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RESUMO

AMORIM, C.G. Substancias bioativas como inibidores de incrustacao
bioldgica. 2022. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Ecologia e Evolugao) — Instituto
de Biologia RobertoAlcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

Bioincrustacdo é o acumulo indesejado de organismos em superficies
artificiaissubmersas. A bioincrustacao causa grande perda econdmica, pois aumenta
0 peso das embarcacdes, dificultando a locomocéo, causa corrosao das superficies
e também é um problema ambiental, por ser um meio de introducdo de espécies
invasoras. Produtos naturais de alguns organismos marinhos tém se mostrado
promissores como agentes anti-incrustantes. Neste trabalho foi avaliado a eficiéncia
anti-incrustante de duas esponjas marinhas, Desmapsamma anchorata e lotrochota
arenosa (Demospongiae). Amostras desses organismos, coletados na Baia da llha
Grande, foram submetidas a extracdo quimica com diferentes solventes organicos.
Também foi testado o muco produzido pelas esponjas. As concentragdes naturais e
dobradas dos extratos brutose dos mucos das esponjas foram avaliadas em
bioensaios de laboratério utilizando os mexilhdes Perna perna. Apos 14 horas
aproximadamente de exposicdo aos tratamentos foi contabilizado a quantidade de
bissos fixados tanto nos tratamentos, quanto nas placas ou conchas de mexilhdes. A
guantidade de bissos totais fixadosnos dos diferentes tratamentos foram submetidos
a analise ANOVA (One Way). Os tratamentos que mostraram ser mais promissores
em laboratério foram também avaliados em bioensaio de campo, no pier do Clube
Guanabara, na Baia de Guanabara (BG), RJ. Os extratos de D. anchorata inibiram a
fixacdo dos bissos, diferente da esponja l.arenosa, que néo obteve resultado
significativo. No campo, os diferentes extratos de D. anchorata foram colocadas em
placas de Petri, e imersas naadgua da BG, e usado uma metodologia de pontos de
intersecao para o calculo da porcentagem de cobertura. Esses bioensaios ocorreram
no verao e no outono, 0s extratos da esponja D. anchorata mostraram resultado
significativo na analise de PERMANOVA apenas na estagcdo verdo. Durante o
bioensaio de campo foram encontrados sete grupos diferentes de organismos
marinhos, biofilme, alga turfo, Bugula neritina, Bugulina turbinata, Amphibalanus
amphitrite e organismos das familias Serpulidae e Spionidae. As comunidades
incrustantes do outono apresentaram maior riqueza, e indices de diversidade e
equitabilidade.

Palavras chave: Bioincrustagdo. Esponja marinha. Extracdo quimica. Analise de

comunidade. Ecologia aplicada.



ABSTRACT

AMORIM, C.G. Bioactive substances as biofouling inhibitors. 2022. 64 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ecologia e Evolugao) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2022.

Biofouling is the unwanted accumulation of organisms on submerged artificial
surfaces. Biofouling causes great economic loss, as it increases the weight of vessels,
making locomotion difficult, causes surface corrosion and is also an environmental
problem, as it is a means of introducing invasive species. Natural products from some
marine organisms have shown promise as antifouling agents. In this work, the
antifouling efficiency of two marine sponges, Desmapsamma anchorata and
lotrochota arenosa (Demospongiae) was evaluated. Samples of these organisms,
collected in Ilha Grande Bay, were subjected to chemical extraction with different
organic solvents. The mucus produced by the sponges was also tested. The natural
and doubled concentrations of raw extracts and mucus from sponges were evaluated
in laboratory bioassays using Perna perna mussels. After approximately 14 hours of
exposure to the treatments, the amount of byssal threads fixed both in the treatments
and in the plates or mussel shells was counted. The amount of total byssal threads
fixed in the different treatments were submitted to ANOVA (One Way) analysis. The
treatments that showed to be most promising in the laboratory were also evaluated in
a field bioassay, at the Clube Guanabara pier, in Guanabara Bay (BG), RJ. The
extracts of D. anchorata inhibited the fixation of the byssal threads, unlike the sponge
l.arenosa, which did not obtain a significant result. In the field, the different extracts of
D. anchorata were placed in Petri dishes, and immersed in the BG water, an
intersection point methodology was used to calculate the percentage of coverage.
These bioassays occurred in summer and autumn, extracts from the sponge D.
anchorata showed significant results in the analysis of PERMANOVA only in the
summer season. During the field bioassay, seven different groups of marine
organisms were found, biofilm, algae turf, Bugula neritina, Bugulina turbinata,
Amphibalanus amphitrite and organisms from the Serpulidae and Spionidae families.
The autumn fouling communities showed greater richness, diversity and evenness
indices.

Keywords: Biofouling. Marine sponge. Chemical extraction. Community analysis.
Applied ecology.
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INTRODUCAO

1 BIOINCRUSTACAO MARINHA

Bioincrustacdo ou incrustacdo biolégica € a acumulacdo indesejada de
microrganismos, algas e animais em superficies artificiais submersas (Yebra et al.,
2004). Séo consideradas superficies artificiais aquelas construidas pelo homem, como
plataformas de petroleo e gas, barcos, cais, dutos de 6leo e gas, navios de perfuracao,
monoboias e boias de apoio (Wahl, 1989; Creed et al., 2016). Por outro lado,
comunidade incrustante é o termo que se refere ao crescimento de organismos em
superficies naturais, por exemplo, em costfes rochosos ou até mesmo sobre outros
organismos vivos (epibiose).

A epibiose € uma interacdo entre um organismo hospedeiro (basibionte) e um
organismo incrustante (epibionte) que cresce sobre ele (Wahl, 2008). Organismos
marinhos bentdnicos sésseis sofrem constantemente a epibiose, o que pode ser
prejudicial a maioria das espécies (Ribeiro et al., 2013). Os organismos utilizam outros
organismos vivos para se fixarem, afetando a reproducdo e o crescimento do
organismo queserve de substrato (Jackson & Buss, 1975; Orth & Van Montfrans,
1984). As consequéncias ecoldgicas para 0 organismo hospedeiro e o organismo
colonizador podem ser positivas e negativas. Com isso, essa interagdo promove
diversas estratégias de defesas quimicas e fisicas para o basibionte se proteger dos
epibiontes (Harder, 2008).

O processo da bioincrustacao classico ocorre em cinco etapas (Figura 1). Tem
inicio na adsorcao de moléculas organicas e inorganicas. No segundo estagio ocorre
o transporte de células microbianas para a superficie e fixagcdo das bactérias. No
terceiro estagio, ha a consolidagédo das bactérias, através da producgéo de polimeros
formando um biofilme. A quarta etapa € a consolidacdo da micro-incrustacdo que
consiste na chegada de fungos, microalgas, diatomaceas, entre outros. Na ultima
etapa ocorre a macro-incrustacdo, com a fixacdo de invertebrados como cracas,

mexilhdes e macroalgas (Wahl, 1989; Lehaitre & Compere, 2008; Mohammed, 2015).
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Figura 1 - Etapas da bioincrustacéo.
Fonte: Adaptado de Mohammed, 2015.
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1.1 O problema da bioincrustagéo

7

A bioincrustacdo é prejudicial e tém sido uma grande preocupacdo na
industrianaval (Figura 2), levando a uma grande perda econémica ha varias
décadas. E considerado um problema para o transporte maritimo, aquacultura e
estacdes de tratamento de aguas. Pode causar perda de velocidade dos navios,
aumentar o consumo de combustivel levando a uma grande emissdo de COzq,
aumentar o peso deestruturas submersas diminuindo a flutuabilidade e facilitar a

corroséo de qualquer estrutura que sofrer incrustacéo (Yebra et al., 2004; Schultz et
al., 2011; Abioye et al., 2019).
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Figura 2 — Estruturas prejudicadas pela bioincrustacéao.

Legenda: A — Dutos de 6leo com bioincrustagdo; B e C — Cascos de embarcacdes
incrustadas.Fonte: Yebra et al., 2004; Google (acesso em julho/2022).

