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Resumo

Os efeitos das mudancas climaticas podem ser observados através de seus impactos na
estrutura dos ecossistemas e em seus servicos naturais e socioeconémicos. Os eventos de ondas
de calor marinha séo exemplos desses impactos, onde 0 aumento da temperatura da dgua afeta a
distribuicdo dos organismos, sua interacdo com o ambiente e suas taxas metabdlicas. A influéncia
da temperatura nas interag@es trdficas entre herbivoros e produtores primarios foi amplamente
documentada, evidenciado a diferenga destes impactos em cada organismo. Este estudo avaliou
0 comportamento alimentar do ourigo-do-mar Lytechinus variegatus e sua suscetibilidade a um
evento de onda de calor marinha. Um estudo piloto foi capaz de determinar a influéncia da
temperatura ambiente nas taxas de consumo dos organismos e identificar a faixa de temperatura
de 24-32 °C como uma simulagdo de onda de calor adequada. O aumento da temperatura foi
seguido por um aumento significativo nas taxas de consumo, e a realizagdo de uma fase de jejum
ndo mostrou influéncia no comportamento alimentar de L. variegatus. Em um estudo da
palatabilidade de algas, fragmentos de talos vivos foram utilizados como alimento e a preferéncia
alimentar por Ulva sp. foi identificada, seguido por Sargassum vulgare e Osmundaria obtusiloba,
respectivamente. No estudo principal, as taxas de consumo de L. variegatus para as diferentes
espécies de algas foram determinadas em diferentes cenérios de aquecimento. Algas e 0s ourigos-
do-mar foram aclimatados a diferentes niveis de temperatura simulando ondas de aquecimento
marinhas e posteriormente combinados em trés diferentes cenarios para inferir sobre os impactos
do aquecimento em cada organismo. O aumento da mortalidade de O. obtusiloba e Ulva sp., assim
como a disseminacdo de parasitas em Sargassum vulgare nas temperaturas mais altas sugerem
mudancas metabdlicas e diferentes niveis de tolerancia térmica entre as espécies. As taxas de
consumo de L. variegatus foram influenciadas pelo aumento da temperatura, assim como a
mudanga em sua preferéncia alimentar por S. vulgare. O resultado encontrado pode estar
relacionado as respostas fisioldgicas observadas nas estruturas morfoldgicas das algas e em seu
teor de polifendis, uma vez que S. vulgare apresentou reducdo de suas concentracdes destes
metabdlitos quando expostos a estresse térmico agudo. A interacdo alterada entre herbivoros e
produtores primarios pode afetar a estrutura do ecossistema. Entretanto, estudos adicionais sao

necessarios para compreender melhor as dimensdes temporais destes impactos.

Palavras-chave: Ondas de calor; ouricos-do-mar; estresse térmico; herbivoria;
macroalgas marinhas

Vi



Abstract

The effects of climatic changes can be observed through their impact on ecosystems and
the natural and socioeconomic services they provide. Marine heat waves are examples of these
impacts, where the seawater temperature rise affects the distribution of organisms, their
interaction with the environment and even their metabolic rates. The influence of temperature on
trophic interactions between herbivores and primary producers has been widely reported,
highlighting the difference in impacts on each species. This study assessed the feeding behavior
of the sea urchin Lytechinus variegatus and its susceptibility to a marine heat wave. A pilot study
determined the temperature range between 24-32°C as an appropriate heat wave simulation. The
temperature increase was followed by a significant increase in consumption rates, and a fasting
phase did not influence L. variegatus feeding behavior. In a study of seaweed palatability, live
thalli pieces were offered and a preference for Ulva sp. was identified, followed by Sargassum
vulgare and Osmundaria obtusiloba, respectively. In the main study consumption rates for the
different seaweed species were determined in three different warming scenaria in order to infer
on the warming impacts on each organism. The mortality increase in O. obtusiloba, as well as the
parasite increase under the highest temperatures suggest metabolic changes and distinct thermal
tolerance limits between species. The results may be related to the physiological responses
observed through morphology structures of the seaweeds and their polyphenolic concentration,
since S. vulgare exhibited a reduction in polyphenols in response to acute thermal stress. The
shifted interaction between herbivores and primary producers may affect ecosystem structure.
However, additional studies are needed to better understand the temporal dimension of these

impacts.
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1. Introducéao

1.1 Mudangcas climéticas

O desenvolvimento das sociedades humanas sempre esteve intimamente
relacionado a gestdo dos componentes vivos e dos sistemas naturais encontrados na Terra
(Pecl et al., 2017). Os limites de distribuicdo geografica destes componentes sdo
dindmicos e flutuam ao longo do tempo. Entretanto as mudangas climaticas estdo
impulsionando a redistribuicdo de espécies e ja estdo diretamente relacionadas a alteragdo
da estrutura de comunidades e ecossistemas em muitas regifes do planeta, levando a
extincGes sem precedentes, perdas de biodiversidade, comunidades e habitats ao redor do
mundo (Parmesan & Yohe, 2003; Rosenzweig et al., 2008; Poloczanska et al., 2013).

Eventos causados pelas mudangas climaticas moldam a estrutura dos sistemas
bioldgicos terrestres e aquaticos, afetando suas funcbes biogeoquimicas e impactando
servigos ecossistémicos naturais e socioecondmicos (Frolicher & Laufkétter, 2018). Os
efeitos das mudancas climaticas nos sistemas fisicos incluem reducdo das geleiras,
derretimento do permafrost, alteracdo da duracdo das estacdes e do regime de chuvas,
erosdo costeira e aumento da estratificacdo térmica de ambientes aquaticos (Rosenzweig
etal., 2008). No ambiente marinho, as respostas as mudancas climaticas incluem aumento
do nivel do mar, alteracGes das correntes de circulacdo oceénica, da produtividade,
distribuicdo de nutrientes e do funcionamento dos ecossistemas, assim como da
distribuicdo das espécies (Chen et al., 2011, Smith et al., 2011).

O aumento da emissdo de gases do efeito estufa desde o inicio da Revolugédo
Industrial € um exemplo dos impactos do desenvolvimento humano no ambiente e sua
contribuicdo para as mudangas climéaticas. A concentracdo de didxido de carbono
atmosférico (pCOz) influenciou diretamente o aumento das temperaturas globais, que
ocorreu de forma lenta e com grandes flutuacdes até 1975, seguido por um aquecimento
continuo a uma taxa de aproximadamente 0,2 °C por década, que pode ser observado ao
longo de uma ampla distribuicdo geografica (Hansen et al, 2006). A maior parte dessa
energia adicional gerada no ambiente é absorvida pelos oceanos, levando ao aumento da
temperatura superficial do mar em aproximadamente 0,76 °C no século passado, uma
taxa de aquecimento inédita para os ultimos mil anos (Leung et al., 2017). O aumento nos

niveis de didxido de carbono (CO2) atmosférico intensificou sua absorc¢ao pelos oceanos,
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acarretando mudancas na quimica dos carbonatos da dgua do mar e levando a acidificacdo
(Rosenzweig, 2008, Kroeker et al., 2010).

A acidificagdo dos oceanos é um processo que ocorre gradativamente e tem
profunda influéncia sobre as estruturas e fungdes dos ecossistemas marinhos. O CO>
dissolvido interage com a agua do mar e é convertido em acido carbdnico (H2COs), que
entdo se dissocia em bicarbonatos (HCO3"), carbonatos (COs%") e fons de hidrogénio (H™),
resultando em uma diminuicdo correspondente no pH oceanico e saturagdo de carbonato
de calcio (CaCOs) no ambiente (Orr et al., 2005). Essas mudancas na quimica dos oceanos
tém o potencial de impactar direta e indiretamente organismos, influenciando processos
fisiologicos e alterando as taxas de calcificacdo. Um exemplo dos impactos em
organismos calcificadores foi observado por Emerson et al. (2017), que documentaram a
regeneracdo de espinhos em ouricos-do-mar da espécie Lytechinus variegatus e
encontraram menor integridade estrutural, espessamento e forca nos espinhos formados
por individuos expostos a tratamentos com altas concentra¢@es de COx.

Outra possivel consequéncia das mudancas climaticas € o surgimento de eventos
naturais extremos. Jentsch et al. (2007) sugerem que serdo esses eventos, e ndo as
tendéncias climaticas de longo prazo, que levardo a mudancas mais significativas nas
estruturas dos ecossistemas devido a seus efeitos instantaneos e catastroficos. Entre os
eventos climaticos extremos observados no ambiente marinho, podemaos citar as ondas de
calor marinhas. Ondas de calor marinhas sdo definidas como periodos prolongados de
temperaturas anormalmente altas da superficie do mar com duracdo de pelo menos cinco
dias, podendo durar meses e atingir areas de milhares de quilémetros quadrados (Hobday
et al., 2015, Hobday et al., 2018). Esses eventos sdo caracterizados por um padrdo no
qual a 4gua aquecida é movida para a costa por uma circulacdo oceanica incomum e as
temperaturas elevadas podem ser observadas no ambiente terrestre de acordo com 0s
ventos (Schlegel et al., 2017). A ocorréncia de ondas de calor marinhas depende da
duracdo e intensidade de um evento térmico, e a frequéncia de tais eventos pode ser
estimada por modelagem (Scannell et al., 2016). A onda de calor mais longa e intensa ja
documentada ocorreu no mar da Tasmania em 2015, com duragdo de 251 dias e causou
grande mortalidade de moluscos, além de um surto de patdégenos em areas de maricultura
(Oliver et al., 2017). Observacdes e simulacfes de satélite mostraram que as ondas de
calor marinhas ocorrem com frequéncia mais alta, duracdo prolongada e maior extensédo

sob a influéncia das mudancas climéticas globais (Schlegel et al., 2017, Frélicher et al.,
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2018). No periodo de 1925 a 2016, a ocorréncia de ondas de calor aumentou em mais de
30% e a duracéo dos eventos em 17% (Oliver et al., 2018). E de se esperar que esses
fendmenos assumam propor¢des maiores no curso do aquecimento global dos oceanos e
sejam intensificados por uma crescente influéncia antropogénica.

Respostas ecoldgicas a ondas de calor marinhas foram observadas em uma
variedade de processos, escalas, taxons e regifes geograficas (Smale et al., 2019). O
aumento da exposic¢do dos ecossistemas marinhos a temperaturas extremas pode levar a
perda de habitats como bancos de algas (Thomson et al., 2015), recifes de corais (Hughes
et al., 2019) e florestas de kelp (Wernberg et al., 2016; Thomsen et al., 2019). O
aquecimento da agua afeta ndo apenas a disponibilidade de recursos e alimentos, mas
também o ciclo de nutrientes, o sequestro e armazenamento de carbono, a estabilidade do
ecossistema e a estrutura do habitat (Wernberg et al., 2012). Os impactos das ondas de
calor na composicdo dos ecossistemas de ambientes temperados foram descritos por
Wernberg et al. (2016), que observaram a reestruturacdo das espécies dominantes de
recifes australianos impulsionada por décadas de aquecimento das aguas, que forcaram a
contracdo de extensas florestas de macroalgas e viram espécies temperadas substituidas
por algas, invertebrados, corais e peixes caracteristicos de dguas tropicais e subtropicais,
alterando fundamentalmente os principais processos ecoldgicos daquele ambiente.

