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Estudo da sensibilidade e tolerancia ao aumento da concentracdo de nutrientes em
larvas de corais

RESUMO GERAL

Os corais sdo organismos sensiveis as mudancas climaticas. Aumento na temperatura e na
concentragdo de nutrientes, efeitos de impacto local e global podem provocar diversas disfungdes
nestes animais, comprometendo todo o ecossistema recifal. O objetivo deste trabalho foi estudar os
efeitos do aumento de nutrientes e de temperatura em larvas de corais. Foi realizado um estudo
bibliografico a fim de observar as respostas a estressores ambientais em outros locais do mundo; em
seguida analisou-se nitrato, nitrito, aménio, fosfato e clorofila a de amostras de aguas de pocas ao
longo do recife de Coroa Vermelha e posterior simulacdo dos valores minimo e maximo dos
nutrientes encontrados nas pogas em larvas do coral Agaricia humilis em diferentes temperaturas.
Por fim foi realizada a analise de peroxidacdo lipidica a fim de buscar evidencias de estresse
oxidativo nas larvas. Observou-se que os nutrientes nitrogenados, 46 pmol L, para amonia e 8,5
umol L, para o nitrato, e a clorofila a apresentaram altos valores no periodo seco (verdo), devido
provavelmente ao aumento do aporte continental nesta época do ano, devido ao aumento do turismo
na regido. As larvas submetidas aos tratamentos na temperatura mais alta (32°) apresentaram as
maiores taxas de mortalidade, cerca de 78% e as maiores taxas de estresse oxidativo ocorreram nas
larvas sobreviventes que foram submetidas aos tratamentos de baixa temperatura e maiores
concentragdes de nutrientes. Os resultados apontados neste trabalho demonstram a importancia do
monitoramento de corais para avaliacdo dos efeitos de estressores ambientais nos recifes. Foi
evidenciado que 0 aumento de temperatura nos oceanos pode aumentar as taxas de mortalidade nos
corais, enquanto o aumento de nutrientes, ainda que em temperaturas mais brandas (26°C) pode
provocar estresse oxidativo.



Palavras-chave: Agaricia humilis, ecossistemas recifais, espécies reativas de
oxigénio, defesas antioxidantes, LPO, TBARS



Study of the sensitivity and tolerance to the increase of nutrient concentration in coral
larvae

ABSTRACT
Corals are organisms that are sensitive to climate change. Increased temperature and nutrient

concentration, effects of local and global impact can cause several dysfunctions in these animals,
compromising the entire reef ecosystem. The objective of this work was to study the effects of
nutrient and temperature increase on coral larvae. A bibliographic study was carried out to observe
the responses to environmental stressors in other parts of the world; then nitrate, nitrite, ammonium,
phosphate and chlorophyll a from pooled water samples along the Coroa Vermelha reef and later
simulation of the minimum and maximum values of the nutrients found in the pools in larvae of the
Agaricia humilis coral at different temperatures. Finally, the analysis of lipid peroxidation was
carried out in order to search for evidence of oxidative stress in the larvae. It was observed that
nitrogenous nutrientes, 46 umol L™, for ammonia and 8,5 umol L, for nitrate, and chlorophyll
presented high values in the dry season (summer), probably due to the increase in continental intake
at this time of the year, due to the increase in tourism in the region. The larvae submitted to
treatments at the highest temperature (32°) presented the highest mortality rates, about 78% and the
highest rates of oxidative stress occurred in the surviving larvae that were submitted to low
temperature treatments and higher nutrient concentrations. The results pointed out in this work
demonstrate the importance of coral monitoring to evaluate the effects of environmental stressors
on reefs. It has been shown that rising temperatures in the oceans can increase coral mortality rates,
while increasing nutrients, even at milder temperatures (26 ° C), can lead to oxidative stress.