Outro problema relacionado a bioincrustagdo € a disseminacdo de espécies
invasoras para outros ambientes naturais. Organismos marinhos incrustantes podem
se fixar em cascos de navios, plataformas de 6leo e gas e outras estruturas moveis,
como monobdias e serem transportados para outros ambientes, invadindo e
competindo com espécies nativas (Ruiz & Carlton, 2003). Uma boa parte de espécies
invasoras ja estiveram associadas as estruturas artificiais por algum tempo ao longo
de sua vida, essas estruturas servem como trampolins ou corredores para alcancarem
outros locais (Mineur et al., 2012). Um exemplo sdo os corais invasores Tubastraea
coccinea Lesson, 1830 e Tubastraea tagusensis Wells, 1982, conhecidos como coral

sol, que chegaram ao Brasil na década de 1980, incrustados em plataformas de
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petrdleo/gas (Castro & Pires, 2001; Paula & Creed, 2004), e atualmente competem
por espaco com as espécies nativas, como o coral Mussismilia hispida (Verril, 1901)
(coral cérebro) (Creed, 2006), e estdo em plena expanséo ao longo da costa (Silva et
al., 2014).

Assim, os estudos para prevenir a bioincrustacdo sédo altamente necessarios,
tanto para evitar problemas econdémicos como a perda de velocidade dos navios, o
aumento do consumo de combustivel, que leva a uma grande emisséao de COz2, quanto
para a conservacdo do meio ambiente, evitando a bioinvasdo de organismos
incrustantes (Wang & Cao, 2016).

1.2 Prevencao da bioincrustacdo marinha

Relatos da utilizacdo de revestimentos para evitar a incrustacao iniciaram por
volta do século V a.C., quando eram utilizados os revestimentos feitos de uma mistura
de arsénio, enxofre e 6leo para evitar a incrustacdo. Porém, s6 a partir do século VIl
a.C. foram apresentados os primeiros relatérios sobre tentativas de proteger
estruturas da incrustacdo, utilizando madeira revestida de chumbo, no entanto, a
utilizacdo de chumbo aumentava a ferrugem e foi proibido posteriormente (Kiil et al.,
2007). Em 1860, o cobre comecgou a ser utilizado, associado a resina, na forma de
plastico quente. Além da tinta composta de cobre, era necesséario o uso de uma
camada de produtos anticorrosivos. Contudo, o cobre néo é tao eficiente, por ser caro
e ndo ter uma boa durabilidade (Selim et al., 2017).

Na década de 1960, a industria naval comecou a utilizar tintas com
organoestanhos. Essas tintas liberavam a substéancia tributilestanho (TBT), umbiocida
muito eficaz para a anti-incrustagéo (IMO, 2002). Porém, o TBT, apresenta umataxa de
degradacdo muito lenta no ambiente, tornando biodisponivel para espécies nao-alvo.
Um dos efeitos causados pelo TBT é um dano no sistema enddcrino, levando a um
quadro de disturbios sexuais como o0 impossex, que sdo fémeas apresentando
caracteristicas masculinas em alguns gastropodes (Oehimann et al., 1998; Sjollema
et al.,, 2014). A Organizagdo Maritima Internacional (IMO) apresentou dados

mostrando a acumulacdo de TBT em organismos marinhos, como mamiferose
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peixes (lwata et al., 1995; Kannan & Falandysz, 1997). Levando em consideracao
que a vida aquatica nos fornece mais de 70% de oxigénio, a IMO baniu globalmente
0 uso do TBT desde 2008 (IMO, 2002; Wang & Cao, 2016).

Tintas com baixa tensdo superficial, compostas de silicone ou flior, também
sao utilizadas como anti-incrustantes. Apesar de serem bons inibidores, terem boa
durabilidade e resistirem a 4gua, revestimentos a base de silicone ndo possuem boa
aderéncia ao substrato, enquanto que as resinas de fluorcarbono possuem baixa
solubilidade em solventes comuns (Coneski et al., 2013; Lin et al., 2014; Azemar et
al., 2015).

Atualmente, pesquisadores tentam encontrar formas ambientalmente
amigaveis para impedir a incrustacéo biolégica, como mimetizar a superficie de outros
organismos vivos, como a pele de tubardo (Damodaran & Murthy, 2016) e utilizando

bioativos de organismos marinhos (Qi & Ma, 2017; Da Gama et al., 2008).

1.3 Bioativos marinhos como anti-incrustantes

Organismos marinhos benténicos como poriferos, cnidarios, macroalgas e
microrganismos (bactérias e fungos marinhos) produzem substancias quimicas
(metabdlitos secundarios) capazes de impedir a epibiose (Da Gama et al., 2009).

A producdo de metabolitos secundarios contendo propriedades inibidoras de
incrustacdo é uma importante vantagem ecologica para organismos séesseis (Da
Gama et al., 2009). Os produtos naturais marinhos sdo muito promissores para o
desenvolvimento de tintas anti-incrustantes ambientalmente amigaveis, por serem de
origem natural, biodegradaveis e néo toxicos aos organismos marinhos nao-alvos
(Bhadury & Wright, 2004; Omae, 2006).

Substancias de origem marinha, pertencentes as classes dos terpenos,
esterois, alcaloides, 4cidos graxos e policetideos, ja foram identificadas com acao anti-
incrustantes (Da Gama et al., 2008; Hellio et al., 2009; Fusetani, 2011; Qian et al.,
2015). Novos éacidos graxos, chamados de omaenzalenos, isolados da alga vermelha
Laurencia sp., mostraram atividade anti-incrustante para larvas de craca da espécie

Amphibalanus amphitrite (Darwin, 1984) (Umezawa et al., 2014) (Figura 3). Outro
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exemplo sdo os diterpenos isolados da gorgdnia Dichotella gemmacea (Sun et al.,
2013) (Figura 4).

Figura 3- Acidos graxos anti-incrustantes isolados de Laurencia sp.

Fonte: Umezawa et al., 2014.

Figura 4- Diterpenos anti-incrustantes isolados de Dichotella gemmacea.
0AcQAC  OAc

Fonte: Sun et al., 2013.

Segundo Ribeiro e colaboradores (2013), algumas esponjas da Classe
Demospongiae possuem atividade anti-incrustante. A lotrochota arenosa Ritzler,
Maldonado, Piantoni & Riesgo, 2007 (Figura 5A) é encontrada no Caribe (Rutzler et
al., 2007) e no Brasil, nos estados da Bahia e Rio de Janeiro (Castello-Branco e
Menegola, 2014), ela € uma espécie com forma de crescimento incrustante e produz
um muco escuro. Além disso, essa espécie de esponja possui propriedades
antibacterianas (Quintana et al., 2015).

A Desmapsamma anchorata (Carter, 1882) (Figura 5B) é encontrada no
Atlantico Noroeste, no Golfo do México, no Caribe e no Brasil, sendo que a sua
distribuigcdo no Brasil, ocorre desde o Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro
(Hajdu et al., 2011). Essa espécie tem aspecto que varia de incrustante a ramosa,
semelhante a dedos e possui alta taxa decrescimento (Hajdu et al., 2011; Ferreira,
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2016), e também possui atividade anti- incrustante contra bissos de mexilh&o
(Ribeiro et al.,, 2013), contra o assentamento larval da craca Amphibalanus
amphitrite (Willemsen 1994), além de possuir atividade alelopatica (McLean 2006).

Figura 5- Esponjas marinhas lotrochota arenosa e Desmapsamma anchorata

Legenda: A: lotrochota arenosa, B: Desmapsamma anchorata. Fonte: Juliana Magalhéés e
Amanda Silva.

Existe uma pressao para a industria maritima investir em pesquisas de agentes
que inibam a incrustacao (Qian et al., 2015). Por isso, os estudos sobre possiveis
organismos que produzem substancias naturais com potencial anti-incrustante s&o
necessarios para acelerar a substituicdo de tintas que agridem o meio ambiente. Desta
forma, no presente estudo damos continuidade a busca de substancias naturaisde
esponjas marinhas com potencial anti-incrustante, que esta de acordo com o Objetivo
do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 14, chamado de “vida na agua” estabelecido
pela Organizacao das Nag¢des Unidas.