Os impactos da variagdo temporal ou espacial na temperatura ambiente dependem
de seus efeitos diretos sobre atributos individuais e populacionais das espécies mediados
por mudancas na distribuicéo, abundancia e comportamento de competidores, predadores,
parasitas e mutualistas (Dunson & Travis, 1991; Davis et al., 1998; Sanford, 1999;
Hawkins et al.,, 2009). O aumento da temperatura desencadeia fendémeno de
tropicalizacdo, caracterizado pelo deslocamento de espécies que habitam aguas frias em
direcdo aos polos e regides de maior profundidade devido a contracdo de sua faixa de
distribuicdo, enquanto espécies tolerantes a temperaturas elevadas encontram sua faixa
de distribuicdo amplificada (Jentsch et al., 2007; Poloczanska et al., 2013; Lenoir &
Svenning, 2015). As espécies com menor tolerdncia a temperaturas elevadas e baixa
mobilidade sdo particularmente vulneraveis devido a sua capacidade limitada de escapar
do estresse térmico, enquanto as ondas de calor favorecem a proliferacdo de espécies
termotolerantes (Thomsen et al, 2010; Wernberg, et al., 2012, Bennet et al, 2015 b). O
aquecimento de longo prazo combinado com a frequéncia e a intensidade dos eventos de

temperatura extrema podem levar a introducdo definitiva de espécies ndo nativas em
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novos ambientes e causar um desequilibrio ecossisttmico sem precedentes (Coumou &
Rahmstorf, 2012; Perkins et al., 2018). A realizacdo de projecGes para estudar
globalmente o comportamento futuro dos eventos climaticos extremos é de grande
importancia para compreender seus impactos ecoldgicos em um mundo em aquecimento,
e estudar as respostas dos organismos marinhos ao estresse térmico pode fornecer uma
visdo inicial de como estes eventos afetardo de diferentes formas os tdxons e sua
sobrevivéncia (Lima & Wethey, 2012).

1.2 Mudancas climaticas e organismos ectotérmicos

A temperatura do ambiente marinho determina o comportamento, a fisiologia e
reproducdo das espécies ectotérmicas, motivo pelo qual estas sdo mais suscetiveis a
grandes variacOes deste parametro (Compton et al., 2007, Tewksbury et al., 2008). A
habilidade dos organismos em resistir a essas variacdes ambientais € geograficamente
distinta, visto que espécies que vivem em ambientes termicamente estaveis apresentam
reduzida flexibilidade fisiol6gica para lidar com flutuacdes de temperatura (Stevens,
1989, Barnes et al., 2010). Ambientes tropicais apresentam relativa estabilidade térmica
sazonal ao longo do ano, o que pode indicar uma maior suscetibilidade dos organismos
adaptados a estes ambientes quando expostos a eventos extremos de temperatura
(McGregor & Nieuwolt, 1998, Donelson et al., 2019). Regifes entremarés e de pouca
profundidade sdo propensas a enormes flutuacdes térmicas no tempo e no espaco e,
portanto, organismos ectotérmicos que habitam esses ecossistemas constituem modelos
importantes para compreender os impactos das mudancas climéticas (Helmuth et al.,
2010; Rubal et al., 2013). As respostas fisioldgicas de tais espécies ao estresse ambiental
revelam respostas adaptativas especificas e estratégias para lidar com eventos climaticos
extremos (Helmuth & Hofmann, 2001; Somero, 2002). O estudo do impacto da variagdo
térmica na performance dessas espécies é importante para entender suas respostas aos
diferentes cenarios de mudancas climaticas (Bozinovic & Pdrtner, 2015)

Os efeitos indiretos do aumento da temperatura nas interagcdes inter e
intraespecificas sdo, em muitos casos, de maior importancia para o ecossistema do que 0s
efeitos diretos das mudancas climéticas globais (Kordas et al. 2011). As dindmicas das
teias alimentares podem sofrer alteragbes com o aquecimento do ambiente devido as

variacdes na composicdo das populacdes presentes e ao aumento da pressao predatoria
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ou de herbivoria no sistema (O'Connor et al., 2009). Em costdes rochosos no nordeste do
Pacifico, 0 aumento das temperaturas forgcou a distribuicdo da alga vermelha Mazzaella
parksii para regides mais baixas ao longo do gradiente vertical (Harley, 2003; Harley &
Paine, 2009). Embora o limite superior da alga esteja diretamente relacionado a
temperatura por meio da tolerancia ambiental da espécie, o limite inferior é independente
deste fator. O aumento do estresse térmico resultou no deslocamento da espécie e,
consequentemente, maior sobreposicdo espacial entre a faixa vertical de distribuicdo
potencial de M. perksii e de seus consumidores, o que levou a eliminacdo da alga em areas
expostas que ndo possuem refugio espacial contra a herbivoria (Harley, 2003).

O aumento da temperatura ambiente também influencia as taxas metabdlicas dos
grupos taxondmicos de maneira diferente. Explorar esta influéncia pode levar a padrdes
gerais de como a estrutura da comunidade e sua abundancia relativa de espécies varia
com o aumento da temperatura (Gillooly et al., 2001; Lopez-Urrutia et al., 2006). A
Teoria Metabdlica da Ecologia (Metabolic Theory of Ecology - MTE) relaciona a taxa
metabdlica dos organismos ao seu tamanho e temperatura corporal, indicando que
alteracBes nestas taxas também podem acarretar em alteracGes estruturais das teias
alimentares (Gillooly et al., 2001). Para uma determinada base de recursos, o nivel trofico
mais alto no sistema € aquele que pode suportar uma populacdo vidvel minima com a
energia disponivel dos niveis tréficos mais baixos (Enquist et al., 2003; Allen et al.,
2005). Com o aumento da temperatura e das taxas metabdlicas das espécies envolvidas,
ocorre uma crescente demanda por energia em cada nivel tréfico e, quando a transferéncia
energética nao é suficiente para suportar o tamanho populacional minimo viavel dos
niveis de topo, aquelas espécies sdo perdidas (Miren et al., 2005; L6pez-Urrutia et al.,
2006). Petchey et al. (1999) demonstraram experimentalmente esta teoria ao utilizar
mesocosmos para simular situacdes de aquecimento em sistemas planctdnicos e observar
que niveis tréficos superiores foram perdidos com o aumento da temperatura, aumentando
de forma desproporcional a biomassa dos produtores e bacterivoros em uma cascata

tréfica termicamente desencadeada.

1.3 Lytechinus variegatus

Os ourigos-do-mar da espécie Lytechinus variegatus (Lamarck, 1816)

(Temnopleuroida - Toxopneustidae) tém ampla distribuicdo biogeografica no Oceano
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Atlantico, com faixa de ocorréncia que vai do Brasil a Carolina do Norte, passando pelo
Golfo do México (Brothers & McClintock, 2015) (Figura 1). A espécie € bentbnica e
habita o infralitoral, distribuindo-se de baias rasas parcialmente fechadas a substratos
consolidados, bancos de mexilhdes ou regibes de substrato ndo consolidado com grande
concentracdo de conchas (Heck & Valentine, 1995). A espécie e frequentemente
observada em associacdo a bancos de algas e pode ser encontrada em profundidades de
até 20 m, sendo possivelmente intolerante a ambientes com grande turbidez ou excesso
de material particulado em suspensdo (Moore et al., 1963; Hill & Lawrence, 2003; Cobb
& Lawrence, 2005).

Os ourigos-do-mar desempenham um papel fundamental na estruturagéo e
transformacdo das comunidades marinhas, servindo como alimento para uma grande
variedade de espécies e influenciando a distribuicdo, abundancia e diversidade de outros
organismos devido a sua intensa atividade de forrageamento (Ogden et al., 1973). Rose
et al. (1999) observaram que o consumo de macroalgas por L. variegatus levou nédo
apenas a reducdo significativa dos estoques de algas, mas também das populacdes de
infauna como gastropodes e mexilhdes. Glynn et al. (1979) observaram que em recifes
de corais onde ndo ha predadores eficazes de ouri¢cos devido a pressdo de sobrepesca, o
forrageamento destes pode limitar o estabelecimento e o crescimento do recife, que chega
a apresentar espessura maxima de apenas 12 a 25% do volume de recifes semelhantes
onde ha predadores de ouri¢os-do-mar. O comportamento alimentar de L. variegatus é
majoritariamente onivoro, consumindo grande variedade de algas, pequenos organismos
e material em decomposicdo (Beddingfield & McClintock, 2000; Cobb & Lawrence,
2005). Em locais onde a espécie ocorre em associacao ao mexilhdo Modiolus americanus,
foi observada a predacdo e consumo da concha, do corpo mole e de seus epibiontes
(Valentine & Heck, 2000; Sklenar, 1994). Detritos e materiais organicos presentes no
substrato também podem constituir componentes importantes da dieta, como foi
observado por Montague et al. (1991), que demonstrou a preferéncia alimentar
significativamente maior de L. variegatus por laminas da grama marinha Thalassia
testudinum em estado de decomposicéo e colonizadas por epibiontes em comparacgdo a
laminas verdes. O valor nutricional é geralmente preferido em relacdo a qualidade na
escolha de alimentos, entretanto organismos vageis (mdveis) podem suprir suas
necessidades através de nutricdo compensatdria (Cruz-Rivera & Hay 2000a). Valentine

& Heck (2001) descreveram o consumo de maior volume de algas ndo enriquecidas com

18



nitrogénio (menor valor nutricional) em comparagdo com algas enriquecidas, indicando
que L. variegatus compensa a ingestdo de alimentos com baixa qualidade ao ingerir maior
quantidade. A pressdo de forrageamento dos ouri¢os-do-mar sobre determinadas espécies
pode, a longo prazo, alterar a estrutura do ecossistema.

A temperatura constitui um importante fator que influencia a distribuicdo e
abundancia de L. variegatus, tanto latitudinalmente quanto localmente, uma vez que a
espécie é naturalmente exposta ao estresse térmico ambiente nos meses de temperatura
mais elevadas por habitar regides de baixa profundidade. Meyer & Birkeland (1974)
observaram que a espécie sobrevive a temperaturas entre 11 e 35 °C e que vive perto do
limite de sua tolerancia térmica, registrando um evento de mortalidade em massa em
Galeta Point, Panama, como resultado de altas temperaturas (39,5 °C) e excesso de
exposicdo. Fatores abioticos desempenham papel fundamental na regulacdo das
populacbes de L. variegatus, uma vez que 0 aumento da temperatura, reducdo da
salinidade ou variagdes na duracdo do dia causam reducdo das taxas de alimentacéo e
crescimento, influenciando também a densidade populacional (Moore et al., 1963).

Figura 1. Ourigo-do-mar da espécie Lytechinus variegatus no infralitoral da Praia de Itaipu. Foto
da autora.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos do aquecimento nas taxas de consumo e na preferéncia

alimentar do ourico-do-mar da espécie Lytechinus variegatus.

2.2. Objetivos Especificos

Identificar as taxas de consumo de L. variegatus em diferentes niveis de
aquecimento.

Avaliar a influéncia da temperatura nas taxas de consumo de L. variegatus.
Avaliar a influéncia do aumento de temperatura no comportamento de escolha e
na preferéncia alimentar de L. variegatus.

Investigar os efeitos da temperatura na composicao alimentar.

Identificar possiveis variacbes nas concentracdes de proteinas e polifendis nas
algas expostas a diferentes niveis de aquecimento.

Observar a relacdo entre a preferéncia alimentar de L. variegatus e a concentracéo
de proteinas e polifendis nas espécies de algas analisadas.

Investigar se efeitos da temperatura sobre L. variegatus sdo acompanhados por

alteracdes nas macroalgas

3. Hipoteses

HO1: O aumento de temperatura ndo possui influéncia sobre as taxas de consumo
de L. variegatus.

H1: O aumento de temperatura provoca estresse térmico em L. variegatus,
alterando respostas fisiol6gicas e comportamentais como as taxas de consumo.
HO02: O aumento de temperatura ndo influencia a composicdo da dieta de L.
variegatus.

H2: O aumento de temperatura influencia a preferéncia alimentar de L. variegatus.
HO03: A preferéncia alimentar de L. variegatus ndo possui relacdo com as
concentragdes de proteinas e polifendis presentes nas algas.

H3: As concentracdes de proteinas e polifendis presentes nas diferentes espécies
de algas influenciam diretamente a composicdo da dieta e a preferéncia de L.

variegatus.