Keywords: Agaricia humilis, reef ecosystems, reactive oxygen species, antioxidant
defenses, LPO, TBARS



INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui o tnico complexo recifal do atlantico sul (MARANGONI et al. 2017), com
pouca diversidade de espécies, porem com alto endemismo. Situado na regido costeira dos estados
da Bahia e do Espirito Santo, estdo os bancos recifais conhecidos como Royal Charlotte e banco dos
Abrolhos. Os bancos sdo alargamentos da plataforma continental, que se estendem da costa em
direcdo ao mar por aproximadamente 200 km (ANDRES et al. 2018). A cidade de Porto Seguro
abriga varias fisionomias da Mata Atlantica e seus ecossistemas associados, incluindo o marinho,
sendo este um dos grandes atrativos que fazem do municipio um dos mais importantes destinos
turisticos do pais (COSTA et al. 2003). Esses ambientes, a0 mesmo tempo em que representam uma
das forcas propulsoras do desenvolvimento do municipio, encontram-se pressionados pelo
crescimento continuo das atividades turisticas e outras formas de uso da terra e dos seus recursos
hidricos (CAMPANILI e SCHAFFER, 2010). Assim, metodologias que identifiguem como o0s
ambientes costeiros e recifais estdo respondendo a presenca e uso humano é fundamental para guiar
acOes e politicas publicas que visem garantir a conservacdo deste patriménio e da socio-economia
que dele depende.

A zona costeira € uma regido que esta interligada tanto com o ambiente marinho bem como
com o continente. Essa interligacdo permite que atividades desenvolvidas na porcéo continental do
territorio causem impactos nos ecossistemas costeiros e recifais (CASTRO, 2016). Fernandes
(2016) relata que a densidade demografica média da zona costeira € de 87 habitantes/kmz2, cinco
vezes superior & média nacional, de 17 habitantes/kmz2. Esse dado indica a importancia de estudos
de investigacdo dos efeitos dessas interacdes entre as zonas costeiras e recifais e 0s impactos em
Seus ecossistemas.

As maiores ameacas a biodiversidade marinha, principalmente costeira, sdo a destruicdo de
habitats, a sobrepesca, a explora¢do dos recursos para consumo e a introducao de espécies exoticas
(FERRIER-PAGES, 2011). O turismo desordenado tem se mostrado especialmente danoso nas
regides de recifes de corais e fundos calcérios, enquanto que a polui¢do, principalmente por
pesticidas, produtos quimicos, rejeitos industriais e esgoto doméstico, constitui um forte agente de
ameaca para a manutencdo da biodiversidade marinha (MARQUES et al. 2017). Os recifes
costeiros sofrem grande influéncia de bacias e microbacias hidrograficas e do material que é
despejado nelas, como esgotos, fertilizantes, dentre outros (BRUNO et al. 2003; MEJDOUB et
al.,2017). Adicionalmente as zonas costeiras sdo ecossistemas sujeitos a intensas forcantes fisicas

como oscilacdo da maré, ondas produzidas pelo vento, variacdo de temperatura que frequentemente



produzem grande variabilidade na composicdo de comunidades bioldgicas, e na intensidade dos
processos biogeoquimicos (COLES et al. 2015).

No litoral brasileiro estdo presentes uma grande variedade de ecossistemas que incluem
manguezais, recifes de corais, dunas, restingas, costées rochosos, estuarios, marismas, que abrigam
fauna e flora diversa (FERNANDES, 2016). A ocupacdo desordenada desses espagos vem
colocando em risco tais ecossistemas.