Este estudo avaliou o potencial anti-incrustante de duas espécies da classe
Demospongiae, lotrochota arenosa (ordem Poecilosclerida, familia lotrochotidae) e
Desmapsamma anchorata (ordem Poecilosclerida, familia Desmacididae), que além
de serem produtoras de metabdlitos secundarios, elas também sdo eficientes na
estratégia de crescimentoexcessivo, sobre as espécies invasoras de coral-sol na Baia
da Ilha Grande, BIG (Silva et al., 2017; Rodrigues 2019; Amaral 2019; Guilherme da
Silva et al., 2022).
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de extratos naturais e mucos de esponjas marinhas
(Demospongiae) da Baia de llha Grande, RJ, como anti-incrustantes, através de
estudos de defesas quimicas em bioensaios em laboratorio e em bioensaios de campo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar através de bioensaios de laboratorio, a eficiéncia de extratos brutos e dos
mucos, na concentracdo natural e o dobro da concentragcdo natural, das esponjas
marinhas Desmapsamma anchorata e lotrochota arenosa contra a fixacdo de bissos

do mexilh&o Perna perna (Linnaeus, 1758).

2. Avaliar a eficiéncia dos extratos brutos (com resultados promissores nos
bioensaios de laboratério) em inibir as comunidades incrustantes, através de

bioensaios de campo na Baia de Guanabara, RJ.

3. Avaliar o efeito temporal (verdo e outono) das atividades anti-incrustantes de
extratos brutos (diferentes polaridades) de D. anchorata, através de bioensaios de

campo na Baia de Guanabara, RJ.
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3 HIPOTESES

1. Os extratos brutos e os mucos, nas concentracdes naturais e o dobro das
concentracbes naturais, das esponjas marinhas Desmapsamma anchorata e
lotrochota arenosa irdo inibir significativamente a fixacdo de bissos produzidos pelo
mexilh&o Perna perna, comparado ao controle negativo.

2. Havera variacdo na estrutura da comunidade no processo de incrustacao sera
diferente e mais rapido durante o periodo de verdo comparado ao periodo do outono,
em ambos os periodos do ano, os extratos irdo inibir significativamente as
comunidades incrustantes quando comparadas aos controles negativos.

3. Os parametros de comunidade serdo maiores no verao por apresentarem o

processo de incrustacdo mais rapido.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de espécimes

A coleta dos organismos foi realizada através de mergulho autdnomo entre 2-5
metros de profundidade na Baia da llha Grande (BIG), Angra dos Reis- RJ. Varios
individuos da espécie de esponjas Desmapsamma anchorata foram coletados em
junho de 2017, na llha do Sabacu (23°00'26"S, 44°22'56"W), enquanto a espécie
lotrochota arenosa foi coletada na Lagoa Azul (23°5'8.541" S, 44°14'21.852" W), em
marco de 2022. Apos a coleta, os organismos foram identificados e transportados para
o laborat6rio em uma caixa térmica com gelo. As amostras foram mantidas em freezer
até a data da extracdo quimica. Para os bioensaios de laboratorio, os espécimes de
mexilhdo Perna perna foram coletados na Praia Vermelha, Urca, RJ (22°57'15.019” S,

43°9'50.501” W), e levados até o laboratério em dgua do mar com aeracao continua.

4.2 Extragdo organica

Para a extracdo das substancias organicas, as esponjas foram descongeladas,
0 excesso de agua retirado e foram limpas de epibiontes. Os organismos Umidos
foram submetidos as extracfes exaustivas. Os espécimes foram (separadamente)
embebidos em diferentes polaridades de solventes organicos até estarem totalmente
submersos e colocados em ultrassom (para promover a lise celular) durante uma hora,
dividido em trés etapas de 20 minutos. No término de cada hora, as amostras foram
filtradas no papel de filtro e as solu¢cbes resultantes foram submetidas a evaporacéo
no evaporador rotatério & vacuo para retirada dos solventes organicos e obtencéo dos
diferentes extratos brutos (EBs) (Figura 6). Esse processo foi realizado de forma
sequencial para os quatro solventes organicos de diferentes polaridades: Hexano
(Hex), Diclorometano (DCM), Acetato de etila (AcOEt) e Metanol (MeOH).
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Figura 6 - Processo de extracdo quimica

Legenda: A: Extracdo de substancias das esponjas através do uso de ultrassom, B: Filtracdo
das amostras e C: evaporacdo do solvente no evaporador rotatério. Fonte: A autora.

4.3 Bioensaio de bioincrustagcdo com mexilhdo Perna perna

O bioensaio utilizado foi adaptado de Da Gama et al. (2003) e Akuzov et al.
(2016). Os mexilhdes da espécie Perna perna, molusco incrustante de habito
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gregario e, abundante nos costdes rochosos do Rio de Janeiro, foram coletados em
mareé baixa na érea costeira rochosa da Praia Vermelha, Rio de Janeiro, RJ (22°
57' 15.019” S,43° 9'50.501” W). A coleta foi feita com auxilio de talhadeira e martelo.
Os mexilhdesutilizados foram os juvenis, com tamanhos de 3 a 5 centimetros, que
apresentavam maior atividade no inicio do experimento. Além dos mexilhdes,
também foi coletada dgua do mar, necessaria para a manutencdo dos animais em
aquario. Ao chegar ao laboratorio, os mexilhdes foram limpos, os bissos foram
cortados com tesoura e os animais foram aclimatados em aquério contendo agua
do mar, por 10 horas, sob aeracéo e temperatura constantes.

Placas de Petri de vidro foram forradas com papéis de filtro. O papel recebeu
os tratamentos (extratos brutos ou mucos), na concentracdo natural existente nos
organismos. A concentracdo natural dos extratos foi calculada através da razdo do
rendimento dos extratos pelo peso Umido dos organismos. Essa concentragao foi
multiplicada pelo peso dos papéis filtro (n=10) utilizados para cada tratamento,
obtendo-se a quantidade de extrato necessaria para ser diluido em solvente e
embeber os papéis filtro. Os bioensaios anti-incrustantes avaliaram a concentracao
natural e o dobro da concentracdo natural de cada extrato bruto. Para os mucos foram
utilizados 20 mL e 40 mL de muco.

Para controle positivo, o papel filtro foi embebido em 4 mg de sulfato de cobre
(CuSO0a4), substancia conhecida como anti-incrustante, dissolvido em metanol e
para o controle negativo os papéis foram lavados com os solventes metanol e
diclorometano, os mesmos das preparacdes dos extratos brutos.

Trés espécimes juvenis de mexilhdo foram distribuidos em cada placa, cada
tratamento foi testado em 10 réplicas, totalizando 30 mexilhdes para cada tratamento
(Figura 7). As placas foram preenchidas até a borda com agua do mar natural coletada
do mesmo ambiente que os mexilhdes foram retirados.
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Figura 7- Bioensaio de attividade anti-incrustante, em laboratério, com mexilh&o
P .perna.
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A contagem de bissos ocorreu apd6s 12 horas de exposicdo dos animais aos
tratamentos (extratos brutos e mucos). Foram contabilizados os bissos fixados no
papel filtro, na placa e em outro mexilhao.

Posteriormente, apos o término do bioensaio, os mexilhdes foram agrupados
por tratamentos, em tecido permeavel e acondicionados em aquarios contendo agua
do mar, sob aeracdo continua por 24 horas. Apos esse periodo foi realizada a
contagemdos mexilhdes mortos. A taxa de mortalidade foi calculada através da
razao quantidade de mexilhdes mortos e a quantidade de mexilhdes em cada
bioensaio (n=30) e transformado em porcentagem.

Para analisar estatisticamente a fixacdo dos bissos, foi utilizado um teste
ANOVA (One-way) com Post Hoc Dunnett no programa SPSS (IBM SPSS Statistic
25).
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4.4 Bioensaio de campo na Baia de Guanabara, RJ

Os extratos brutos promissores nos bioensaios de laboratorio descritos acima
serdo implantados em bioensaios de campo na Baia de Guanabara, RJ.

O método utilizado foi adaptado de Henrikson e Pawlik (1995). Placas de Petri

de seis (6) cm de diametro e 25 mL de volume foram coladas com massa epoxi Tubolit®
em placas de acrilico, formando blocos com cinco placas de Petri, distribuidas
aleatoriamente sobre as placas de acrilico (Figura 8). Cada tratamento (extratos

brutos de diferentes polaridades) foi misturado com Phytagel® para ser gelificado na

placa. O Phytagel® foipesado (1,085 gramas) e misturado em agua destilada (25 mL)
até desfazer todos os grumos, apds esse processo, a mistura foi esquentada no micro-
ondas aproximadamente quatro vezes de 15 segundos até se tornar liquido.