20



4. Materiais e métodos

4.1 Areas de coleta

A enseada de Itaipu (22°53°14”’S, 43°22°48”W) estd localizada na regido costeira
do municipio de Niteroi, Rio de Janeiro, préximo a entrada da Baia de Guanabara (Figura
2). Sua linha de costa possui extensdo de 4,5 km e formacdo semicircular no sentido
Leste-Oeste, sendo dividida em sua por¢cdo mediana pelo canal da lagoa de Itaipu
(Monteiro-Neto et al., 2008). A praia de Itaipu estd geograficamente localizada no
extremo leste da enseada de Itaipu e é delimitada por um conjunto de trés ilhas costeiras
(Ilha da Menina, Ilha da Mée e a Ilha do Pai) que formam uma enseada semiabrigada com
ampla comunicagdo com o mar, recebendo o aporte de aguas do complexo lagunar Itaipu-
Piratininga e de massas d"agua oceanicas, influenciando a sedimentacao e a morfologia
do fundo (Salvador & Silva, 2002). A enseada ¢ classificada como um ecossistema de
praia arenosa, altamente dindmica e de grande biodiversidade (Coutinho et al., 2015). O
perfil da praia €, na sua maior parte, ingreme e reflexivo, com profundidades que variam
de 3 a 28 m. Sua porcao oeste apresenta maior circulacdo que a extremidade leste, onde
h& uma tendéncia ao acimulo de sedimentos provenientes do canal de Itaipu devido as
aguas mais calmas. O regime de marés é semidiurno com amplitude de até 1,3 m e as
ondas representam o principal agente modelador do perfil da praia, juntamente com as
correntes de deriva litoranea e de retorno (Salvador & Silva, 2002) Devido as suas
caracteristicas intrinsecas, este ecossistema desempenha um papel fundamental na
retencdo da matéria organica e de poluentes oriundos dos efluentes da comunidade em
seu entorno, além de constituir um habitat extremamente favoravel a reproducdo e
crescimento de espécies marinhas ou estuarino-dependentes, sendo uma area de bercario
e desova para muitas espécies de peixes, crustaceos e tartarugas (Veloso & Neves, 2009).

A Praia Rasa (22°44°05” S, 41°57°29” W) esté localizada no municipio de Armacao
dos Buzios, Rio de Janeiro (Figura 2). Sua face esta voltada para sudoeste e possui leve
inclinacdo do substrato. A amplitude vertical das marés varia de 0,50 a 1,50 m, em razdo
da pouca profundidade, a fraca agitacao superficial provoca turbidez quase constante na
agua (Yoneshigue 1985). A Peninsula de Buzios protege esta praia dos ventos que
atingem a costa com frequéncia, tornando esta uma area relativamente abrigada

(Fernandez, 1998). A Praia Rasa possui caracteristicas morfodinamicas de uma praia
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dissipativa, apresentando um perfil suave com uma grande faixa de areia, sedimento
bastante fino e compacto e uma zona de surfe bastante extensa (Wright et al., 1982;
Masselink & Short, 1993). Podem ser observados imponentes pareddes formados por
sedimentos vermelhos na regido, identificados como falésias marinhas inativas originadas
da acdo erosiva das ondas quando o nivel do mar se encontrava pouco acima do nivel
atual (Morais, 2001).

Tl
;

BRASIL

Praia Rasa
{Bazios)

Figura 2. Localizacdo geogréfica da Praia de Itaipu e da Praia Rasa no estado do Rio de Janeiro
(modificado de Plouguerné et al., 2010).

4.2 Escolha de temperaturas

A temperatura média da agua do mar na regido da Praia de Itaipu € de 23 °C,
variando entre 25 e 28 °C no fim de fevereiro e chegando a 20 °C em agosto. A Praia
Rasa possui temperaturas similares, com valores maximos entre 25 e 28°C no fim de
fevereiro e temperaturas mais baixas encontradas em setembro, variando entre 21 e 23
°C. Esses valores séo resultado de um registro climético de 35 anos na costa do estado do
Rio de Janeiro através de satélites oceanograficos (Surf Forecast, 2018). De acordo com

dados do Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climéticas (IPCC) de 2018, é

22



previsto um aumento da temperatura da dgua do mar entre 0,6 e 1,5 °C para a regido do
Atlantico Sudoeste até 0 ano de 2100 (Masson-Delmotte et al.,2018). Com base nestes e
em outros dados disponiveis na bibliografia, a temperatura inicial escolhida para
aclimatacdo dos organismos coletados foi de 24 °C por refletir a estimativa da
temperatura para os meses de verdo. Os eventos de ondas de calor foram simulados
utilizando diferentes niveis de aquecimento com temperaturas de 26 °C, 28 °C, 30 °C e
32 °C, de modo a refletir a temperatura méxima encontrada nos meses de verdo, a
projecao de aquecimento decorrente de mudancas climaticas, bem como na tentativa de
encontrar uma faixa de temperatura dentro da faixa das previsdes que poderia

eventualmente causar letalidade aos organismos.

4.3 Piloto 1 - Influéncia da temperatura e do regime alimentar na taxa de consumo.

O objetivo do primeiro estudo piloto foi identificar se os fatores temperatura e
privacdo alimentar influenciam a taxa de consumo do ourigo-do-mar Lytechinus.

variegatus (Lamarck, 1816).

4.3.1 Amostragem

Exemplares de Lytechinus variegatus foram coletados no infralitoral da praia de
Itaipu em maio de 2018. As coletas foram realizadas proximo ao costdo rochoso durante
a baixamar através de mergulho livre, com profundidades variando entre 1 e 3 m. A
temperatura da agua no local era de 23°C e sua salinidade de 34. A amostragem foi
realizada manualmente por diferentes mergulhadores e de forma aleatdria. Os individuos
capturados foram transferidos para caixas isotérmicas com agua do mar, onde foram

mantidos durante seu transporte até o tanque para aclimatacéo (Figura 3).
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Figura 3. Ourico-do-mar da espécie L. variegatus contido em aquario de vidro. Foto da autora.

4.3.2 Manutencéo em laboratorio

Os ouricos-do-mar foram inicialmente mantidos na &rea de quarentena do AquaRio
em um tanque com capacidade para 1000 L para aclimatacdo as condi¢des laboratoriais.
Os individuos foram mantidos em recipientes de plastico perfurado com volume de 1,5 L
e posicionados dentro do tanque maior, onde havia um “chiller” (Resfriador Teco TK1000
1/4HP) para a manutencdo da temperatura da agua a 24 °C. Um “skimmer” ou desnatador
(Oceantech - Eco 120) e um filtro de Perlon também foram instalados para garantir a
qualidade da agua. O suprimento de oxigénio era bombeado pelo sistema de ar
comprimido do AquaRio através de mangueiras de silicone para aquarismo e, para
impedir que os recipientes de plastico flutuassem, pedras de aquério foram colocadas
sobre as tampas (Figura 4A). Os animais foram alimentados a cada 2 dias com pellets
cubicos de aproximadamente 6 g elaborados a partir de agar e algas verdes (Chlorophyta)

do género Ulva desidratadas e em po, utilizando propor¢oes similares as encontradas nos
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trabalhos de Kligner et al. (1986) e Fabbrocini et al. (2012). Para o preparo dos pellets,
foram utilizadas algas recém coletadas e desidratadas ao ar livre por aproximadamente 48
horas. ApGs o processo de secagem, o material foi triturado em um processador de
alimentos comum por 5 minutos e o po resultante foi peneirado através de malha de nylon
com 35 um de poro para a obtencao de particulas menores. Foram acrescentados 25 g do
po resultante a um béquer contendo 100 ml de &gua e, em outro béquer, 9,5 g de agar da
marca MICROMED foram adicionados a 125 ml de &gua destilada. A mistura com agar
foi imediatamente agitada e aquecida no micro-ondas em poténcia média durante 30
segundos, sendo posteriormente agitada para que houvesse a dissolucdo do agar. Este
processo foi repetido por trés vezes até que a mistura comecasse a formar bolhas na parte
superior. O agar aquecido foi entdo rapidamente misturado com a solugdo contendo o p6
de algas e posteriormente vertido em um molde de silicone para cubos de gelo. Apds
secagem de 15 minutos na geladeira, os pellets endureceram e puderam ser removidos.
Este processo foi repetido até a producdo de pellets suficientes para a alimentacdo dos
ourigos-do-mar. Os pellets foram recobertos com papel aluminio e armazenados em
laboratdrio por no maximo duas horas, até que todos os pellets fossem produzidos até a
alimentacdo dos ouricos-do-mar. Os pellets permaneceram estaveis na dgua por Varios
dias.

Apo6s um periodo de aclimatacdo de sete dias, 100 ourigos-do-mar foram
gradativamente transferidos em grupos de 20 para os sistemas de aquecimento
correspondentes aos tratamentos com temperaturas de 26 °C, 28 °C, 30 °C e 32 °C. Foram
montados cinco sistemas de aquecimento, cada um composto por trés tanques com
capacidade de 100 L interligados em dois niveis de altura. O tanque inferior acomodava
um desnatador (skimmer) Oceantech - Eco 120, dois aquecedores (SCHEGO 300 W) e
uma bomba (Sarlo Better - 2000 L/h) que fazia a circulacdo da agua para os tanques
superiores, onde foram alocados 10 individuos para cada tanque. A temperatura da agua
foi monitorada por um termémetro, um regulador de temperatura (HOBBY BiothermPro)
ligado aos agquecedores com sensores em todos os tanques do sistema e data loggers
(ONSET HOBO®, Pendant Temp) instalados dentro dos tanques (Figura 4B). Foram
coletadas amostras de cada tanque regularmente para verificacdo da qualidade da &gua
(nitritos, nitratos, amonia, fosfatos, pH, salinidade e oxigénio) no laboratorio do AquaRio.
Os tanques e recipientes individuais dos ouricos eram limpos diariamente e

aproximadamente um terco da &gua do sistema era descartada e substituida por novo
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volume de agua marinha (i.e., troca parcial de agua ou TPA). Os individuos foram

alimentados a cada dois dias com pellets frescos de aproximadamente 6 g cada.

Figura 4. A: Ouricos-do-mar separados individualmente em caixas de plastico durante a

aclimatacdo as condicdes laboratoriais. B: Sistema de tanques de aquecimento do estudo piloto 1

para o nivel de temperatura de 24 °C. Fotos da autora.

Para o processo de aclimatacdo aos cenarios de aquecimento, a temperatura dos
sistemas foi aumentada em 1 °C por dia de modo que o grupo que deveria atingir 32 °C
foi o primeiro a ser alocado. De acordo com este principio, a temperatura da agua do
primeiro sistema foi aumentada de 24 °C para 25 °C no primeiro dia e de 25 °C para 26
°C no segundo dia, enquanto a temperatura do segundo sistema foi alterada de 24 °C para
25 °C a0 mesmo tempo e assim sucessivamente até que todos os sistemas de aquecimento

atingissem simultaneamente as temperaturas desejadas (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica do processo de aclimatacdo em laboratdrio para atingir
diferentes graus de aquecimento.

Os individuos foram previamente mantidos a temperatura-alvo respectiva por trés
dias até que os testes de alimentagdo fossem realizados. Havia 20 ouri¢cos em cada sistema
de aquecimento, dos quais 10 continuaram a ser alimentados regularmente e 10 ndo foram
alimentados nos dois dias que precederam o inicio do experimento para avaliar os efeitos
de um curto periodo de jejum e da temperatura nas taxas de consumo de L. variegatus.

O experimento foi iniciado no dia 06 de junho de 2018. Durante a manh, cada
individuo foi removido de sua caixa plastica, pesado com uma balanca digital de 0,001 g
de preciséo e posteriormente recolocado em seu tanque. Um pellet de agar + Ulva também
foi pesado na mesma balanca de precisdo e inserido na caixa de cada individuo, sendo
removido apos 17 h e pesado novamente. Trés unidades de controle com peso conhecido
foram mantidas em cada tanque sob as mesmas condic¢des que as unidades utilizadas para
alimentacdo a fim de registrar mudangas autogénicas no volume dos pellets
independentes do consumo. O periodo de duracdo do experimento foi determinado de
forma que o suprimento de alimento ndo estivesse abaixo de 50% do volume inicial,
marca que foi alcangada apos 17 h. Apds o fim do experimento, 0s ouri¢os passaram por
nova aclimatagéo a temperatura ambiente e foram devolvidos ao seu habitat natural.

Para determinar a taxa de consumo, foi calculado o volume de alimento consumido

por peso Umido do ourigo-do-mar por unidade de tempo. O valor médio de mudanca
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autogénica foi determinado para cada temperatura e incluido na férmula para o calculo

da taxa de consumo.