Além dos impactos causados por atividades antropogénicas nas zonas costeiras, os recifes de
corais sdo ameacados ainda por diversos estressores inerentes as mudancas climaticas (CASTRO,
2016). Esses estressores podem ser agudos, quando séo decorrentes de eventos de curta duracao,
como El nifio, aumento de temperatura, doencas, tempestades, urbanizagdo, entre outros
(BACELAR, 1997). Ja os estressores crénicos agem por um longo periodo, estando associados a
degradacdo ambiental mais lenta, como diminuicdo de ions de carbonato e calcificacdo reduzida,
entrada de nutrientes, sedimentacdo, mudancas na circulacdo atmosférica e oceanica (TOSIC et al.
2018). Os estressores podem ser de escala global, local ou regional. Impactos locais sdo aqueles que
seus efeitos sdo observados a até 100 Km, regionais de 100 a 1000 Km e os globais tém implicacdes
além de 1000 Km (BUDDEMEIER et al. 2004).

Os recifes de corais sdo um dos ecossistemas que mais sofrem com as consequéncias das
mudancas climaticas. De fato, os corais sdo animais ectotérmicos, ou seja, a manutencdo de sua
temperatura corporal se da através de mecanismos externos (NILSSON 2010). Aumentos de até 4°C
podem levar ao seu branqueamento em semanas ou até mesmo dias (FONSECA et al. 2017).

Os corais dos recifes tropicais sdo em sua grande parte, corais construtores, da ordem
Scleractinia. Estes animais sdo conhecidos como construtores, pétreos ou corais verdadeiros, pois
sua grande caracteristica é a sintese de um esqueleto calcario, em um processo denominado
calcificacdo (ALLISON et al. 2018). Estes corais fazem simbiose com as zooxantelas, organismos
unicelulares fotossintéticos de cor amarelada, acastanhada ou dourada. Existem corais que fazem
outros tipos de simbiose, com zooclorelas ou cianelas, por exemplo (BACELAR, 1997). As
zooxantelas provem carboidratos (glicerol e glicose), além de lipideos e aminoacidos, para o coral.
Esses cnidarios sdo politréficos, ja que obtém energia tanto da autotrofia (com a simbiose com as
zooxantelas) como da heterotrofia. A heterotrofia dos corais inclui a ingestdo de bactérias,
fitoplancton e zooplancton (MAJUMDAR et al. 2018).

A perda de simbiose entre as zooxantelas e os corais podem levar ao declinio dos recifes de
corais, pois estes acabam ficando sem sua principal fonte de energia para suas atividades
metabdlicas primarias e secundarias, como a calcificacdo (BUDDEMEIER et al. 2004). Assim, a

perda da zooxantela pelo coral pode implicar no declinio de suas taxas de calcificagcdo, o que deixa



0s corais suscetiveis a erosdo, comprometendo nao apenas todo o ecossistema recifal, mas também
deixando a linha de costa mais desprotegida, interferindo na geomorfologia das zonas costeiras
(FERRIER-PAGES, 2011). Além disso, ainda ha a significativa perda de servicos ecossistémicos,
como os de suporte, que consiste na ciclagem de nutrientes, os de provimento, dos quais séo obtidos
alimentos e outros bens, entre outros servigos associados aos recifes de corais (CASTRO, 2016).

Diversos fatores estressores podem levar os corais a expulsarem seus hospedeiros naturais
(zooxantelas), podendo ser destacados o aumento da temperatura dos oceanos, aumento
descontrolado de nutrientes no ambiente marinho, diminuicdo na disponibilidade de ions de
carbonato, dentre outros (MARANGONI et al., 2017). Como s&o esses organismos unicelulares que
possuem 0s pigmentos fotossintetizantes, ao sairem do coral, estes perdem sua cor caracteristica, 0
que leva ao fendbmeno conhecido como branqueamento (BUDDEMEIER et al.,, 2004). Este
fendmeno, é entdo uma resposta fisioldgica dos corais frente aos estressores ambientais.