Posteriormente,cada tratamento de D. anchorata em concentracdes naturais de EB

MeOH e Hex foi misturado a solucédo de Phytagel® e despejado na placa (Figura 8).

Figura 8 — Placas preparadas com os tratamentos
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Foto: A autora, 2022.

As placas de acrilico foram penduradas com cordas de nylon, entre 1 e 2 m
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de profundidade, no pier do Clube de Regatas de Guanabara, Botafogo, RJ. A fim

de avaliar a eficiéncia anti-incrustante dos extratos naturais isolados das esponjas

marinhas, o processo de sucessao das comunidades incrustantes sobre as placas

foi monitorado semanalmente (Figura 9). O monitoramento foi realizado através da

porcentagem de cobertura, utilizando a metodologia de pontos de intersecao

equidistantes (Meese & Tomich, 1992). Foi utilizada uma folha de acetato com o

contorno de cada placa de Petri desenhado com pontos de intersecao das linhas

separados por 0,7 cm, totalizando 62 pontos, retiramos 0s pontos em torno da borda

para evitar o efeito de borda, utilizando assim, apenas 56 pontos da folha de acetato.

O acetato foi colocado sobre as placas incrustadas e os organismos que ficavam

sob cada ponto foram contabilizados e transformados em porcentagem (Figura 10).

Figura 9 - Esquema das placas de acrilico no pier.
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Legenda: Placas aleatorizadas, cada cor € um tratamento diferente.

Fonte: Ferreira-Vancgato, 2021.
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Figura 10- Metodologia de Pontos de Meese e Tomich, 1992.
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Fonte: A autora, 2022.

Para a avaliacdo estatistica, a porcentagem de cobertura da comunidade
incrustante foi transformada em raiz de quarta e avaliada através de analise
PERMANOVA, Analise de escalonamento multidimensional (MDS), SIMPER e
ANOSIM, riqueza (S), diversidade de Shannon (H’) e equitabilidade de Pielou (J’),
utilizando o programa PRIMER 6 & PERMANOVA (Clarke & Gorley, 2006).

Além disso, comparamos 0s organismos de cada tratamento de cada tempo do
verao e do outono, através do Teste T, a fim de avaliar se houve alguma diferenca
entre os tratamentos de cada estacdo. Essa analise foi realizada usando o programa
SPSS (IBM SPSS Statistic 25).

4.5 Biomassa dacomunidade incrustante

O potencial anti-incrustante também foi avaliado através do peso da
comunidade incrustante de cada tratamento. Apés o término do bioensaio de campo,
as placas foram retiradas do mar e levadas imediatamente para o laboratério, dentro
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de um saco lacrado contendo agua do mar, e resfriado num cooler contendo gelo. No

laboratério, as placas foram retiradas separadamente dos sacos plasticos e 0 excesso

de Phytagel® (parte inferior do disco de Phytagel®, sem a presenca de incrustagoes,
cerca de 0,8 cm da base) foi retirado com auxilio de um estilete, enquanto a porcéo
superior, contendo 0s organismos incrustantes foram secas em uma estufa a 50°C
até a obtencao do peso estabilizado (em torno de 15 dias). Apdés a secagem, as
comunidades incrustantes foram pesadas (peso seco). A avaliacao estatistica foi feita
através do Teste T, comparando o peso de cada tratamento de cada tempo do verao
e do outono. Essas andlises foram realizadas usando o programa SPSS (IBM
SPSSStatistic 25).
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5 RESULTADOS

5.1 Bioensaio de laboratorio com mexilhdo Perna perna

5.1.1 Esponja Desmapsamma anchorata

Ao avaliar a eficiéncia anti-incrustante de extratos de diferentes polaridades e
o muco de D. anchorata, foi possivel observar que apenas o extrato hexanico, na
concentracdo natural dobrada (Hex 2), ndo inibiu significativamente a fixacdo de
bissos do mexilhdo P. perna em comparacdo ao controle negativo. Esse tratamento,
ao contrario, induziu a fixagao de bissos de acordo com o grafico (Figura 11). Podemos
observar ainda, que apenas as concentracdes dobradas (2x a concentracdo natural)
de extratos de AcOEt, MeOH e o muco produziram menos bissos do que a
concentragdo natural.

Em relacdo a mortalidade dos mexilhdes, apds o controle positivo (com 80 %
de mortalidade), os mucos (concentracdo natural e dobrada) de D. anchorata
apresentaram maiores taxas de mortalidade comparada aos demais tratamentos
(Tabela 1).
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Figura 11 - Quantidade de bissos do mexilhdo P. perna fixados nos tratamentos
de D.anchorata. Barra de erro: erro padrao (£). n=30.
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Legenda: *Resultados significativos para inibicdo da incrustacdo comparando com controle negativo
(p<0,05), ANOVA (One-way). CN=controle negativo (apenas solvente), CP=controle positivo (4mg de
CuSO4), Muco 1=20 mL, muco 2=40 mL, Hexl= EB de hexano concentracdo natural e

2=concentracdo natural

dobrada, DCM1l=extrato de diclorometano concentracdo natural e

2=concentra¢@o natural dobrada, AcOEtl=extrato de acetato deetila em concentragdo natural e
2=concentra¢do natural dobrada, MeOHl=extrato de metanol em concentragdo natural e
2=concentracao natural dobrada.

Tabela 1- Porcentagem de mortalidade dos mexilhBes P. perna expostos aos
extratose mucos da esponja D. anchorata, durante 24 h apds bioensaio de
laboratério anti- incrustante

Tratamentos Mortalidade (%)
Controle negativo 0
Controle positivo 80
Muco 1 26,6
Muco 2 10
Metanol 1 0
Metanol 2 0
Acetato de etila 1 3,3
Acetato de etila 2 0
Hexano 1 0
Hexano 2 3,3

Diclorometano 1

Diclorometano 2

0
0
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5.1.2 Esponja lotrochota arenosa

Ao avaliar a eficiéncia anti-incrustante dos extratos brutos de diferentes
polaridades e o muco da esponja marinha l.arenosa, nenhum tratamento se mostrou
eficaz estatisticamente contra a fixacdo de bissos do mexilhdo P.perna, quando
comparados ao controle negativo. Ao analisar o grafico, podemos observar que 0s
tratamentos de Hex 1 e 2 tiveram uma tendéncia a inibir a fixacao, e por outro lado,
omuco, e 0s EBs de DCM1, AcOeT1 e 2 e MeOH1 e 2 mostraram uma tendéncia a
inducao da fixacdo de bissos (Figura 12). Além disso, nenhum tratamento, além do
controle positivo, se mostrou téxico aos mexilhées (Tabela 2).

Figura 12 - Quantidade de bissos do mexilhdo P. perna, fixados nos tratamentos de
|.arenosa, durante o bioensaio de laboratério anti-incrustante. Barra de erro: erro
padrao (£).n=30.
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Legenda: CN=controle negativo (apenas solvente), CP=controle positivo (4mg de CuSO4), Muco
1=20 mL, muco 2=40mL, Hex1= EB de hexano concentracdo natural e 2=concentra¢do natural
dobrada, DCM1=extrato de diclorometano concentra¢do natural e 2=concentracdo natural dobrada,
AcOEtl=extrato de acetato deetila em concentracdo natural e 2=concentracdo natural dobrada,
MeOH1=extrato de metanol em concentracéo natural e 2=concentrac¢éo natural dobrada.
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Tabela 2 - Porcentagem da mortalidade dos mexilhdes P. perna expostos aos
extratos e mucos da esponja l.arenosa, durante o bioensaio anti-incrustacao.

Tratamentos Mortalidade (%)
Controle negativo
Controle positivo
Muco 1
Muco 2
Hexano 1
Hexano 2
DCM 1
DCM 2
Ac.etila 1
Ac.etila 2
MeOH 1
MeOH 2

oo oooooloofo

o
o

5.2 Bioensaio de campo

As comunidades incrustantes foram analisadas em dois periodos do ano: veréo
(janeiro de 2021) e outono (final de maio até inicio de junho de 2022). Foram avaliados
em campo apenas 0s extratos que foram eficazes na inibicdo dos bissos em

laboratorio: os extratos brutos hexanico e metandlico da esponja D. anchorata.