Pellet(i) * (%%) — Pellet(f)

24h
Peso L.v x 17h *

Taxa de consumo =

Pellet (i) = peso umido inicial do alimento (g)

Pellet (f) = peso umido final do alimento (g)

Controle (i) = peso umido inicial do pellet utilizado como controle (g)
Controle (f) = peso umido final do pellet utilizado como controle (g)
Peso L.v. = Peso imido do ourico (g)

4.4 Piloto 2: A atratividade de diferentes espécies de algas

O objetivo do segundo estudo piloto foi determinar a atratividade de diferentes
espécies de algas para L. variegatus, a fim de encontrar espécies adequadas para realizar

0 experimento simulando ondas de calor.

4.4.1 Amostragem

Trés diferentes espécies de macroalgas pertencentes as trés divises, Sargassum
vulgare, Osmundaria obtusiloba e Ulva sp. (Ochrophyta, Rhodophyta e Chlorophyta,
respectivamente) foram coletadas no 13 de agosto de 2018 na Praia Rasa. As coletas
foram realizadas em rochas submersas proximas a faixa de areia com o auxilio de uma
espatula para facilitar a remocédo sem danificar seu talo (Figura 6). A temperatura da dgua
no local era de 21 °C e a salinidade da agua era de 36. A iluminancia na profundidade de
30 cm estava entre 1,5-13,2 uE, dependendo do grau de nebulosidade no momento. Os
individuos foram separados por género e transferidos para caixas isotérmicas com agua

do mar, onde foram mantidos durante seu transporte até os tanques para aclimatacéo.
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Figura 6 A: Rochas submersas recobertas por macroalgas do género Ulva encontradas na Praia
Rasa. B: Rochas recobertas por macroalgas do género Sargassum encontradas na Praia Rasa.
Fotos da autora.
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Os ourigos-do-mar foram coletados em 20 de agosto de 2018 na Praia de Itaipu.
Como no primeiro estudo, as coletas foram realizadas proximo ao costdo durante a
baixamar, com profundidades variando entre 1 e 3 m. A amostragem foi realizada
manualmente por diferentes mergulhadores e de forma aleatoria. A temperatura da dgua
no local era de 22 °C e a salinidade de 34. Os individuos capturados foram transferidos
para caixas isotérmicas com agua do mar, onde foram mantidos durante seu transporte

até o tanque para aclimatacao.

4.4.2 Manutencdo em laboratorio

Os ouricos-do-mar foram inicialmente mantidos na area de quarentena do AquaRio
para aclimatacdo as condi¢des laboratoriais em um tanque com capacidade para 1000 L,
onde havia um chiller (Resfriador Teco TK1000 1/4HP) para a manutencdo da
temperatura da agua a 24 °C. Um skimmer (Oceantech - Eco 120) e um filtro de Perlon
também foram instalados para garantir a qualidade da agua. Os animais foram
alimentados diariamente com um pellet de algas de aproximadamente 3 g. Com base nos
resultados do primeiro estudo piloto, os animais ndo foram expostos a uma fase de fome.
O suprimento de oxigénio era bombeado pelo sistema do AquaRio através de mangueiras
de silicone para aquarismo e a limpeza dos tanques era realizada diariamente através da
aspiracdo do fundo e substituicdo de aproximadamente um terco da &gua do sistema por
novo volume de agua marinha (TPA). Amostras foram coletadas regularmente para
verificacdo da qualidade da agua.

Foram montados cinco sistemas de circulacédo interligados em trés niveis de altura.
Os tanques inferiores, com capacidade para 100 L, acomodavam um skimmer (Oceantech
- Eco 120) e uma bomba (Sarlo Better - 2000 L/h) que fazia a circulacdo da agua para 0s
tanques superiores. Os tanques intermediarios possuiam capacidade para 70 L e foram
equipados com um refletor cada (MBLED, luz branca 50W, 3750 Im) para receber as
algas, que foram separadas por género e distribuidas entre os cinco sistemas. O refletor
fornecia uma iluminacéo entre 1,5 - 10,1 uk aferida pelo data logger (ONSET HOBO®,
Pendant Temp) instalado no tanque. O fornecimento de luz pelo refletor foi definido para
0 periodo entre 6:00 e 18:00 h através de um temporizador. As algas foram mantidas a

temperatura de 24 °C e amostras foram coletadas regularmente para verificar a qualidade
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da agua. A circulagdo e oxigenacao da agua no tanque eram realizadas pelo fluxo do
sistema de bombeamento e pelo sistema de ar comprimido do AquaRio através de
mangueiras de silicone para aquarismo. O nivel superior de cada sistema era composto

por 2 bandejas com capacidade para 50 L cada (Figura 7).

Figura 7. Disposi¢do dos tanques para o estudo piloto 2. Os ourigos-do-mar foram alocados no

nivel superior, as algas no nivel intermediario e o sistema de circulagdo com skimmer nos tanques

inferiores. Foto da autora.

O experimento foi iniciado no dia 28 de agosto de 2018. Ap6s um periodo de
aclimatacdo de sete dias, 30 exemplares de L. variegatus foram pesados utilizando uma
balanca digital de 0,001 g de precisdo e individualizados em recipientes de pléstico
numerados e cilindricos com volume de 2 L, contendo dois furos de aproximadamente 7
mm em suas tampas, um para a inser¢do da mangueira de ar comprimido e outro para
equalizar a pressdo. Os recipientes foram dispostos na parte superior de trés sistemas de
circulacdo, de forma que a &gua das bandejas ndo recobrisse suas tampas e servisse apenas
para a manutencdo da temperatura da agua a 24 °C. Cada grupo de 10 ouri¢os recebeu 1
g de uma das espécies de alga utilizadas, sempre com volumes similares. O periodo de

duracgéo do experimento foi novamente definido de forma que o suprimento de alimento
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ndo estivesse abaixo de 50% do volume inicial. Apos 20:40 h, os fragmentos de algas
foram resgatados de cada recipiente, agitados para remover o excesso de dgua e pesados
novamente. Para registrar mudancas autogénicas em cada espécie de alga durante esse
tempo, foram utilizadas trés unidades de controle com peso conhecido para cada uma das
espeécies avaliadas sem a presenca de L. variegatus.

Para determinar a taxa de consumo de cada espécie de alga, foi calculado peso do
alimento consumido por peso Umido de L. variegatus por unidade de tempo. N&o foram
registradas variagdes de peso nos controles autogénicos, por isso estes ndo foram

integrados a férmula.

Peso alga (i) — Peso alga (f)
*

24h
Peso L.v = 20,67h

Taxa de consumo =

Peso alga (i) = peso Umido inicial da alga utilizada para alimentagéo (g)
Peso alga (f) = peso umido final da alga utilizada para alimentacéo (g)

Peso L.v. = Peso umido do ourico (g)

4.5 Influéncia de ondas de calor na preferéncia alimentar de L. variegatus

O objetivo deste experimento foi investigar a influéncia do aumento da temperatura
na composicao da dieta e preferéncia alimentar de L. variegatus. Trés cenarios foram
simulados (Tabela 1). No cenario 1, apenas 0s ourigos-do-mar foram expostos a
temperaturas elevadas, as algas foram mantidas a temperatura ambiente de 24 °C. No
cenario 2, apenas as algas foram expostas a temperaturas elevadas, enquanto 0s ouri¢os-
do-mar foram mantidos a temperatura ambiente de 24 °C. No cenério 3, 0s ouri¢os-do-
mar e as algas foram expostos a temperaturas elevadas igualmente. Os diferentes cenarios
foram realizados para que fosse possivel avaliar individualmente os efeitos do
aquecimento no comportamento alimentar de L. variegatus em relacdo as mudancas

ocorridas em seu metabolismo e no metabolismo das algas.
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Tabela 1. Representacdo das diferentes combinagdes de temperaturas as quais 0s ouri¢cos-do-mar

e as algas foram submetidas para simular os cenarios 1 (azul), 2 (laranja) e 3 (amarelo).

L. variegatus

Algas 24 °C 26 °C 28 °C 30°C 32°C
24°C X X X X
26 °C X

28°C X X

30°C X X

32°C X X

4.5.1 Amostragem

Este estudo foi realizado em paralelo ao Piloto 2, portanto os ouri¢os-do-mar e as

algas foram coletados conforme descrito anteriormente.

4.5.2 Manutencdo em laboratorio

Os ouricos-do-mar foram inicialmente mantidos na &rea de quarentena do AquaRio
para aclimatacdo as condi¢des laboratoriais em um tanque com capacidade para 1000 L,
onde havia um chiller (Resfriador Teco TK1000 1/4HP) para a manutencdo da
temperatura da gua a 24 °C. Um skimmer (Oceantech - Eco 120) e um filtro de Perlon.
Os individuos foram mantidos em recipientes de plastico com volume de 2 L e
posicionados dentro do tanque. O suprimento de oxigénio era bombeado pelo sistema do
AguaRio através de mangueiras de silicone para aquarismo, e a limpeza dos tanques era
realizada diariamente através da aspiracdo do fundo e substituicdo de aproximadamente
um ter¢o da 4gua do sistema por novo volume de 4gua marinha. Amostras foram coletadas
regularmente para verificar a qualidade da agua.

Apos um periodo de aclimatacéo de sete dias, 130 individuos foram gradativamente
transferidos para cada um dos seis sistemas de aquecimento em grupos de 20.

Foram utilizados os mesmos sistemas de circulacdo interligados em trés niveis de

altura do Piloto 2, com a adicéo de dois aquecedores (SCHEGO 300 W) no tanque inferior
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para os niveis de temperatura acima de 24 °C. A temperatura da dgua foi monitorada por
um termometro, um regulador de temperatura (HOBBY BiothermPro) ligado aos
aquecedores com sensores em todos os tanques do sistema e data loggers (ONSET
HOBO®, Pendant Temp) instalados dentro dos tanques. Foram coletadas amostras de
cada tanque regularmente para verificar a qualidade da agua. Os tanques e recipientes
individuais dos ouricos eram limpos diariamente e aproximadamente um ter¢o da agua
do sistema era descartada e substituida por novo volume de dgua marinha. Os animais
foram alimentados diariamente com 0,5 g de cada espécie de alga aclimatada a sua
temperatura.

Para o processo de aclimatacdo aos cendrios de aquecimento, a temperatura dos
sistemas foi aumentada em 1 °C por dia de modo que o grupo que deveria atingir 32 °C
foi o primeiro a ser alocado. O aquecimento seguiu 0 mesmo principio utilizado no Piloto
1 (Figura 5) de modo que todos os sistemas de aquecimento atingissem as temperaturas
desejadas simultaneamente. As algas foram previamente pesadas e movidas para o
sistema de circulacdo que atingiria sua temperatura-alvo junto ao seu respectivo grupo de
ouricos, de modo que ambos sofressem exposicdo a temperatura pelo mesmo periodo de
tempo. Com base nos resultados do primeiro estudo piloto, os animais ndo foram expostos
a privacgdo alimentar.

Os ourigos-do-mar e as algas foram mantidos em sua temperatura alvo por um
periodo de 3 dias. Ap0s esse intervalo, os ouricos foram pesados e redistribuidos entre 0s
sistemas de acordo com os cenarios a serem realizados, de modo que houvesse 10 réplicas
para cada nivel de temperatura do cenario experimental (Figura 8A). As algas foram
pesadas e 2 g de cada espécie foram distribuidos de maneira uniforme na base do
recipiente onde estava contido cada ourico (Figura 8B). Cada tanque recebeu 3 réplicas
de controles autogénicos para cada espécie de alga presente no estudo. O periodo de
duracéo do experimento foi novamente definido de forma que o suprimento de alimento
ndo estivesse abaixo de 50% do volume inicial para cada nivel de temperatura. Os
fragmentos de algas foram pesados novamente ap6s 0 experimento e 25 ourigos-do-mar
foram selecionados entre os diferentes tratamentos para passar por processo de remogao
da matéria organica através da imersdo em hipoclorito de sddio a 15% (Quimesp) durante
5 dias e posterior secagem a temperatura ambiente. Os individuos foram mantidos em

recipientes individuais durante todo 0 processo para preservar seus espinhos e,
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posteriormente, o material resultante foi pesado para determinar a razao entre 0 peso seco

e 0 Umido dos ouricos.