Os corais, assim como outros animais aerébicos, usam o gas oxigénio para transformacdes
metabdlicas e producdo de parte do ATP (Adenosina Trifosfato) (BACELAR, 1997). Contudo, o
oxigénio é um importante agente oxidante, pois sua forma molecular diatbmica apresenta dois
elétrons desemparelhados em diferentes orbitais (SHRIVER et al., 1994). O que Ihe confere uma
certa facilidade em oxidar componentes celulares essenciais, ou intermediarios metabdlicos
utilizados em reacfes biossintéticas, ou aquelas nas quais resultam na calcificacdo dos corais, por
exemplo (SOLOMONS, 2006). Além do oxigénio molecular, existem outros radicais derivados que
também podem causar danos as células animais, tais como o superoxido, o hidroxil, o peroxil, o
alcoxil, entre outros (LESSER, 2006). Estes radicais sdo conhecidos como espécies reativas de
oxigénio, EROs (MARANGONI et al. 2017).

Os organismos contam entdo com defesas antioxidantes naturais para combater as EROs.
Alguns mecanismos incluem agentes cataliticos, como enzimas peroxidase e a superdxido
dismutase, SOD, que removem as EROs (LESSER, 2006). O conjunto desses mecanismos € a
chamada capacidade antioxidante, no caso dos corais, quando as EROs ultrapassam a capacidade
antioxidante, ocorre o branqueamento (CASTRO, 2016). Os estressores que levam a essa condicao,
portanto, sdo os térmicos e oxidativos.

Os corais, assim como 0s demais organismos celulares, possuem lipideos e proteinas em
suas membranas plasmaticas (NELSON, 2006). Estas bicamadas podem ser danificadas pelas
EROs, 0 que é evidenciado pela peroxidacdo lipidica, LPO, que é a deteorizacdo oxidativa de
lipideos poli-insaturados (SOLOMONS, 2006).



A lipoperoxidacgdo, assim como toda reagdo envolvendo radicais, possui trés etapas: a
iniciacdo, a propagacdo e a terminacdo (SOLOMONS, 2006). A inicia¢do, nesse caso ocorre por
ataque a um lipidio por ERO, como o hidroxil que é capaz de remover um hidrogénio do grupo

metileno, conforme Equagéo 1 abaixo:

[1] -CH2-(ag) + OH*(ag) — -CHe(ag) - + H20q)

Em seguida, um novo radical é formado (-CHe-) e estabilizado através de um rearranjo
molecular, de tal maneira que se forma um dieno conjugado (SOLOMONS, 2006). Em condi¢fes
aerobicas, este radical centrado em carbono se combina com o oxigénio levando a formacédo de
radicais peroxil (ROO¢) (LESSER, 2006), conforme representado na Equacdo 2. Neste caso o R

remete a um radical generico.

[2] Re@g) + O2(ag)— ROO*(aq)

Os radicais peroxil sdo capazes de extrair um atomo de hidrogénio de outra molécula de
lipidio, 0 que leva a propagacéo da LPO.

[3] ROO‘(aq) + 'CH'(aq) — ROOH(HQ) + 'C.'(HQ)

Por sua vez, o novo radical centrado em carbono poderé reagir com o oxigénio e formar
novamente o radical peroxil e as reacdes em cadeia prosseguem (SHRIVER et al., 1994,
SOLOMONS, 2006). Quando o radical peroxil se combina com o atomo de hidrogénio que extraiu,
ocorre a formacdo de um hidroperéxido (ROOH) (NESLON, 2006). A reatividade deste composto
leva a fragmentacdo dos lipidios poli-insaturados, gerando produtos secundarios como o 4-hidroxi-
2-nonenal, malondialdeido (MDA) ou compostos contendo grupos carbonila UCHIYAMA e
MIHARA, 1978). Inclusive, 0 MDA é um composto utilizado para quantificar o dano oxidativo em
corais pela peroxidacgdo lipidica (FONSECA et al., 2017). Nesse caso, 0 MDA é detectado pelo
ensaio TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) utilizando-se o acido tiobarbiturico (TBA)
como reagente (UCHIYAMA e MIHARA, 1978). O MDA pode reagir com proteinas e com as
bases do DNA, o que pode induzir a lesdes mutagénicas e levar ao branqueamento (FONSECA et
al., 2017).