5.2.1 Bioensaio verao

Ao analisar a comunidade incrustante crescendo sobre as placas contendo os
extratos de D. anchorata no verao, os grupos encontrados foram: biofilme, alga turfo,
poliquetas da familia Serpulidae, Spionidae, cirripédios Amphibalanus amphitrite
Darwin 1854 (exotico) e os briozoarios Bugula neritina Linnaeus, 1758 (exotico) e
Bugulina turbinata Alder, 1857 (Figura 13).
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Figura 13 - Organismos encontrados no bioensaio de campo na Baia de
Guanabara

Legenda: A: Bug phitrite, D: alga turfo, E:
Serpulidae.
Fotos: Ferreira-Vancato, 2020

Analisando os graficos de porcentagem de cobertura dos organismos
incrustantes (Figura 14), podemos observar uma diminui¢cdo acentuada do biofilme em
todos os tratamentos, a partir da segunda semana de imersdo das placas (Figuras
14A), e a substituicdo por outros organismos no decorrer do tempo, como O
surgimento de alga turfo (Figura 14B), Serpulidae (Figura 14C) e A. amphitrite (Figura
14D). A alga turfo foi ocupando mais espacos durante as semanas, enquanto a craca
A. amphitrite diminuiu sua porcentagem de cobertura da 22 para 32 semana. Na
analise estatistica de PERMANOVA main test, obtivemos resultado significativo (df=
9, pseudo F= 3,1, p (perm)= 0,001). No teste aos pares, encontramos resultado
significativo na primeira semana de imerséo, entre o controle positivo e o0 extrato

hexanico e metandlico, ambos com p(perm)=0,001. A porcentagem de cobertura das
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demais espécies incrustantes, com porcentagem de cobertura menor que 10% que
foram encontradas nas placas, e o resultado da PERMANOVA aos pares, podem

ser encontrados no anexo A e C.

Figura 14 - Média da porcentagem de cobertura dos organismos incrustantes mais
abundantes encontrados no verdo. Barra de erro: erro padréo (x). Numero de réplicas
(n=10).
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Na analise de escalonamento multidimensional (MDS) foi possivel observar
0 agrupamento das comunidades incrustantes de acordo com o tempo de
monitoramento (Figura 15). Por outro lado, ndo foi possivel identificar um

agrupamento das comunidades em relacéao aos diferentes tratamentos.
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Figura 15 —Escalonamento Multidimensional das comunidades incrustantes
durante o periodo de verao

1 2D Stress: 0,13

@)

20 dias 12 dias 5 dias

Legenda: CN: controle negativo, CP: controle positivo, MeOH: metanol, Hex: hexano.
controle negativo, ¥: controle positivo, m: MeOH, ¢: Hex

Esse resultado foi corroborado com a analise de ANOSIM, que mostrou
diferenca significativa para o fator tempo (R=0,734, p=0,001), mas néo para o fator
tratamento (R=-0,287, p=0,97). Na analise de SIMPER, houve diferenca de 49,49 %
entre as comunidades incrustantes da 12 semana e 22 semana, as espécies que mais
contribuiram para a dissimilaridade foram principalmente alga turfo (30,68%), biofilme
(18,74%) e a espécie de craca Amphibalanus amphitrite (16,93%). Ja entre a 12 e 32
semana, houve 71,22% de dissimilaridade, e os grupos que mais contribuiram para
essa diferenca foram alga turfo (34,96%) e biofilme (30,75%). Entre a 22 e 32 semana,
houve 39,44% de dissimilaridade, sendo biofilme (25,26%), Amphibalanus amphitrite
(21,26%) e alga turfo (14,59%), os grupos que mais contribuiram para essa diferenca.
Na comparacédo entre os tratamentos, a maior dissimilaridade foi observada entre o
controle negativo e o controle positivo, com 33,72% de dissimilaridade, as espécies
gue mais contribuiram para essa diferenca foram a familia Serpulidae (26,91%), a
craca Amphibalanus amphitrite (20,14%) e biofilme (16,42%). A segunda maior

dissimilaridade ocorreu entre controle positivo e hexano, com 30,87% de
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dissimilaridade, onde Serpulidae (28,20%) foi o grupo que mais contribuiu, seguido da
craca Amphibalanus amphitrite (19,93%) e biofilme (15,64%).

5.2.2 Bioensaio outono

Ao analisar o bioensaio de incrustacéo, realizado no outono, observamos que
as comunidades incrustantes que cresceram sobre as placas contendo os diferentes
extratos de D. anchorata foram os mesmos grupos de organismos observados no
verdo. Ao analisar os graficos (Figura 16), observamos que o biofilme (Figura 16A) foi
diminuindo ao longo das semanas, engquanto iSsO, um processo sucessorio foi
observado, ja que outros organismos incrustaram nas placas, como alga turfo (Figura
16B), organismos da familia Serpulidae (Figura 16C) e a craca exética A. amphitrite
(Figura 16D). Os organismos da familia Serpulidae foram dominando as placas com
o decorrer do tempo. Na analise de PERMANOVA main test o resultado néo foi
significativo, df=16, pseudo F=0,7459 e p(perm)=0,775. (Figura 16).

Figura 16 - Grupos de organismos incrustantes encontrados no bioensaiodo outono.

Barra de erro: erros padrao (£). Namero de réplicas (n=7).
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Na andlise de escalonamento multidimensional (MDS), o resultado foi 0o mesmo
que no verdo: foi possivel observar o agrupamento das comunidades incrustantes de
acordo com o tempo de monitoramento (Figura 17), mas nao foi possivel identificar

um agrupamento das comunidades em relacao aos tratamentos.

Figura 17 - Escalonamento Multidimensional das comunidades incrustantes durante

o periodo de outono

31 dias 2D Stress: 0,1

15 e 21 dias 7 dias

Legenda: A: controle negativo, ¥ : controle positivo, m: MeOH, ¢: Hex. 1= 12 semana de imerséo, 2=22
semana de imersédo, 3= 3% semana de imersao, 4= 42 semana de imersao.

Esse resultado foi corroborado com a analise de ANOSIM, que mostrou
diferenca significativa para o fator tempo (R=0,736, p=0,001) e ndo para o fator
tratamento (R=-0,238, p=0,997). Na andlise de SIMPER, a comunidade diferiu 59,55%
entre a 12 semana e 22 semana. Essa diferenca ocorreu principalmente pela presenca
de alga turfo (39,62%), Serpulidae (18,71%) e a espécie Bugulina turbinata (15,02%).
Ja entre a 12 e 32 semana, houve 71,53 % de dissimilaridade, os grupos que
contribuiram para essa diferenca foram alga turfo (23,45%), Serpulidae (21,50%),
Amphibalanus amphitrite (13,49%) e Bugula neritina (12,69%). Entre a 12 e 42 semana,
houve 76,04% de dissimilaridade, sendo Serpulidae (24,38%), alga turfo (21,91%) e

Spionidae (15,20%) os grupos que mais contribuiram para essa diferenca. A
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dissimilaridade entre a 22 e 32 semana foi de 32,41%, as espécies que mais
contribuiram para essa diferenca foram Amphibalanus amphitrite (21,30%), Bugula
neritina (18,09%), Bugulina turbinata (13,62%) e Serpulidae (13,42%). Entre a 22 e 42
semana, ocorreu 35,70% de dissimilaridade, 0os grupos que mais contribuiram para
essa diferenca foram: Amphibalanus amphitrite (20,12%), Serpulidae (17,38%),
biofilme (16,33%) e Bugulina turbinata (15%). A diferenca entre a 32 e 42 semana foi
de 26,90%, as espécies que contribuiram foram Bugula neritina (19,73%), Bugulina
turbinata (17,11%), biofilme (16,51%) e alga turfo (13,85%). Na comparacao entre 0s
tratamentos, a maior dissimilaridade ocorreu entre o controle negativo e o controle
positivo, com 22,57%. As espécies que mais contribuiram para essa diferenca foram
biofilme (24,91%), Bugulina turbinata (15,73%), Spionidae (14,40%) e alga turfo
(12,84%). Entre o controle positivo e hexano ocorreu 20,86% de dissimilaridade, os
grupos que mais contribuiram para essa diferenca foram biofilme (23,63%), Bugulina
turbinata (16,56%), Spionidae (15,26%) e alga turfo (14,74%).