B

Figura 8. A: Exemplo do arranjo dos recipientes individuais contendo ouricos e algas nas
bandejas do nivel superior do sistema de circulacdo. B: Disposicdo das diferentes espécies de
algas na parte inferior das unidades experimentais. Fotos da autora.
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A taxa de consumo para cada espécie de alga foi determinada através do calculo do
peso do alimento consumido por peso Umido de L. variegatus por unidade de tempo. N&o
foram registradas variag0es de peso nos controles autogénicos, por isso estes ndo foram

integrados a férmula.

Peso alga (i) — Peso alga (f)
E3

24h
PesoL.v * T

Taxa de consumo =

Peso alga (i) = peso Umido inicial da alga utilizada para alimentagéo (g)
Peso alga (f) = peso umido final da alga utilizada para alimentacéo (g)
Peso L.v. = Peso umido do ourico (g)

T = Tempo de duragdo do experimento para cada nivel de temperatura

4.6 Andlises das algas

Ao fim do experimento, os fragmentos de alga restantes foram pesados e passaram
por processo de secagem ao ar livre a sombra sobre toalhas de papel por um periodo de
10 dias. As algas foram separadas por espécie e por cenadrio com a combinacdo de
temperaturas as quais foram expostas. As amostras foram levadas para o Laboratério de
Ecologia Bentbnica do instituto GEOMAR (Kiel, Alemanha), onde foram processadas
por um triturador (Ika A10 Basic) até tornarem-se pd. O material foi entdo depositado em
tubos Falcon com capacidade para 15 ml, identificado e armazenado para posterior

realizacdo das analises de proteinas e polifendis.

4.6.1 Andlise de proteinas

A analise de proteinas foi realizada com base na metodologia de Bradford (1976).
Para a extracdo de proteinas foram utilizados 50 mg de algas em p6 por amostra. Estes
materiais foram pesados em tubos Eppendorf com capacidade para 1,5 ml cada, onde
posteriormente foi adicionado 1 ml do buffer de extracdo. Esta solucdo consiste em 280
ul de beta-mercaptoetanol a 98% (Merck, 10 mM), 1,2 g de base TRIS (Roth, 50 mM) e
KCI (Roth, 500 mM) e deve apresentar pH 9,5. Os Eppendorf foram incubados em uma
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placa agitadora por 1h a temperatura de 4 °C e, posteriormente, centrifugados por 10
minutos a 14.000 rpm (Eppendorf, Centrifuge 5810R). Os sobrenadantes foram
removidos com uma pipeta e transferidos para outros tubos Eppendorf com volume de
1,5 ml para entdo serem armazenados em freezer durante a noite.

Para quantificacdo de proteinas, foram adicionados 40 ul de reagente Bradford
(Sigma) e 60 ul de agua destilada a 100 pl do extrato da amostra em uma placa de
titulacdo. Para cada amostra foram realizadas cinco réplicas, trés controles contendo 100
ul do extrato e 100 ul de agua destilada, trés controles contendo 40 ul de reagente
Bradfoard com 160 pul de 4gua destilada e trés controles contendo apenas 200 ul de agua
destilada. Além disso, foi preparada uma solugdo padrdo com concentragdes de proteinas
conhecidas utilizando albumina (Roth, ~66.000 g/mol) para formular a curva padréo de
concentracdo proteica. Foram realizadas solu¢des com concentracdes de 10 mg /L, 20 mg
/L, 30 mg /L, 40 mg /L e 50 mg /L, e uma série de dilui¢bes adicionais em cada uma
dessas concentracOes em proporcdes de 1:2, 1:10 e 1:100 devido a probabilidade de haver
baixa concentracao de proteinas nas amostras. Apds o procedimento, a placa de titulagcdo
contendo as amostras foi depositada em um espectrofotdmetro (HIDEX Plate
CHAMELEON 425-106) e os valores de absorbancia foram determinados utilizando um
filtro com 610 nm de comprimento de onda.

Os resultados foram convertidos em concentracdes de proteinas utilizando os
valores obtidos nas solu¢des padrdo. O valor de absorbancia obtido nos controles foi
subtraido dos valores obtidos para as amostras. A linha de regressdo y = 0,00262x-0,0515
foi determinada para a curva padrdo de proteinas. As concentragdes de proteinas (ug
proteinas/mg alga) foram, portanto, calculadas através da seguinte formula:

Absorbancia corrigida — 0,0515

Concentracgao proteica = -
0.0026 * (“”QT“@)

Absorbancia corrigida — valor obtido apds leitura das amostras por
espectrofotdmetro e corrigido pelas unidades de controle
Alga (i) — volume inicial da alga em po utilizada

V — volume de liquidos adicionados a amostra inicial
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4.6.2 Analise de polifendis

A andlise do teor de polifendis foi baseada no método de Zhang et al. (2006). Para
a extracdo dos polifenois, foram adicionados 2 ml de uma solucdo de metanol (Roth) e
agua destilada na proporcdo de 1:1 e pH 2 a 50 mg do p6 de Sargassum vulgare
previamente obtido atraves do mesmo processo de trituracdo realizado para o protocolo
de extracdo das proteinas. A solucdo foi incubada em tubo Falcon com capacidade para
15 ml por 1 h e posteriormente centrifugada por 10 minutos a 12000 rpm (centrifuga
Eppendorf 5810R). O sobrenadante foi removido e armazenado em um tubo Eppendorf
com capacidade de 5 ml, enquanto 2 ml de uma solucéo de acetona (Roth, 99,5%) e 4gua
destilada na proporcdo 7:1 e pH 7,3 foram adicionados ao sedimento restante. Apds novo
periodo de incubacdo de 1 h e centrifugacdo adicional por 10 minutos a 12000 rpm, 0
sobrenadante foi novamente removido e adicionado ao sobrenadante da primeira
centrifugagdo. Para a quantificagdo dos polifendis, 200 pl dos sobrenadantes coletados
foram diluidos em 800 ul de agua destilada e, desta nova solugdo, 20 ul foram transferidos
para a placa de titulagdo, onde foram adicionados 100 ul de reagente Folin-Ciocalteu
(Sigma) e 80 pul de solucéo de carbonato de sodio (Roth) a 7,5%. Para cada amostra foram
realizadas cinco réplicas, trés controles contendo apenas 20 mL do material de amostra
extraido com 180 mL de agua destilada, trés controles contendo 20 pl de agua destilada,
100 pl de reagente Folin-Ciocalteu ¢ 80 ul de solu¢do de carbonato de sodio e trés
controles contendo apenas 200 ul de agua destilada. Foram preparadas solucdes de
floroglucinol (Roth) com concentragdes de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml e 10 pg/ml
para formular a curva padréo da concentracdo de polifenois. Apos a adicdo dos reagentes,
as placas de titulacdo foram recobertas por papel aluminio e mantidas em local escuro por
2 h. Apos este periodo, a placa foi depositada em um espectrofotémetro (HIDEX Plate
CHAMELEON 425-106) e os valores de absorbancia das amostras foram determinados
utilizando um filtro com 751 nm de comprimento de onda.

Os resultados foram convertidos em concentracdes de polifendis utilizando os
valores obtidos nas solugdes padrdo. O valor de absorbancia obtido nos controles foi
subtraido dos valores obtidos para as amostras. A linha de regressdo y=0,0042x - 0,0019
foi determinada para a curva padrdo de polifendis. As concentracdes de polifenois (ug

polifendis/mg alga) foram, portanto, calculadas através da seguinte formula:
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Absorbancia corrigida + 0,0019

Concentragdo de polifendis = -
0,00042 * (%)

Absorbancia corrigida — valor obtido apds leitura das amostras por
espectrofotbmetro e corrigido pelas unidades de controle
Alga (i) — volume inicial da alga em po utilizada

V — volume de liquidos adicionados a amostra inicial

4.7 Andlise da qualidade da agua

A agua dos tanques onde foram mantidos os exemplares de L. variegatus e as algas
foi analisada a cada 2 dias para verificar as concentragdes de amonia, nitratos, nitritos,
fosfatos, pH, salinidade e oxigénio. O oxigénio dissolvido e a salinidade foram
determinados in situ através de um medidor multiparametros (HiSeg, modelo KR86021)
e de um refratdmetro analogico (HiSeg REF10), respectivamente. Para as analises de
nutrientes, foram coletadas amostras de dgua de cada tanque e testes com kits SERA
foram realizados em laboratdrio. O pH também foi determinado em laboratério utilizando
0 medidor de bolso da HANNA (HI-98103).

4.8 Analises dos dados

Os calculos, andlises estatisticas e representaces graficas dos resultados foram
realizados com os programas R (versdo 3.4.3), R-Studio (versdo 1.1.423) e Microsoft
Excel (versdo 2010). Para os testes estatisticos, a distribui¢cdo normal dos dados ou dos
residuos foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk's-W. O teste de Fligner-Killeen foi
utilizado para verificar a homogeneidade das variancias. Nao houve homogeneidade
simultanea das variancias e distribuicdo normal para nenhum dos conjuntos de dados
brutos. Portanto, uma andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) com os fatores
"Privagdo de alimento™ com 2 niveis e "Temperatura” com 5 niveis foi escolhida para a
analise do Piloto 1. O tamanho do efeito da temperatura como fator de influéncia foi

determinado com eta quadrado (1?).

39



Para o Piloto 2, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para verificar se as taxas de
consumo de L. variegatus diferem entre diferentes tipos de algas como alimento. Os testes
de Wilcoxon-Mann-Whitney-U foram ent&o realizados como comparagdes post-hoc para
determinar entre quais espécies de algas as taxas de consumo diferiram
significativamente.

Utilizando os dados do experimento principal, uma anélise de similaridade
(ANOSIM) foi realizada para a comparacao da composi¢do alimentar sem transformacao
dos dados. Para modelar a relacéo entre as taxas de consumo de diferentes temperaturas,
os tipos de algas e as concentraces totais de proteinas nas algas, foi escolhido um GLM
(Modelo Linear Geral) com uma distribuicdo gama para a variavel dependente
"Concentracdo de proteinas”. Os desvios foram analisados pelo teste do qui-quadrado.
Para investigar a influéncia da temperatura nas concentracdes totais de polifendis nas
algas, foi realizada uma ANOVA. Um GAM (Modelo Aditivo Generalizado) foi
escolhido para modelar a relacdo entre temperatura e consumo total. Os testes de
Wilcoxon-Mann-Whitney-U foram entdo realizados como comparagdes post-hoc, a fim
de determinar entre quais temperaturas as taxas gerais de consumo diferiam. O nivel de

significancia de todos os testes estatisticos foi de 0,05.

5. Resultados

5.1 Piloto 1 — Influéncia da temperatura e do regime alimentar na taxa de consumo

As taxas de consumo de L. variegatus que estavam em regime de privacao alimentar
por 48 h antes da avaliacdo foram similares as dos individuos alimentados durante todo o
experimento. Para individuos que ndo estavam em regime de privacdo alimentar, as taxas
de consumo aumentaram em paralelo a elevacdo da temperatura de 24°C para 26°C e
posteriormente decresceram, encontrando seu menor valor na temperatura de 30°C com
nova elevacdo a 32°C. A mudanca de temperatura teve um efeito moderado nas taxas de
consumo, com um valor de )2 de 0,14. O peso umido dos individuos foi de 62,9 + 22,5 g
(média + desvio padrdo). Os pellets utilizados no controle para detectar alteracGes

autogenas nos alimentos fornecidos sofreram acréscimo de 0,36 * 0,25 g (média + desvio
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padrdo) em seu peso. Os individuos dispuseram de aproximadamente 12,1 g de alimento,
dos quais 5,24 g foram consumidos em média durante as 17 h do estudo.

A temperatura influenciou significativamente a taxa de consumo, entretanto o
mesmo nao foi observado para o tratamento com privacdo alimentar (Figura 9). A

interacdo entre temperatura e privacdo alimentar também néo foi significativa (Tabela 2).

Tabela 2. Influéncia da temperatura e da privacao alimentar nas taxas de consumo de Lytechinus
variegatus. Resultado da ANOVA. GL = Graus de Liberdade, SQ = Soma dos Quadrados, QM =
Quadrado Médio, F = Estatistica F.