Assim, a toxicologia aquéatica € uma importante ferramenta para a determinagdo do estresse
oxidativo sofrido por corais. Pode-se avaliar a toxicidade aguda (ensaios de até 96 h) ou crbnica
(ensaios mais longos a depender do tempo de vida do organismo) (ALLISON et al., 2018). A
grande vantagem de um ensaio que investiga a toxicidade aguda diz respeito a obtencdo de
respostas em um curto espago de tempo, o que pode ser aplicado em organismos que tem um tempo
curto de vida ou de fase do seu desenvolvimento (MARANGONI et al., 2016). Como € o caso de
alguns corais, que possui estagio larval com duracdo de 4 dias, passando a ser a partir dai um
recruta, em seguida um juvenil, por fim, passando para a fase adulta (CASTRO, 2016). Dessa
maneira, ensaios curtos podem significar economia de recursos para estudos ecotoxicoldgicos
importantes para o entendimento dos efeitos das mudancas climéticas e dos estressores locais.

Em um determinado ensaio toxicoldgico pode ser investigado os efeitos da interacdo
toxicoldgica, ou seja, das misturas dos estressores. Pode-se observar um efeito de adi¢do, quando o
efeito da mistura de dois agentes é igual a soma dos efeitos de cada um individualmente
(MARANGONI et al., 2016). Pode ser ressaltado também um efeito de potencializa¢cdo quando um
dos agentes so tem efeito quando combinado com outro. O efeito pode ser antagdnico, quando ha
diminuicdo da acdo toxica quando os agentes sdo combinados, e pode-se observar ainda um efeito
sinérgico quando o efeito combinado de dois agentes é maior do que a soma dos efeitos individuais
(HOFFMAN et al., 2002).

Desta forma, o objetivo deste trabalho € analisar os efeitos de estressores locais e globais na
toxidade aguda de larvas do coral Agaricia humilis por meio de evidencia do estresse oxidativo pelo
ensaio TBARS. Sera discutido ainda os efeitos das misturas dos estressores, a fim de verificar se

estes possuem o efeito de adi¢do, de potencializagdo, antagénico ou sinérgico.
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ARTIGO 1 — AVALIACAO DE ANTIOXIDANTES NOS EFEITOS DE
POLUENTES NO ESTRESSE OXIDATIVO EM CORAIS: UMA REVISAO

Resumo

Os recifes de corais estdo diminuindo gradativamente devido a diversos fatores associados a
mudancas climaticas, além de atividades antropicas que também contribuem para os impactos nos
ecossistemas recifais. O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento em diferentes bases de
dados, sobre as respostas de enzimas antioxidantes aos poluentes no estresse oxidativo de corais.
Para tanto, consultou-se diversas palavras-chaves, sendo realizada uma analise das publicacGes
encontradas. Foram encontradas 29 publicacGes, indicando que os poluentes mais estudados sédo o
cobre, o cadmio, o zinco, aménio e nitrato (Cu?*, Cd?*, Zn?*, NH4*, NO3"). O estresse oxidativo foi
constatado em todos os trabalhos, através de andlise de atividade enzimatica. Dentre as respostas
antioxidantes, as que ocorrem com mais frequéncia nos trabalhos sdo a catalase (CAT), a
superdxido dismutase (SOD) e a peroxidacéo lipidica (LPO).

Palavras-chaves: ecossistemas recifais, espécies reativas de oxigénio, enzimas antioxidantes, SOD,
CAT, LPO.
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Figura 1: Graphical Abstract