5.2.3 Comparacdo temporal (verdo x outono) dos bioensaios de incrustacao

Ao comparar as comunidades incrustantes crescendo sobre os diferentes
tratamentos no periodo de verdo e outono, verificamos uma diferenca no tempo de
crescimento dos organismos, visto que no outono as placas ficaram uma semana a
maisimersas (quatro semanas de imerséo), enquanto que no verao, ja na terceira
semana de imerséo, as placas ja estavam totalmente incrustadas e foram retiradas da
agua.

Foi observado que houve diferencga significativa no crescimento de biofilme.
Quando comparamos a porcentagem de cobertura média da incrustacéo de biofilme
nas diferentes épocas do ano, no verao e no outono, do mesmo tratamento, atraves
da andlise estatistica de Teste T, obtivemos resultado significativo ha comparacao
entre a 32 semana do controle negativo do verdo com a 32 semana do controle
negativo do outono (p=0,05) e entre os tratamentos de extrato metandlico (p=0,029)da

mesma semana de imersao (Figura 18).
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Figura 18 - Média da porcentagem de cobertura de biofilme verdo (n=10) x outono
(n=7). Barra de erro: erro padréao ().
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Com a alga turfo, obtivemos resultado significativo na 22 semana com extrato
hexénico do verdo comparado com outono (p=0,012), na 32 semana com controle

negativo (p=0,042), controle positivo (p=0,014) e com metanol (p=0,005) (Figura 19).



Figura 19 - Média da porcentagem de cobertura alga turfo verao (n=10)x outono

(n=7). Barra de erro: erro padrao ().

80

60

40

20

Meédia da % de cobertura

ALGA TURFO

* *

=
(&)

o T x|/Z2 o T x/Z o T Xx|Z
QO % |0 ©O % £ |0 O % < | ©
= = =
12 semana 2% semana 3? semana

Everao Eoutono

o
&

MeOH

42 semana

Hex

44

Para os organismos incrustantes da familia Serpulidae foi encontrado resultado

significativo na 12 semana com controle negativo (p= 0,002), com MeOH (p=0,004) e

com Hex (p=0,000). Ja na 22 semana, os resultados significativos foram no controle

negativo (p=0,000), com metanol (p=0,004) e com hexano (p=0,000) (Figura 20).
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Figura 20 — Média da porcentagem de cobertura de Serpulidae verao (n=10) x
outono (n=7). Barra de erro: erro padrao ().
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Legenda: *: resultados significativos

Para a espécie de craca Amphibalanus amphitrite foi encontrado resultado
significativo na 12 semana de imersdo no controle positivo (p= 0,012) e com extrato
hexanico (p=0,003). Na 22 semana, todos os tratamentos obtiveram resultado
significativo, controle negativo (p= 0,010), controle positivo (p= 0,002), MeOH (p=
0,001) e Hex (p=0,015). Na 32 semana, apenas o extrato metanaglico obteve resultado
significativo (p=0,001) (Figura 21).
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Figura 21 - Média da porcentagem de cobertura de Amphibalanusamphitrite verdo
(n=10) x outono (n=7). Barra de erro (x): erro padrao.
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Legenda: *: resultados significativos

Os organismos das espécies de briozoarios B. neritina, B.turbinata e da familia
Spionidae apresentaram baixa cobertura nas placas ao longo do tempo. Os resultados

estatisticos desses organismos se encontram no anexo D.

5.2.4 Biomassa

Quando comparamos temporalmente (verdo x outono) o acumulo de biomassa
das placas, de todos os tratamentos dos bioensaios de incrustacdo de campo,
observamos diferenca significativa entre eles no Teste T (Tabela 3). Ao observar o
grafico, podemos ver que todos os tratamentos no verao tiveram peso maior, mesmo

ficando imerso uma semana a menos que 0s tratamentos no outono (Figura 22).
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Tabela 3 - Valor de p na comparacdo do peso da biomassa entre 0s mesmos
tratamentos dos bioensaios anti-incrustantes no campo, durante o periodo de verao
(n=10) e outono (n=7)

Tratamentos Valor de p
CN 0,000
CP 0,001
MeOH 0,000
Hex 0,000

Figura 22 - Média do peso seco (g) comparando verdo x outono. Barra de erro: erro

padrao (+). Verdo (n=10), outono (n=7).
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Legenda: *: resultados significativos

5.2.5 Rigqueza, indice de Diversidade de Shannon (H’) e Pielou (J') comparando

verao x outono

Comparando a riqueza obtida no bioensaio do ultimo tempo do verdo com a
riqueza obtida no bioensaio do ultimo tempo do outono, concluimos que o outono
apresentou a maior riqueza, isso aconteceu pela auséncia de biofilme e Spionidae na

ultima semana do verdo (Tabela 4).
O indice de Diversidade de Shannon, mostrou que a comunidade do outono foi



a mais diversa (Tabela 4).

Ja o indice de Pielou também mostrou o quanto a comunidade é uniforme, Ao
observar o grafico, concluimos que estacdo do outono possui maior equitabilidade

(uniformidade ou homogeneidade, da distribuicdo de abundancia de espécies em uma

comunidade) (Tabela 4).

Tabela 4 - Dados de riqueza, indice de diversidade de Shannon (H’) e Indice de
Pielou (J’) da ultima semana de imerséao verao (32 semana) e outono (42 semana).

VERAO Riqueza H’ J’
CN 5 0,87 0,54
CP 6 1,09 0,61
MeOH 5 0,78 0,48
Hex 6 0,88 0,49
OUTONO Riqueza H’ J
CN 7 1,53 0,79
CP 7 1,60 0,82
MeOH 7 1,58 0,81
Hex 7 1,59 0,82
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, os extratos brutos da esponja D. anchorata se mostraram
eficazes contra a fixacdo de bissos do mexilhdo P.perna. A inibicdo da producéo de
bissos foi observada em tratamentos com extratos brutos de diferentes polaridades de
solventes, mostrando que podemos encontrar produtos naturais anti-incrustantes em
diferentes polaridades. Além disso, apenas 0s extratos na concentracdo dobrada de
Hexano e de Diclorometano ndo mostraram uma menor fixacao de bissos nas placas,
quando comparados as concentragfes naturais. Em Ribeiro e colaboradores (2014)
foi observado resultado ndo significativo para a mesma esponja e bioensaio
semelhante, porém com extrato de acetona. Outro estudo com esponja marinha, como
a calcaria Paraleucilla magna também mostrou que o extrato etandlico teve um
resultado significativo contra fixacdo de bissos da espécie de mexilhdo, Mytilus
galloprovincialis (Longo et al., 2021). Um estudo (WILLEMSEN, 1994) com extrato
combinado de MeOH/H20 da D. anchorata, comparando duas concentragdes (0,01 e
0,1 mg.ml1), contra a fixagcéo da larva de craca Amphibalanus amphitrite, mostrou que
apenas a concentracdo maior apresentou inibicdo do assentamento larval.

O muco de D. anchorata também se mostrou eficaz contra a fixacdo de bissos
do mexilhdo P. perna, diferente do muco da esponja |I. Arenosa, que nao obteve
resultado significativo. Segundo Dyrynda (1986), o muco é uma defesa contra a
epibiose, especialmente na inibicdo de assentamento larval. As larvas do briozoario
do género Bugula ndo fixaram na esponja do género Myxilla (Classe Demospongiae),
por entrarem em contato com o muco superficial. Outros estudos sobre muco
produzidos por esponjas marinhas coletadas em Arraial do Cabo, RJ (Polymastia
janeirensis, Pseudaxinella lunaecharta e Amphimedon viridis) demonstraram que elas
podem conter substancias antibacterianas contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas (Muricy et al., 1993).