GL SQ MQ F p
Temperatura 4 0,016 0,004 3,853 0,006
Privacgdo alimentar 1 0,8e-4 0,8e-4 0,078 0,781
Interacdo entre fatores 4 0,006 0,001 1,384 0,246
Com privacac alimentar | | Sem privacao alimentar

0.25
0 -
3 0.204 - .
E T i - :
§ 0.15 — T
0 = =
2 L 1 .
%n.m— . -
g .
< 0.051
g .
'_

0.001

24 26 28 30 32 24 26 28 30 32

Temperatura (°C)

Figura 9. Taxas de consumo de Lytechinus variegatus de acordo com temperatura e regime
alimentar. N = 10 por nivel de temperatura e tipo de alimentagdo. LV = Lytechinus variegatus.

Medianas, interquartis e a area ndo-discrepante sdéo mostrados.
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5.2 Piloto 2 - A atratividade de diferentes espécies de algas

As algas da espécie Ulva sp. foram consumidas preferencialmente pelos ourigos,
com uma taxa média de consumo de 0,011g/g Peso umido LV/dia (Figura 10). As taxas
médias de consumo de Sargassum vulgare e Osmundaria obtusiloba foram menores ou
iguais a 0,002¢g/g Peso umido LV/dia. A diferenca de taxas de alimentacéo entre as algas
foi estatisticamente significativa (teste de Kruskal-Wallis: p = 0,003; df = 2; X2 =11.632).
O teste de Wilcoxon-Mann-Whitney-U mostrou, como teste post-hoc, que as taxas de
consumo de Ulva sp. foram significativamente superiores as taxas de consumo de O.
obtusiloba e S. vulgare. O peso imido dos individuos variou entre 41 e 125g, com média
de 77,3 g.

0.034 ns ns

g

=

ra
L

o
=
=

Taxa de consumo (g Algalg Peso umido Lv/Dia)

0.004

Osmundaria obtusiloba Sargassumvulgare Ulva sp.

Figura 10. Taxas de consumo de diferentes espécies de algas por Lytechinus variegatus. N = 10
por espécie oferecida. S8o mostradas medianas, interquartis, areas nao-discrepantes e 0s
resultados do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney-U. ns = ndo significativo, * = significancia para

a = 0,05, LV = Lytechinus variegatus.
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5.3 Influéncia do aumento de temperatura na preferéncia alimentar

A relacdo entre o peso seco e Umido de 25 individuos da espécie L. variegatus foi
obtida através da equacdo linear y = 0,245901.x (F = 2553,3; p <0,05; Rz = 0,99),
originaria da origem (Figura 11), com a qual os pesos secos dos demais ourigos utilizados
no experimento foram estimados. Foram observados quatro eventos de desova em

diferentes tanques no periodo de manutencdo em laboratorio.

Peso Seco (g)
g

60 L 120
Peso Umido (g)

Figura 11. Relagdo entre o peso seco e imido de 25 individuos da espécie Lytechinus variegatus

utilizados no experimento principal.

As algas da espécie O. obtusiloba apresentaram alteracfes de cor no segundo dia
apos atingir a temperatura maxima de 32 °C. As bordas de suas laminas assumiram uma
cor preto acastanhado, que se intensificou nos dias posteriores (Figura 12.A). Devido a
essa aparente morte de parte do talo, todo o estoque de O. obtusiloba mantido a 32 °C foi
descartado, razdo pela qual as abordagens experimentais correspondentes a esta
temperatura ndo puderam ser realizadas. A mudanca morfologica também foi isolada em
alguns individuos aclimatados a 30 °C e, ap6s 10 dias, uma leve descoloracdo foi
encontrada em todos os individuos aclimatados a temperaturas acima de 28 °C. Nenhuma

alteracdo de cor ou densidade foi observada nos individuos mantidos a 24 °C e 26 °C
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durante todo o experimento. As algas da espécie S. vulgare apresentaram aumento da
ocorréncia de epibiontes em temperaturas acima de 30 °C (Figura 12.B). Com o tempo,
esse crescimento tornou-se cada vez mais visivel em diversos fragmentos de algas. Os
individuos que apresentaram crescimento de outros organismos ndo foram utilizados no

teste de alimentacéo.

Figura 12. A: Alteragdo morfoldgica sob influéncia da temperatura nas algas vermelhas da
espécie Osmundaria obtusiloba a 24 °C (esquerda) e a 32 °C (direita). B: Ocorréncia de epibiontes
nas algas da espécie Sargassum vulgare a 30 °C.

5.3.3 Composicdo da dieta e preferéncia alimentar

As taxas de consumo de L. variegatus baseadas nas trés espécies de algas como
suprimento alimentar ndo sofreram alteracdo quando apenas as algas foram aclimatadas
a diferentes temperaturas. A composicdo alimentar, portanto, ndo diferiu entre as
abordagens. No entanto, quando apenas os ouricos foram aclimatados a diferentes
temperaturas, houve um efeito significativo. O tamanho do efeito R foi maior que 0,25 e,
portanto, demonstra que a composicao alimentar diferiu entre os individuos aclimatados,
com certa sobreposicdo. Quando as algas e 0s ourigos-do-mar foram expostos a um
aumento de temperatura, também houve uma diferenca significativa na composicdo da

dieta entre as diferentes abordagens experimentais (Tabela 3).

Tabela 3. Influéncia da temperatura na composicao alimentar de Lytechinus variegatus nos trés
cenarios de teste realizados. Ouricos e algas foram previamente expostos a diferentes

combinagdes de temperatura. Resultados ANOSIM.
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Tratamento R p

Algas aclimatadas 0,1542 0,005
Ouricgos aclimatados 0,4227 0,001
Todos os organismos 0,5097 0,001
aclimatados

Observando as taxas médias de consumo a 24 °C, ficou evidente que S. vulgare foi
a espécie mais consumida, seguida por Ulva sp. e O. obtusiloba. (Figuras 13-15). Isso se
aplica aos trés cenarios realizados, uma vez que os valores de 24 °C foram baseados no
mesmo conjunto de dados. Com a elevacao da temperatura, a preferéncia alimentar de L.
variegatus foi alterada nos trés cenarios. Assim, com uma excec¢ao, 0S experimentos
mostraram a preferéncia alimentar por Ulva sp., seguida por S. vulgare e O. obtusiloba
nas temperaturas de 26 °C, 28 °C e 30 °C (Figuras 13-15).

Quando apenas as algas foram aclimatadas a diferentes temperaturas, as taxas de
consumo individuais maximas de 0,009 g Peso Umido Alga/g Peso Seco LV/h foram
alcancadas a uma temperatura de 30 °C (Figura 13.B). Em temperaturas acima de 24 °C,
a espécie Ulva sp. foi responsavel por mais da metade da composicao alimentar, seguida

por S. vulgare e O. obtusiloba (Figura 13.A).

Osmundaria

Sargassum

. Ulva

| 28 | & |

Temperatura (°C)
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Figura 13. Taxas de consumo de L. variegatus no tratamento 1. Foram oferecidas trés espécies
de algas aclimatadas a diferentes temperaturas a ouricos mantidos a 24 °C. n = 10 por nivel de
temperatura e espécie de alga. As taxas de consumo sd@o mostradas como uma parcela do consumo
total (A) e medianas, interquartis e a rea ndo discrepante (B). LV = Lytechinus variegatus.

Na segunda abordagem experimental, as algas foram mantidas a 24 °C e 0s ouri¢os
foram adaptados a diferentes temperaturas. A excecdo a preferéncia alimentar pela
espécie de alga Ulva sp. ocorreu quando os organismos foram ajustados a 30 ° C, onde S.
vulgare representou a maior por¢do da dieta, seguido por Ulva sp. e O. obtusiloba (Figura
14.A).

Taxas de consumo de 0,01 g Peso Umido Alga /g Peso Seco LV/h para Ulva sp.
foram excedidas nas temperaturas de 26 °C e 28 °C (Figura 14.B). S. vulgare e O.
obtusiloba também foram mais consumidos que na primeira abordagem, onde apenas as

algas foram aclimatadas a temperaturas superiores a 24 °C.
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24 || 26 || 28 || 30 [ 22 |
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Figura 14. Taxas de consumo de L. variegatus no cenario 2. Apds a aclimatacdo dos ouri¢os a

1 28

diferentes temperaturas, foram oferecidas trés diferentes espécies de algas, mantidas a 24 °C. n =
10 por nivel de temperatura e tipo de alga. As taxas de consumo sao mostradas como uma parcela

do consumo total (A) e medianas, interquartis e a area ndo discrepante (B). LV = L. variegatus.

Na terceira abordagem experimental, a aclimatacdo dos ouricos e das algas a
diferentes temperaturas evidenciou o aumento do consumo de todas as espécies em
comparagdo a primeira abordagem onde apenas os ouri¢os foram aclimatados (Figura
15B). Nas temperaturas acima de 24 °C, Ulva sp representou mais da metade dos
fragmentos consumidos (Figura 19A), com taxas de consumo superiores a 0,01 g Peso
Umido Alga/g Peso Seco LV/h nas temperaturas de 26 °C e 28 °C (Figura 15B). As
espeécies S. vulgare. e O. obtusiloba representaram menos de um quarto do consumo em
temperaturas mais elevadas (Figura 15.A). Na temperatura de 26 °C, foi observada a
preferéncia pela alga O. obtusiloba em relagédo a S. vulgare na comparagdo com outras
temperaturas (Figura 19A, B).
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Figura 15. Taxas de consumo de Lytechinus variegatus no cendrio 3. Os ourigos e as algas foram
aclimatados a diferentes temperaturas. N = 10 por nivel de temperatura e tipo de alga. As taxas
de consumo s&o mostradas como uma parcela do consumo total (A) e medianas, interquartis e a
area ndo discrepante (B). LV = Lytechinus variegatus.

5.3.4 Taxas de consumo total

A taxa de consumo total de L. variegatus foi calculada através da adi¢do das taxas
de consumo das diferentes espécies de algas. Na primeira abordagem experimental, onde
apenas as algas foram aclimatadas a diferentes temperaturas, as taxas de consumo total
de L. variegatus ndo excederam 0,014 g Peso Umido Alga/g Peso Seco LV/h. Os valores
inicialmente mostraram uma tendéncia constante ao longo dos niveis de temperatura e
aumentaram aos 30 °C (Figura 16), mas essa diferenca néo foi significativa.
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Figura 16. Taxas de consumo total de Lytechinus variegatus na primeira abordagem
experimental. Os ourigos foram mantidos a 24 °C, enquanto as algas Sargassum vulgare,
Osmundaria obtusiloba e Ulva sp. foram aclimatados a diferentes temperaturas. N = 10 por nivel
de temperatura. Os pontos de dados com funcéo de suavizagdo sdo mostrados. LV = Lytechinus
variegatus.

Na segunda abordagem, onde apenas os ouri¢os foram aclimatados a temperaturas
mais altas, as taxas de consumo total nas faixas de temperatura média, ou seja, a 26 °C e
28 °C, foram significativamente diferentes da temperatura inicial de 24 °C e das
temperaturas mais altas de 30 °C e 32 °C. As taxas de consumo total foram maiores na
temperatura de 32 °C que a 30 °C, mas a diferenca entre esses valores ndo foi
significativa. Ao comparar as taxas de consumo total nas temperaturas de 24 °C e 30 °C,

também nao foi encontrada diferenca significativa (Figura 17).
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Figura 17. Taxas de consumo total de L. variegatus na segunda abordagem experimental. As
algas Sargassum vulgare, Osmundaria obtusiloba e Ulva sp. foram mantidas a 24 °C, enquanto
os ouri¢os foram aclimatados a diferentes temperaturas. n = 10 por nivel de temperatura. Os
pontos de dados com funcéo de suavizacao e os resultados dos testes post-hoc (teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney-U) sdo mostrados. LV = Lytechinus variegatus. * = significativo, ns = néo
significativo.

Quando os ouricos e as algas foram aclimatados a temperaturas mais altas, as taxas
gerais de consumo ndo diferiram de forma significativa nas faixas de temperatura médias,
ou seja, 26 °C e 28 °C. Valores significativamente mais altos foram encontrados na
comparacao entre a temperatura inicial de 24 °C e a temperatura maxima de 30 °C (Figura
18).
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Figura 18. Taxas de consumo total de Lytechinus variegatus na terceira abordagem experimental.
Os ouricos e as algas Osmundaria obtusiloba, Sargassum vulgare e Ulva sp. foram aclimatados
a diferentes temperaturas. n = 10 por nivel de temperatura. Os pontos de dados com funcéo de
suavizagdo e os resultados dos testes post-hoc (teste de Wilcoxon-Mann-Whitney-U) sdo

mostrados. LV = Lytechinus variegatus. * = significativo, ns = ndo significativo.