Introdugéo

Os ecossistemas coralineos fornecem diversos servigos ecossistémicos para a sociedade, sobretudo
aquelas que se encontram nas zonas costeiras (OAKLEY et al., 2017). Estes ecossistemas albergam
uma grande biodiversidade, incluindo espécies que sdo utilizados na alimentacdo humana
(GARDNER et al., 2017). Pode-se destacar também que os recifes de coral protegem regides

costeiras da acdo de ondas e tempestades, formando uma barreira que protege a linha de costa
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(MUNIZ-ANGUIANO et al., 2017). S&o ainda apreciados para lazer e turismo, além de fornecer
substancias aproveitadas pelas pesquisas farmacoldgicas, que visam a extracdo e o isolamento de
compostos para teste de suas propriedades no tratamento de doencas e disfun¢Ges humanas.
(CORREIA, 2005; MARANGONI et al., 2016). Provendo dessa forma, servicos de regulacédo, de
suporte, provisdo e culturais (CASTRO, 2016).

Associados aos ecossistemas coralineos estdo ainda outros ambientes como bancos de gramas
marinhas, manguezais, bancos de gorgonias, além de bancos de algas (FERRIER-PAGES, 2011).
Um mesmo organismo pode passar fases de sua vida em mais de um ambiente destes, como alguns
filhotes de peixes que podem viver enquanto larvas nos manguezais, passando a viver sua vida
adulta no entorno dos recifes (HOFFMAN et al., 2002).

Apesar de toda sua importancia, infelizmente os recifes de corais sofrem ameacas pelo uso
descontrolado de seus recursos, como pesca desenfreada, turismo descontrolado, poluicdo,
mudancas climaticas de escala global (GEGNER et al. 2017).

Os estressores globais e até mesmo locais podem levar a diversas disfun¢Ges nos organismos dos
corais, comprometendo inicialmente seu metabolismo secundario, como as taxas de calcificacdo de
seu esqueleto, passando a interferir no seu metabolismo primario, causando a expulsdo dos seus
hospedeiros naturais, as zooxantelas, levando-o a condi¢do conhecida como branqueamento
(STOCKER et al. 2010).

A perda da simbiose entre os corais e as zooxantelas pode ser observada antes mesmo do fendbmeno
do branqueamento (WEIS, 2008). Para entender como isso € possivel, faz-se necessario primeiro
compreender o que ocorre na fisiologia do coral que permite a expulsdo do seu hospedeiro. Esta
condicdo é consequéncia, principalmente do estresse oxidativo (FONSECA et al., 2017). Os
estressores de diferentes escalas podem levar ao aumento descontrolado das zooxantelas dentro do
coral, que por sua vez, ndo consegue mais suprir as demandas para seus simbiontes, o que leva a
interrupcdo da fotossintese das zooxantelas (GRIFFIN, 2006). Neste ponto, essas microalgas
passam a produzir espécies reativas de oxigénio, EROs, que sdo substancias danosas aos corais,
uma vez que sao radicais que se ligam as bicamadas lipidicas, proteinas e bases do DNA desses
animais (LESSER, 2006). Essas EROs aumentam em propor¢do a exposi¢do dos corais aos
estressores ambientais, chegando a ultrapassar a capacidade antioxidante, que é uma defesa natural,
dos corais (FONSECA et al. 2017). Isso leva esses cnidarios a expulsarem a fonte de EROs, ou seja,
as zooxantelas. Consequentemente esses corais perdem os pigmentos fotossintetizantes de seus

simbiontes, passando a exibir a coloragdo branca tipica de seu esqueleto (CASTRO, 2016).



13

Assim, antes desta ultima agdo, os corais jA apresentam danos em suas bicamadas lipidicas,
condicdo verificada através da peroxiodacdo lipidica, LPO; apresentam também danos no DNA,
além do aumento da atividade de enzimas antioxidantes, diminuindo sua capacidade antioxidante.
Todos esses efeitos podem ser verificados em ensaios laboratoriais, para verificar o estresse

oxidativo sofrido pelos corais antes mesmo do seu branqueamento.

Desta maneira, este trabalho visa reunir as informacdes sobre os estudos ja feitos, o a fim de dar

suporte ao estudo sobre os impactos globais e locais no estresse oxidativo de corais.