Os extratos brutos (Hex, DCM, AcOEt e MeOH) e o muco de |. arenosa néo
apresentaram resultados significativos contra a fixacdo de bissos do mexilhdo P.
perna. Resultado diferente foi observado por Quintana e colaboradores (2015), onde
0 extrato de diclorometano:metanol (1:1) dessa esponja mostrou atividade

antibacteriana contra bactérias Gram-negativa Pseudomonas putida e Escherichia
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coli; além disso, nesse mesmo estudo, 0s autores mostraram que o extrato bruto da |.
arenosa nao foi inibidor de quorum sensing (comunicacdo bacteriana durante a
formacdao do biofilme).

Neste estudo encontramos organismos de diferentes grupos nas placas dos
bioensaios de campo, como organismos incrustantes de poliquetas, das familias
Serpulidae e Spionidae, a espécie de craca exotica Amphibalanus amphitrite, a
espécie exodtica de briozoario Bugula neritina, esses organismos também foram
encontrados em outros pontos da Baia de Guanabara, como na Praia da Urca, local
proximo ao Clube Guanabara (Breves-Ramos et al., 2005). Em um bioensaio de
campo em La Paz, no Golfo da Califérnia, também foi encontrado espécies
incrustantes de algas, poliquetas, cracas e briozoarios (Sanchez-Lozano et al., 2019),
assim como nesse estudo.

Como ja mencionado acima, 0s extratos brutos de |. arenosa nédo apresentaram
inibicdo da fixacdo de bissos de mexilhdo, porém, por outro lado, os extratos de D.
anchorata se mostraram significativos tanto nos testes de laboratério quanto nos
bioensaios de campo. Entretanto, ndo houve resultado significativo na PERMANOVA
global, mas as analises estatisticas aos pares mostraram diferenca significativa na 12
semana de imersdo entre controle positivo e extrato metandlico; e entre o controle
positivo e o extrato hexénico. Segundo Puentes e colaboradores (2014), as tintas com
extrato bruto de diclorometano:metanol (1:1) de esponjas da mesma classe,
Demospongiae (Agelas tubulata, Neopetrosia proxima, Oceanapia peltata e Aplysina
lacunosa), apresentaram atividades anti-incrustantes durante 45 dias de campo.
Bioensaios contra o assentamento de bactérias incrustantes mostraram que o extrato
metanol:acetona da esponja lotrochota baculifera ndo apresentou atividade anti-
incrustante contra bactérias Bacillus cereus, B. pumilus, B. megaterium,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Pseudomonas chlororaphis, P. putida e P.
aeruginosa. Porém, nesse mesmo estudo, esta esponja apresentou atividade anti-
incrustante contra a fixagcéo das larvas da craca Amphibalanus amphitrite (Limna Mol
etal., 2010).

Os extratos hexanico e metandlico da esponja D. anchorata inibiram a
incrustacdo de alguns organismos incrustantes, quando comparados aos controles
positivos. Resultado de campo semelhante foi encontrado em Sanchez-Lozano e
colaboradores (2019), onde obtiveram resultados significativos anti-incrustantes do
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extrato de diclorometano da macroalga Sargassum horridum e do extrato de
acetona:metanol (1:1) da esponja Haliclona caerulea, apresentando porcentagem de
cobertura de organismos incrustantes apenas de 52,7% e 60,1%, respectivamente.

Neste estudo, ndo observamos diferenca temporal significativa entre as
comunidades incrustantes do verao e outono. Obtivemos resultados significativos em
apenas alguns tratamentos para organismos incrustantes, como para biofilme, para a
craca A. amphitrite, e para os organismos da familia Serpulidae. Segundo Puga e
colaboradores (2019), em estudos sazonais de campo na Baia de Guanabara, houve
resultado significativo na analise de PERMANOVA, porém, segundo os autores, 0
estudo também néo revelou um forte padrdo de sazonalidade, visto que na andlise
aos pares soO apresentou resultado significativo em algumas estacdes, mas, ndo houve
resultado significativo entre verdo e outono.

A craca A. amphitrite mostrou diferenca significativa, principalmente na 22
semana de imersao, em todos os tratamentos, quando comparado o0 verao com
outono. Resultado semelhante foi encontrado em Puga e colaboradores (2019), onde
a mesma espécie de craca também revelou diferenca sazonal entre todas as estacoes
do ano, durante sete anos de estudo na Baia de Guanabara.

As espécies encontradas de briozoario Bugula neritina e craca Amphibalanus
amphitrite foram introduzidas no Brasil (Miranda et al., 2018; Puga et al., 2019), e sédo
comuns em ambientes artificiais como portos e marinas. Porém, elas apresentaram
menos de 10% da porcentagem de cobertura nas placas, nas duas estacdes do ano
estudadas. Segundo Puga e colaboradores (2019), a craca A. amphitrite foi
considerada uma das cinco espécies mais abundantes encontrada ao longo dos sete
anos de estudo na Praia de Boa Viagem (Baia de Guanabara, RJ).

Ao analisar os graficos da biomassa, podemos observar que a biomassa do
verdo foi maior do que a do inverno em todos os tratamentos, além de apresentar
resultado estatistico significativo quando comparado cada tratamento entre as
estacdes. Ja que as altas taxas de crescimento dos organismos no verdo esta ligada
a época de maior produtividade primaria nas aguas da baia, as espécies podem
crescer mais rapido por capitalizar os recursos alimentares disponiveis (McCarthy et
al., 2007; Lord, 2017). Além disso, segundo Santos (2015) a Baia de Guanabara foi
considerada eutrofizada, principalmente o0s locais mais proximos as areas

urbanizadas, devido ao desenvolvimento urbano, econdmico e industrial no entorno.
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Todos os dados aqui compartilhados estdo de acordo com o Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel 14- “Vida na agua”. Sdo 17 ODSs com propostas da
ONU para alcancarmos até 2030. A ODS 14 busca “Conservacgao e uso sustentavel
dos oceanos, dos mares e dos recursos marinhos para o0 desenvolvimento
sustentavel”’, este trabalho busca solucionar um problema econdmico-ambiental
marinho, onde a descoberta de organismos com potencial anti-incrustante, pode
auxiliar na reducdo da disseminacdo de espécies invasoras, conseguir utilizar
substancias naturais biodegradaveis nas tintas anti-incrustantes e auxiliar com a
diminuicdo de custos e reducao de emissao de combustiveis, que uma embarcacao

muito incrustada utiliza para conseguir se locomover.
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CONCLUSAO

Os extratos brutos e o muco da esponja D. anchorata se mostraram
significativos contra a fixacdo do mexilhdo P. perna, corroborando a hipotese
1.

Refutando a hipotese 1, os extratos brutos e muco da esponja |. arenosa nao
foram significativos contra a fixagcdo do mexilhdo P. perna.

Alguns tratamentos com concentracdo dobrada de D. anchorata (muco e
extrato bruto hexanico) e de I. arenosa (muco e extrato bruto de acetato de
etila), induziram a fixacdo de bissos em relacdo a concentracdo natural,
refutando a hipétese 2.

Houve diferenca significativa na analise de PERMANOVA entre o0s
tratamentos no bioensaio de campo do verao, corroborando a hipotese 3, e
na comparacgaoaos pares, mostrou que essa diferenca ocorreu na 12 semana
de imerséo.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos no bioensaio de
campo do outono, refutando a hipétese 3.

No bioensaio que ocorreu no verao, o processo de incrustagdo ocorreu mais
rapido, ficando imerso uma semana a menos que no outono. O peso da
biomassaseca foi maior do que no outono e apresentou diferenca significativa
quando comparados verdo e outono, corroborando a hipotese 3.

Os parametros de comunidade foram maiores no outono, refutando a
hipétese 4.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e Analisar o perfil quimico dos extratos brutos eficazes contra a incrustagéo
bioldgica;

e Testar os extratos ativos contra espécies invasoras do coral-sol;.

e Testar os extratos ativos com tintas navais e testar em campo;.

e Tentar isolar as susbtancias bioativas desses extratos.
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ANEXO A - Média das porcentagens de cobertura do verao e erros padréo ().