Em duas das trés abordagens experimentais, a temperatura teve um impacto
significativo na taxa de consumo total de L. variegatus. Esses impactos foram observados
quando apenas os ouricos foram aclimatados a diferentes temperaturas e quando houve a

aclimatacao dos ouricos e das algas a temperaturas elevadas (Tabela 4).

Tabela 4. Influéncia da temperatura na taxa de consumo total de L. variegatus. Ouricos e/ou algas
foram previamente ajustados a diferentes temperaturas. Resultados de um modelo aditivo geral
com a variavel de influéncias (temperatura). Npar = ndo paramétrico, GL = graus de liberdade, F

= estatistica F.

Tratamento Npar GL Npar F p
Algas aclimatadas 2 1,471 0,245
Ourigos-do-mar aclimatados 3 19,574 2,888
Todos os organismos aclimatados 2 23,235 3,791e”
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5.4 Concentracéo de Proteinas

A espécie Ulva sp. apresentou maior concentracao de proteinas nas trés abordagens
experimentais realizadas, com contetido proteico acima de 4 ug proteinas/mg Peso Seco
de Alga. As espécies Sargassum vulgare e Osmundaria obtusiloba apresentaram
concentracdes semelhantes entre os tratamentos, na faixa de 3 pg de proteina/mg Peso
Seco de Alga (Figura 19). Um maior teor de proteinas foi encontrado em S. vulgare em
comparagdo com O. obtusiloba, exceto na abordagem experimental em que as algas e 0s
ouricos foram aclimatados a 30 °C (Figura 19). As diferencas interespecificas
demonstraram influéncia significativa na concentracdo de proteinas das espécies de algas
analisadas, enquanto a temperatura e a interacdo entre temperatura e a espécie ndo

demonstraram efeitos significativos (Tabela 5).

Tabela 5. Influéncia do tipo e temperatura das algas nas concentracdes de proteinas das algas.
Resultados do Modelo Linear Geral usando um teste do qui-quadrado. GL = Graus de Liberdade

GL Desvio Resid. df Resid. Dev p
Controle 44 2,973
Espécies de algas 2 2,536 42 0,436 < 2el6
Temperatura 2 0,015 40 0,421 0,465
Interacdo 4 0,102 36 0,319 0,038
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Figura 19. Concentragdes de proteinas encontradas nas algas em trés combinagdes de tratamento.
A24-024 = algas a 24 °C e ouricos a 24 °C, A30-0O24 = algas a 30 °C e ouricos a 24 °C, A30-
S30 = algas a 30 °C e ouri¢os a 30 °C. n = 10 por espécie para cada tratamento. Medianas,

interquartis e a area ndo-discrepante sdo mostrados.

5.5 Teor de Polifendis

Apenas a alga parda Sargassum vulgare foi utilizada para a anélise de polifenois
(algas vermelhas e verdes normalmente ndo produzem esta classe de substancias). A
menor concentracdo de polifendis foi observada na abordagem experimental onde os
ouri¢os-do-mar foram inicialmente aclimatados a 30 °C e as algas aclimatadas a
temperatura inicial de 24 °C foram oferecidas como alimento, com uma mediana de 0,625
ug de fendis/mg de Algas. O valor encontrado esta significativamente abaixo das
concentragcfes de polifendis das outras trés abordagens (Figura 20), indicando que a
mudanga brusca de temperatura influenciou significativamente as concentraces de

polifendis em S. vulgare (Tabela 6).
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Figura 20. Teor de polifendis encontrados em S. vulgare apés diferentes abordagens
experimentais. A24-Lv24 = algas aclimatadas e ouri¢cos-do-mar aclimatados a 24 °C; A24-Lv30
= algas aclimatadas a 24 °C e ouri¢os-do-mar a 30 °C; A30-Lv24 = algas aclimatadas a 30 °C e
ouri¢os-do-mar a 24 °C, A30-Lv30 = algas aclimatadas a 30 °C e ouri¢cos-do-mar a 30 °C.n=5
por combinagdo de temperatura. Medianas, interquartis e a area ndo-discrepante sdo mostrados.
mg = peso seco.

Tabela 6. Influéncia da temperatura na concentracdo de polifendis de S. vulgare. Resultado da
ANOVA.

df SS MS F p
Temperatura 3 6,183 2,061 6,129 0,006

5.6 Qualidade da agua

O suprimento de oxigénio para a dgua estava presente em todos os controles com
saturacdo acima de 82% (Tabela 8). A concentracdo de amonia na maioria dos controles
foi de 0 mg/L. Em alguns casos, os valores de nitratos estavam acima das concentragoes
de nitritos e fosfatos, mas em geral uma concentracdo de nutrientes de 5 mg/l ndo foi
excedida. A salinidade variou entre 33 e 36, flutuagOes possivelmente decorrentes das
trocas parciais do volume de agua e os valores de pH diferiram nas amostras individuais

em um maximo de 1,1.
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Tabela 7. Intervalos de valores dos pardmetros que foram determinados para verificar a qualidade

da agua.
) o ) Oxigénio
Aménia  Nitrito Nitrato Fosfato o ] ]
Salinidade pH  Dissolvido
(mg/Ll)  (mg/L)  (mg/L) (mg/L)
(%)
Piloto 1
Minimo 0 0 0 0 33 7.8 82,7
Méximo 0,1 0,25 0,5 5 36 8,4 99,1
Média 0 0,1 2,5 0,5 34 8,1 93,8
Piloto 2 e Estudo
Principal
Minimo 0 0 0 0 33 7.8 93,9
Maximo 0 0,3 5 0,5 36 8,9 100
Média 0 0 0 0,1 34 8,2 96,8
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6. Discussao

6.1 Taxas de consumo

A Teoria Metabolica da Ecologia (Metabolic Theory of Ecology - MTE) descreve
a importancia das taxas metabolicas para a complexidade estrutural, espacial e
temporalmente dindmica dos sistemas, permitindo inferir sobre processos ecologicos em
todos os niveis organizacionais (Brown et al. 2004). Estudos sugerem que a temperatura
possui maior influéncia nas taxas de respiracdo heterotrofica que na produtividade
autotrofica, portanto é esperado que o metabolismo dos herbivoros ectotérmicos aumente
de maneira proporcional ao aquecimento do ambiente. (Brown et al. 2004, Mertens et al.
2015). Deste modo, o aquecimento futuro dos oceanos provavelmente levara a um
aumento no controle “top-down” dos produtores primarios marinhos devido ao aumento
da pressdo de forrageamento exercida por herbivoros para suprir sua maior demanda
energética (Allen et al., 2005; Lépez Urrutia et al., 2006; O’Connor, 2009; Yvon-
Durocher et al., 2010; Carr & Bruno, 2013).

Os limites de tolerancia térmica de cada organismo também influenciam sua
sobrevivéncia e seu comportamento, determinando o intervalo de temperatura ideal para
que seus processos bioldgicos ocorram e os limites criticos que levam a mortalidade.
(Angilletta et al. 2002; Portner & Farrell 2008). O aquecimento pode, portanto, melhorar
0 desempenho dos individuos ao aumentar suas taxas metabdlicas, desde que sua
influéncia esteja restrita aos limites de tolerancia térmica do organismo. Stillman (2003)
investigou a capacidade de aclimatacdo de caranguejos do género Petrolisthes a
diferentes niveis de temperatura e concluiu que 0s impactos das mudancas climaticas nos
organismos dependem da proximidade em que estes se encontram de seus limites de
tolerancia térmica na natureza e de sua capacidade de adaptacdo ao aumento da
temperatura. As variacdes nas taxas de consumo de L. variegatus analisadas no Piloto 1
corroboram com esta observacéo, visto que 0 aumento do consumo ocorreu de maneira
paralela ao aumento da temperatura até o limite de 28°C, a partir de onde comecam a
declinar. A reducéo da taxa de consumo a 30 °C possivelmente evidencia a aproximagéo
do limite da faixa de tolerancia térmica da espécie e a queda no desempenho geral devido
ao desequilibrio entre respiracdo e circulacdo para suprir 0 aumento nas demandas

energéticas (Portner, 2001).
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Apesar da relativa estabilidade das regifes tropicais, ambientes de pouca
profundidade e entremarés sdo propensos a enorme variabilidade térmica no tempo e no
espaco (Helmuth & Hofmann, 2001). Os organismos ectotérmicos que habitam esses
ecossistemas constituem modelos importantes para a compreensdo dos impactos das
mudancas climaticas, uma vez que estes estdo sujeitos as amplas variacdes de temperatura
em tais ambientes, que pode ocorrer em escalas curtas de tempo devido ao ciclo das mares
e variagOes diurnas e noturnas, bem como escalas de tempo longas devido ao aumento
gradual da temperatura superficial da &gua (Helmuth et al., 2010; Lima & Wethey, 2012,
Rubal et al., 2013). As respostas fisiologicas de tais espécies ao estresse térmico sdo
Unicas, revelando respostas adaptativas especificas e estratégias para lidar com as
mudancas em curto e médio prazo (Helmuth & Hofmann, 2001; Somero, 2002). Devido
a estas e outras caracteristicas, o leve aumento na taxa de consumo observado a
temperatura de 32°C pode ser interpretado como resposta da capacidade de adaptacdo da
espécie ao estresse térmico, visto que os individuos foram expostos ao processo de

aquecimento por mais tempo para alcancgar sua temperatura final.

6.2 Influéncia do aumento da temperatura na preferéncia alimentar

A seletividade alimentar de ouricos-do-mar provenientes de regides tropicais é
resultado da relacdo entre a disponibilidade do recurso, condicBGes abidticas e sua
facilidade de ingestdo, evitando itens alimentares que possuam fortes defesas quimicas
ou estruturais contra a herbivoria (Larson et al., 1980; Vadas et al, 1982; McCarty &
Sotka, 2013). Souza et al. (2008) analisaram a preferéncia alimentar de L. variegatus
entre diferentes espécies de algas em seu estado natural e, entre outras espécies, encontrou
predilecdo por Ulva sp., seguida por Sargassum sp. e Osmundaria obtusiloba,
respectivamente. A ordem de preferéncia foi similar a observada neste estudo, e é
possivelmente explicada pelas diferencas estruturais de cada espécie, uma vez que algas
lisas e com laminas foliaceas sdo preferidas por ouricos-do-mar, enquanto algas
ramificadas e com laminas coriaceas sdo menos atraentes (Littler et al.,1983).

A herbivoria possui grande impacto na distribuicdo de algas e na composicao da
comunidade bentonica (Hay, 1984; Duffy & Hay 2000). As interacdes e a sincronicidade

das repostas de herbivoros e produtores a variagdes de fatores abioticos no ambiente séo
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de extrema relevancia para a compreensdo dos efeitos das mudangas climaticas nos
ecossistemas (Ghedini et al. 2015). Mertens et al. (2015) constataram que as taxas de
consumo do gastrépode Turbo undulatus atingiram valores maximos a temperaturas mais
baixas que a observada para o pico de crescimento das algas que estes consomem, gerando
uma assincronia que reflete as diferencas nas respostas fisioldgicas desses organismos.
Resultados similares foram encontrados no presente estudo, onde as algas permaneceram
vidveis nos niveis de temperatura de 28 e 30 °C, ap0s L. variegatus demonstrar declinio
de suas taxas de consumo. Os impactos das respostas fisioldgicas diferenciadas podem
variar de acordo com o grau de aquecimento encontrado no ambiente, levando ao aumento
do forrageamento por parte dos herbivoros e consequente reducéo da area de cobertura
das algas ou ao crescimento excessivo destas quando as taxas de consumo séo reduzidas,
alterando a composicao da comunidade.

