - - - - - 14,3 1,7 0,6 0,8 3,6 - - -

(Linnaeus, 1758)
Stephanolepis hispidus (Linnaeus, 1766) - 0,5 2,6 1,5 - 14,3 - 2,9 0,8 - - - -
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Pempheris schomburgkii Miller e - 21 - - - - - - - - - - -
Troschel, 1848

Mugil curema Valenciennes, 1836 - - - - 12,7 - - - - - - - -
Fistularia tabacariaLinnaeus, 1758 - - - - 1,4 - - - - - - - -
Mycteroperca sp. - - - - 1,4 14,3 - - - - - - -

Fonte: A autora, 2018.
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APENDICE C - Analise por espectroscopia Raman in situ da D. anchorata coletada em 13 locais na Baia de llha Grande, RJ. Tentativa

Ponta

Fina

1658

1516
1448
1299
1270
1157
1087
1008

Lage

Branca

1658m

1448m

1301f
1267f
1159i
1085f
1007f
790f

Tangua

1450m
1303f
1270f
1159i
1085f

1007m

Bica

1660m

1525m
1452m
1299f
1270f
1159m
1085m
1007f
790i
706i
690i

Vila

Velha

1448
1303
1270
1159
1087
1005

Bonfim

1658m
1521i
1508i
1455i
1303m
1270m
1159i
1087m
1008i
785m
706m
690m

Anil

1656m
1521m
1511m
1455m
1303f
1269f
1158m
1087m
1007m
789i
706i
690i

Machado Biscaia TEBIG Conceigao

1450f
1301f
1269f
1157i

1007m

1658i

1521i

1450i

1301f

1270f
1159m
1085m
1005m

1658m
1530i

1510i
1452m
1303f
1270f
1157i
1087m
1006i
790m
706m
690m

1450m
1301f
1270f
1159i

1085m

1007m

de assinalamento das bandas Raman (cm™') com linha de excitagdo em 1064nm.

llha do

Abraao

1452m
1303f
1269m
1157i
1087m
1007m
789m
706m
690m

Abraaozinho

1656f

1521i

1454m
1301m
1269m
1157i
1087f
1007m
790m
706m
690m

Tentativa de

assinalamento

vC=C
vC=C
vC=C
vC=C
6(CH2/CHa)
O(CHz)
0(=CH)
5(C-C)
v(C-C)
O(C-CHa)

Legenda: Intensidades relativas: (i) intensa, (m) média, (f) fraca.
Fonte: A autora, 2018.
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APENDICE D- Anélise da espécie por espectroscopia Raman in situ da M. angulosa coletada em locais ndo impactados na Baia de

llIha Grande, RJ. Tentativa de assinalamento das bandas Raman (cm-') com linha de excitagdo em 1064nm..

Lage Tangua Bica Vila Bonfim Anil Machado Biscaia TEBIG Conceicdo Ilhado Abradozinho Tentativa de
Branca Velha Abrado assinalamento
16561  1658f  1656f 1660m 1654f  1660f  1658f  1656m  1658f  1658f  1658f 1658 1660f ~  VvC=C

1531i 1531i  1529m 1529 1529  1531i 1529i 1531i 15291  1529m 1529i 1529i 1529m vC=C
1516i - 1510m 1510 1510i 1512i 1510i 1510i 1510i  1510m 1510i 1510i 1512m vC=C
1469i 1471m  1469m  1773i 1473i 1473m  1473i 1459m 1473m  1473m 1473i 1473i 1461m O(CH2)
1452i 1448m 1450m  1450i 14500 1450m 1450m 14500 14500 14500 1448m 1450m - O(CH2/CHs)
1303m - 1305f  1305f - - 1304f 1299f 1304f - 1304f 1304f 1301f 0(CHz)
1277Tm  1272f 1274f  1275f 1275f  1275f  1275f 1272f 1275f - 1275f 1275f 1276f O(=CH)
1155i 1159m  1155m  1155i  1155i  1157i 1157i 1155i 1157i 1155i 1155i 1157i 1157i o(C-C)
1086m - 1089f 1085m 1089f  1085f  1085f 1080f 10800 - 1082f 1085f 1080f v(C-C)
1005i 1006f  1005m  1007i 1007i 1007m 1007m  1007m 1007m  1007m 1007m 1007m 1005f 0(C-CHs)

Legenda: Intensidades relativas: (i) intensa,( m) média, (f) fraca, (0) ombro
Fonte: A autora, 2018.