61

Tratamentos Tempo de Biofilme Algaturfo Bugula Bugulina Spionidae Serpulidae A. amphitrite
imersao neritina turbinata
Controle 5 dias 53,93 (#9,52) - 1,68(x0,68) - 0,44 (0,29) 18,42 (+3,80) 1,01 (x0,49)
negativo 12 dias 12,92 (+3,74) 30 (£7,29) 3,03 (0,93) 1,79 (¥1,55) 1,01 (+0,68) 44,04 (+6,04) 7,19 (1,90)
20dias = - 63,42 (+5,93) 0,56 (0,29) 4,07 (x2,14) - 30,36 (£5,17) 1,57 (x0,97)
Controle 5 dias 68,65 (+8,07) 0,33 (20,29) 0,56 (£0,33) 3,14 (x0,86)
positivo 12 dias 26,40 (+4,75) 34,71 (£10,50) 2,35 (+0,68) 1,34 (x0,70) 2,24 (+1,05) 9,43 (+1,91) 23,48 (+4,81)
20 dias 0,89 (+0,53) 60,30 (£6,52) 0,56 (+0,39) 5,43 (+1,94) 24,15 (+4,53) 8,65 (£6,84)
Metanol 5 dias 64,04 (+8,48) 0,89 (x0,42) 6,62 (+1,40) 0,11 (+0,09)
12 dias 22,47 (+5,48) 37,86 (£7,57) 1,57 (x0,41) 3,70 (£2,13) 0,22 (x0,19) 23,03 (£3,95) 11,12 (+1,95)
20 dias 72,73 (16,31) 0,56 (0,33) 5,42 (£3,21) 20,49 (+4,06) 0,78 (+0,58)
Hexano 5 dias 56,06 (+9,32) 0,56 (£0,39) 0,11 (+0,09) 12,58 (+1,83) 1,23 (£0,26)
12 dias 17,30 (x7,44) 24,83 (+6,63) 2,24 (+0,70) 0,33 (£0,29) 1,12 (+0,70) 43,48 (£5,87) 10,67 (£3,08)
20 dias 0,22 (+0,19) 64,86 (£6,75) 1,05 (0,55) 1,01 (0,46) 28,68 (6,56) 4,15 (+1,76)




ANEXO B - Porcentagem de cobertura e erro padrao () do outono
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Tratamentos Tempo de Biofilme Alga turfo Bugula Bugulina Spionidae Serpulidae Amphibalanus

imerséo neritina turbinata amphitrite
Controle 7 dias 64,03 (+6,48) 0,25 (0,14)
negativo 15 dias 39,54 (+6,85) 51,02 (+6,11) 0,25 (£0,14) 2,80 (x0,78) 2,04 (+0,34) 4,33 (x0,57)

21 dias 18,11 (4,14) 37,5 (¢5,42) 6,37 (£1,37) 3,06 (£0,89) 6,63 (£0,99) 21,17 (+2,21) 7,14 (£2,34)

3l dias 11,98 (+4,32) 30,61 (+4,91) 1,53 (x0,85) 4,59 (£2,11) 5,10 (+0,82) 39,03 (+3,41) 7,14 (+1,98)
Controle 7 dias 53,86 (+7,19)
positivo 15 dias 43,75 (£7,36) 47,02 (+5,86) 0,29 (x0,16) 3,57 (£0,68) 1,19 (x0,33) 4,16 (+1,76)

21 dias 19,34 (x4,33) 25,59 (5,34) 3,86 (£1,27) 7,14 (+1,65) 2,67 (£0,42) 22,61 (+4,43) 8,03 (+0,88)

3ldias 12,5 (£3,75) 34,22 (+6,89) 0,29 (£0,16) 7,73 (4,16) 9,52 (+0,80) 29,16 (+4,22) 6,54 (+1,38)
Metanol 7 dias 69,38 (+5,36) -

15 dias 32,65 (+6,62) 56,12 (5,76) 1,02 (x0,36) 1,78 (x0,37) 3,06 (+1,06) 5,35 (0,61)

21 dias 25,25 (+4,94) 35,45 (+4,61) 9,69 (+1,73) 1,02 (+0,36) 3,31 (x0,63) 19,13 (2,87) 6,12 (+0,68)

3l dias 17,34 (£3,23) 32,65 (+4,90) 2,04 (+0,82) 5,61 (£2,49) 7,14 (+0,81) 31,63 (+4,43) 3,57 (+0,53)
Hexano 7 dias 74,10 (£5,45) 0,29 (0,16) -

15 dias 24,10 (5,84) 61,01 (+5,54) 0,29 (£0,16) 3,57 (£0,63) 4,46 (£1,31) 6,54 (£0,71)

21 dias 19,34 (4,46) 44,34 (£5,74) 7,14 (£1,54) 1,48 (+0,54) 3,86 (£0,60) 19,64 (£1,43) 4,16 (+0,76)

3ldias 11,90 (x0,73) 27,67 (£5,48) 0,89 (+0,5) 7,14 (£2,96) 8,03 (+0,99) 37,79 (x3,70) 6,54 (+1,30)




ANEXO C - Valor de p das PERMANOVAS AOS PARES verédo e outono

Tratamentos Tempo de P(perm) Tratamentos Tempo de P(perm)
(Veréo) Imersé&o (Outono) imerséo
CNx CP 0,001 * CNx CP 0,658
CN x MeOH 0,313 CN x MeOH 0,667
CN x Hex 5 dias 0,381 CN x Hex 7 dias 0,658
CP x MeOH 0,001 * CP x MeOH 0,341
CP x Hex 0,001 * CP x Hex 0,151
MeOH x Hex 0,051 * MeOH x Hex 0,64
CNx CP 0,081 CNx CP 0,639
CN x MeOH 0,542 CN x MeOH Negativo
CN x Hex 12 dias Negativo CN x Hex 15 dias 0,603
CP x MeOH 0,322 CP x MeOH 0,24
CP x Hex 0,1 CP x Hex 0,117
MeOH x Hex 0,752 MeOH x Hex 0,731
CNx CP 0,884 CNx CP 0,073
CN x MeOH 0,459 CN x MeOH 0,228
CN x Hex 20 dias 0,607 CN x Hex 21 dias 0,624
CP x MeOH 0,64 CP x MeOH 0,145
CP x Hex 0,874 CP x Hex 0,204
MeOH x Hex 0,648 MeOH x Hex 0,875
CNx CP 0,797
CN x MeOH 0,564
CN x Hex 31 dias 0,882
CP x MeOH 0,891
CP x Hex 0,907
MeOH x Hex 0,772

com o tempo

Legenda: * valores significativos no teste aos pares na PERMANOVA, tratamento alinhado
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ANEXO D - Teste T para comparar tratamentos do verdo x outono
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Organismos Tempo de Tratamentos Valor de p Tratamentos Valor de p Tratamentos Valor de p Tratamentos Valor de p
imerséo
Biofilme 12 semana CN 0,549 CP 0,360 MeOH 0,885 Hex 0,276
22 semana 0,077 0,180 0,467 0,628
32semana 0,050* 0,063 0,029* 0,062*
Algaturfo 12 semana CN CP MeOH Hex
22 semana 0,143 0,456 0,198 0,012*
32semana 0,042* 0,014* 0,005* 0,144
Bugula 12 semana CN 0,062 CP 0,458 MeOH 0,195 Hex 0,358
neritina 22semana 0,032* 0,033* 0,497 0,097
32 semana 0,056 0,210 0,025* 0,078
Bugulina 12 semana CN CP MeOH Hex
turbinata 22 semana 0,687 0,138 0,536 0,005*
32semana 0,784 0,642 0,343 0,647
Spionidae 12 semana CN 0,682 CP MeOH Hex 0,502
28semana 0,356 0,534 0,187 0,129
32 semana 0,010* 0,017* 0,026* 0,015*
Serpulidae 12 semana CN 0,002* CP 0,177 MeOH 0,004* Hex 0,000*
22 semana 0,000* 0,182 0,004* 0,000*
38semana 0,273 0,878 0,878 0,293
Amphibalanus 12 semana CN 0,108 CP 0,012* MeOH 0,396 Hex 0,003*
amphitrite 22 semana 0,010* 0,002* 0,001* 0,015*
32semana 0,240 0,954 0,001* 0,997

Legenda: * valores significativos no Teste T. CN: controle negativo, CP: controle positivo, MeOH: metanol, Hex: hexano.