Material e Métodos

Este estudo foi conduzido a partir de uma busca da literatura disponivel nas bases de dados Science
Direct, Web of Science e Scopus, entre julho de 2017 e setembro de 2018. Foram utilizadas as
seguintes palavras-chaves na busca, e ocasionalmente, a combinacdo entre elas: “coastal
nitrification”, “oxigen reactive species”, “nitrogen reactive species”, “nutrient stress reefs”, “coral

oxidative stress”.

A partir dos resultados encontrados, foi necessario correlacionar as palavras chaves com os
contetidos dos artigos e assim verificar sua relevancia no estudo de nutrientes em ambientes recifais
e seus impactos no estresse oxidativo em corais. Para isso, foram seguidos 0s seguintes critérios: a)
excluiram-se os trabalhos que ndo continham as palavras-chave por completo ou que ndo tratavam
de estudos com poluentes e estresse oxidativo em corais; b) apenas respostas antioxidantes foram

consideradas, deixando-se de fora taxas de mortalidade, calcificacdo, estudos genéticos.

Em seguida, as informacBes foram organizadas seguindo-se a seguinte sequéncia: a) qual a
abordagem dos estudos em relacdo ao estresse oxidativo nos corais? b) quais espécies de corais
foram utilizadas nos ensaios? c) onde os experimentos foram conduzidos? d) que estressor foi

estudado? e) qual a concentracao do estressor? f) quais séo as respostas antioxidantes?

Resultados e Discussao

As buscas das palavras-chave renderam milhares de retorno, foi separado os resultados por ano e

base de dados, para verificar melhor o nimero de publicagdes, conforme ilustrado na Imagem 1:
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Figura 2: Resultados das buscas nas bases de dados
A base Science Direct foi a que apresentou mais resultados em todas as buscas realizadas. De todos
os trabalhos encontrados apenas 29 faziam mencgéo ao estresse oxidativo e respostas antioxidantes.
Os estudos foram organizados e prosseguiu-se o recorte da abordagem realizada para compreensao

do estudo do estresse oxidativo em corais.
a) qual a abordagem dos estudos em relacdo ao estresse oxidativo nos corais?
ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Diversos organismos utilizam o gas oxigénio em seus processos metabdlicos. Esse oxigénio pode

sofrer reducdes parciais, devido a sua configuracdo eletrénica de pares de elétrons disponiveis, 0
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que leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MARANGONI et al. 2017). Estas
espécies tanto podem exercer um papel benéfico como ndo, de acordo com suas concentragdes.
Com a producdo continua de EROs, os organismos passam a desenvolver mecanismos protetores,
chamados ““capacidade antioxidante” que neutralizam os efeitos adversos das EROs (ZHOU, 2018).
Contudo, perturbaces ambientais diversas, como poluicdo, incremento de nutrientes em ambientes
recifais, dentre outros, podem aumentar a taxa de producdo de EROs substancialmente, excedendo a
capacidade antioxidante do organismo, o que o leva a condicdo de estresse oxidativo (GRIFFIN,
2006). Esta condicdo causa danos oxidativos as biomoléculas, como lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, induzindo a efeitos deletérios e alterando a estrutura e/ou funcdo dessas biomoléculas
(LESSER, 2006).

O estresse oxidativo em corais esta associado a seu branqueamento. Este fenémeno € caracterizado
por diminuicdo de pigmentos fotossintetizantes em decorréncia da disfungdo da simbiose coral-
zooxantelas. O estresse € uma resposta as perturbagdes ambientais. Durante o estresse oxidativo,
ocorre uma aceleracdo no metabolismo das zooxantelas associadas aos corais, nestas condicoes, as
zooxantelas passam a produzir substancias que sdo danosas aos corais, as ERO, em maior
quantidade que o normal (GRIFFIN, 2006). Quando o coral perde 70% a 90% da pigmentacdo de
seus tecidos, pode-se perceber visualmente o branqueamento, pois ocorre uma coloracdo branca do
esqueleto de carbonato de calcio do tecido, devido a perda de simbiose com as zooxantelas
(FONSECA et al. 2017).