A composicdo da dieta e as taxas de consumo de L. variegatus ndo sofreram
alteracOes significativas quando apenas as algas foram expostas a diferentes niveis de
aquecimento, evidenciando a preferéncia acentuada por Ulva sp. No entanto, nos
tratamentos onde apenas os ouri¢cos-do-mar foram aclimatados ou ambos foram expostos
a temperaturas elevadas, foram observadas variacfes nas taxas de consumo e na
composigdo alimentar, o que permite inferir sobre os impactos do aquecimento em sua
dieta. Quando L. variegatus foi aclimatado a temperatura de 30 °C e posteriormente
alimentado com algas que permaneceram a temperatura ambiente, a espécie S. vulgare
foi preferencialmente consumida em contraste com a preferéncia por Ulva sp. observada
em outros tratamentos. A mudanca na preferéncia também foi observada quando algas e
ourigos-do-mar foram aclimatados a diferentes niveis de temperatura, com a taxa de
consumo de O. obtusiloba significativamente maior que a de S. vulgare para a
temperatura de 26 °C. E possivel observar que as ondas de calor podem alterar
significativamente o comportamento de escolha alimentar de L. variegatus apenas se 0s

individuos estiverem diretamente expostos ao aumento de temperatura.

6.3 Concentracdo de Proteinas

N&o houve diferenca significativa no conteudo proteico das algas expostas aos
diferentes tipos de tratamento, portanto ndo foi possivel determinar a influéncia da

temperatura no teor proteico das espécies analisadas. O mesmo fato ja foi previamente
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observado em macroalgas da espécie Desmarestia spp., onde a aclimatacdo a
temperaturas previstas em cenarios de aquecimento dos oceanos ndo resultou em
alteracbes dos contetdos lipidicos e proteicos das algas (Schram et al. 2017). Pode-se
presumir que o aumento das temperaturas em um cendario de onda de calor marinha
provavelmente ndo afetara, em curto prazo, o contetdo proteico das algas analisadas.

Por outro lado, as concentragdes proteicas variaram significativamente entre as
espécies utilizadas no estudo. Ulva sp. apresentou maior concentracdo de proteinas nos
tratamentos analisados, em contraste com S. vulgare. e O. obtusiloba, que apresentaram
valores menores e muito semelhantes entre si. O conteddo proteico pode justificar a
preferéncia de L. variegatus por Ulva sp., uma vez que as taxas de consumo desta espécie
foram superiores na maioria dos cenarios analisados. As proteinas representam grande
fonte de nitrogénio, mas sdo menos eficientes como fonte de energia que os carboidratos
(Marsh & Watts, 2001). O excesso de proteinas pode ter um efeito negativo nas ovas dos
ouricos-do-mar (Pearce et al., 2002), enquanto a falta deste componente pode ser um fator
limitante para seu crescimento (Taylor, 2006). As flutuacGes na disponibilidade de
nutrientes e energia, portanto, sao capazes de influenciar o desenvolvimento e reproducéo
de L. variegatus (Heflin et al. 2014a, b).

Segundo Machado et al. (2018), o comportamento associado a ingestdo de
determinado nutriente pode ser indicado por diferentes critérios, como a ingestdo de
alimentos que variam no conteudo nutricional e a ingestdo de um Unico tipo de alimento
que supre todas as necessidades nutricionais. Apesar da importancia do contetdo proteico
como recurso nutricional, os organismos marinhos precisam de outros nutrientes para um
desenvolvimento ideal, o que explica por que a relacdo observada entre o conteldo
proteico e as preferéncias alimentares ndo sdo necessariamente uma caracteristica geral
observada na natureza. Um exemplo da variacdo desta ordem encontrada no presente
estudo é a abordagem em que os ourigos-do-mar foram mantidos a 30 °C e alimentados
com algas aclimatadas a 24 °C, onde a preferéncia por S. vulgare foi mais acentuada. A
menor quantidade de Ulva sp. ingerida nessas condi¢fes em contraste com o volume de
S. vulgare ndo pode ser justificada apenas pelo conteido proteico encontrado nas algas,
sendo provavelmente relacionado a outros fatores. Angell et al. (2012) também
encontraram resultados divergentes ao analisar a preferéncia alimentar do gastrépode
Haliotis asinina, onde a presenca de defesas quimicas nas algas de maior teor proteico

impediu que estas fossem preferencialmente consumidas.
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6.4 Teor de Polifendis

As concentracfes de polifendis de S. vulgare variaram quando exemplares
aclimatados a temperatura de 24 °C foram alocados para servir de alimentos a ouricos-
do-mar que estavam aclimatados a temperatura de 30 °C. O conteudo de polifendis
encontrado foi menor que o observado nas algas lentamente aclimatadas a 30 °C ou
mantidas permanentemente em 24 °C, o que pode sugerir que o0 estresse térmico de curto
prazo causa diminuicdo no teor de polifendis dessas algas. Essa observacdo poderia
explicar a preferéncia acetuada por S. vulgare nesta abordagem, em detrimento de Ulva
sp. que apresentou maior concentragdo proteica. Gouvéa et al. (2017) observaram padrédo
similar na macroalga Laurencia catarinenses, onde a concentracdo de polifendis foi
reduzida pela metade apds o aumento de temperatura de 20 °C para 28 °C no periodo de
4 h, simulando os efeitos de uma onda de calor. Phelps et al. (2017) também encontraram
alteracdo na preferéncia de gastropodes e anfipodes por Laurencia brongniartii devido a
reducdo significativa de seu conteudo fendlico como resultado dos tratamentos de
aumento da temperatura. Cabe ressaltar que as algas expostas a altas temperaturas
sofreram alteragdes visiveis, como a mortalidade acentuada de O. obtusiloba e a
disseminacdo de epibiontes em S. vulgare. Esses eventos podem ser explicados pela
reducdo das defesas quimicas devido ao estresse térmico do tratamento. Guan et al. (2020)
observou que as defesas quimicas de Zostera marina variaram em diferentes cenarios de
aquecimento, aumentando sua susceptibilidade a bactérias. Apesar do impacto mais
rapido, as ondas de calor marinhas apresentaram menor influéncia na capacidade de
defesa de Z. marina em comparagdo com o aguecimento sazonal.

No estudo de Steele & Valentine (2012), foi observado que a concentracdo de
polifendis nas algas depende menos da pressao de forrageamento por L. variegatus que
da época do ano e, portanto, da temperatura. O aumento da herbivoria estimulou o
acumulo de taninos, enquanto as concentracdes de polifendis foram diretamente
relacionadas ao aguecimento lento que ocorre nos meses de verdo e outono. Esta
correlagdo permite inferir que o0s resultados encontrados no presente estudo
provavelmente se aplicam a eventos de ondas de calor, onde ocorre rapido aumento da
temperatura. A suposic¢ao de que L. variegatus prefere algas com baixa concentragéo de
polifendis, no entanto, é dependente de varios fatores e condi¢des iniciais. Altera¢des nas

defesas quimicas das algas em resposta ao estresse térmico podem induzir a proliferagdo
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de epibiontes. Segundo o estudo de Klumpp et al. (1993), ouri¢os-do-mar demonstram
preferéncia por laminas de algas que apresentam biofilme em detrimento das que nao
possuem nenhum tipo de organismo associado, possivelmente devido a maior oferta de
energia. Os herbivoros marinhos também manifestam preferéncia alimentar acentuada
por algas que produzem metabolitos secundarios quando estas estdo presentes em seu
habitat, em detrimento de espécies com menos defesas quimicas que nao fazem parte de
seu ambiente natural (Engelen et al.,2011; McCarty & Sotka 2013).

6.5 Interagdes entre herbivoros e algas em funcéo do ecossistema

Eventos climéticos extremos como ondas de calor marinhas sao fatores-chave que
podem influenciar a biodiversidade de um ecossistema ao aumentar a pressao de
forrageamento de herbivoros marinhos (Wernberg et al. 2012, Zarco-Perello et al. 2017).
Para compreender melhor a influéncia de longo prazo de uma onda de calor no sistema,
outros fatores, como o crescimento e a multiplicagdo de organismos, bem como a
respiracdo e a mobilidade dos ourigos-do-mar deveriam ser analisados. Outros estudos
mostram que a dieta de L. variegatus é amplamente baseada no acaso (Cobb & Lawrence
2005), mas um alto consumo de algas flutuantes pode ser determinado. A ocorréncia das
algas no ambiente ndo foi testada como fator de influéncia nas escolhas alimentares dos
ourigos-do-mar no presente estudo. As trés espécies utilizadas ocorrem no ambiente
natural de L. variegatus, mas Ulva sp. pode ser encontrada naturalmente em maior
guantidade nas areas proximas ao costdo rochoso. Durante o experimento, todas as algas
foram oferecidas aos ouri¢os-do-mar igualmente, portanto pode-se presumir que o estudo
ndo reflete a disponibilidade natural de recursos no ecossistema em que L. variegatus foi
coletado e poderia, portanto, desenvolver-se de forma diferente in situ. Além das
caracteristicas morfoldgicas das algas e sua composi¢cdo quimica, a escolha do alimento
também ¢é determinada por sua disponibilidade e por mecanismos individuais dos
herbivoros (Pagés et al. 2017). Portanto, as taxas de consumo e composicao da dieta de
L. variegatus podem ser vistas como alguns dos muitos fatores que influenciam a
interacdo entre produtores e herbivoros no sistema.

Além da aptiddo individual dos organismos, fatores abiéticos do sistema também

influenciam as populag¢fes de ourigos-do-mar. Foi demonstrado que a acidificagédo do
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oceano ndo afeta seu desempenho fisiologico, mas pode afetar negativamente a estrutura
de seus espinhos, a integridade de sua carapaca e seu sistema imunologico (Emerson et
al. 2017). AdaptacOes ao estresse térmico, como aumento da sintese de proteinas ou
diminuicdo do crescimento, s6 podem ser alcancadas dentro da faixa de tolerancia de uma
espécie. Em ouricos-do-mar, 0 aumento da temperatura causa maior mortalidade, reducédo
do metabolismo a longo prazo e aumento da expressdao de HSP70, proteina relacionada
ao choque térmico (Harianto et al. 2018). Um metabolismo mais baixo nas temperaturas
de 30 °C e 32 °C em comparacao com as temperaturas de 26 °C e 28 °C foi observado no
presente estudo ao compararmos o declinio das taxas de consumo. As ondas de calor,
portanto, tém um efeito negativo no balango energético dos herbivoros, e 0s mecanismos
de reacdo a esse estresse diferem entre espécies de acordo com a proximidade dos limites

de sua faixa de tolerancia térmica (Marin-Guirao et al. 2017).

7. Consideracoes Finais

As taxas de consumo de L. variegatus aumentaram de maneira significativa em
resposta ao aumento da temperatura, tendéncia que foi observada até o0 momento em que
o limite de tolerancia térmica foi atingido. A preferéncia alimentar dos ouri¢cos-do-mar
também foi influenciada pelo aumento de temperatura, indicando que sua dieta pode ser
alterada em resposta a eventos de onda de calor marinhas. Essa mudanga na composigéo
da dieta esta fortemente relacionada aos mecanismos de adaptacdo do herbivoro, uma vez
que, quando apenas as algas foram aclimatadas a diferentes temperaturas, ndo houve
mudanca significativa. A alteracdo da preferéncia alimentar de L. variegatus pode ser
explicada por variagdes na presenca de metabdlitos secundarios nas algas e em seu teor
proteico, embora a presenca de epibiontes também seja um fator amplamente descrito na
literatura para influenciar este comportamento. A mudanca na interacdo entre algas e
herbivoros desencadeada pelo aumento da temperatura pode ser relevante para a estrutura
e funcionalidade dos ecossistemas bentbnicos, levando ao aumento da pressdo de
forrageamento sobre determinadas espécies.

Diante da complexidade das interacbes encontradas, & possivel ressaltar a
importancia da obtengdo de dados sobre essas relacdes e da realizagcdo do monitoramento

de ambientes vulneraveis, a fim de observar possiveis efeitos das mudangas climaticas in
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situ. Estudos fisiologicos que investiguem os limites de tolerancia térmica das espécies
sdo imprescindiveis para determinar quais espécies vivem atualmente préximas de seus
limites de toleréncia térmica e os possiveis impactos do aquecimento dos oceanos em sua

sobrevivéncia.
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