O estresse oxidativo pode ocorrer devido a diversos fatores tais como: variaces de salinidade,
sedimentacdo excessiva, polui¢do, incremento de nutrientes, entre outros. Além disso, de modo
natural, o estresse oxidativo esta associado ao aumento de temperatura e alta incidéncia de luz em
ambientes recifais (WEIS, 2008). A depender do tempo de estresse ao qual o coral é exposto, 0
branqueamento pode causar a mortalidade da espécie, contudo quando esta mortandade nao ocorre,
observa-se um declinio nas taxas de fecundidade e crescimento e 0 aumento da susceptibilidade a
doencas, dessa maneira, o desenvolvimento do coral € igualmente comprometido (RAMOS, 2007).
Estas consequéncias aos corais acarretam em graves consequéncias ao ecossistema recifal
(MEJDOUB et al., 2017). Atualmente, nota-se um interesse crescente em estudos de toxicidade
oxidativa em organismos aquaticos causada por diferentes poluentes (LIVINGSTONE, 2001;
LUSHCHAK, 2014; ORBEA et al., 2017), o que reforca a importéncia do estudo de como o0s

poluentes encontrados nos ecossistemas aquaticos afetam a biota ali presente.

EFEITOS DE NUTRIENTES NOS ECOSSISTEMAS MARINHOS COSTEIROS
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O crescimento urbano em ritmo acelerado e sua distribuicdo desproporcional ao longo de aguas
costeiras, aumentam a carga de nutrientes nos ecossistemas aquaticos (MARQUES et al. 2017). O
aumento desses nutrientes, sobretudo o aumento de espécies de nitrogénio, levam a proliferacdo de
algas, inclusive algas prejudiciais devido sua toxicidade (MAIN 2010). Altas concentraces de
espécies de nitrogénio podem ainda causar hipoxia e anoxia (baixa concentracdo de oxigénio
dissolvido e auséncia de oxigénio dissolvido, respectivamente), que comprometem espécies
sensiveis e declinio ou eliminacdo da vegetacdo aquéatica submersa (OLSEN, 2013). Esta vegetagdo
fornece habitat para alguns peixes e mariscos, equinodermos e cnidarios em aguas rasas. Portanto,
seu comprometimento acarreta em mudancas e desequilibrios em toda a biota associada (KELLY,
2008).

O ciclo de nutrientes varia conforme a natureza de sua espécie. Para o nitrogénio, 0s processos de
fixacdo nos ambientes marinhos se ddo por demandas biolégicas, diferentemente do fosforo que se
da por demandas quimicas (LUZ, 2018). Os recifes de corais sao muito importantes para o ciclo do
nitrogénio, que possui papel ndo so de nutriente, mas também de atuar como oxidante ou redutor em

diversas reacfes metabolicas.

Em estudos classicos (CROSSLAND, 1983; CAPONE et al. 1992; ATKINSON e FALTER, 2003),
sdo demonstradas as concentracdes usuais de nitrato e aménia em ambientes de recifes, que variam

de (0,05 a 0,5) pmol L, enquanto o nitrito usualmente é encontrado abaixo de 1 pmol L1,

A fixacdo do nitrogénio nos recifes de corais é associada, majoritariamente, as cianobactérias
(DOWNS, 2002). A mortalidade de corais, causados por doencas ou brangueamento, em pode
aumentar a area superficial do substrato disponivel para colonizacdo por comunidades microbianas,
incluindo bactérias de fixacdo de nitrogénio. Este desequilibrio, pode levar a diminuicdo do
nitrogénio organico e favorecer o aumento de nitrogénio inorganico. Esta situacdo leva ao aumento
de espécies de algas, que diminuem a quantidade de corais, principalmente quando associada a
situagdes estressoras, como pesca, retirada das matas ciliares, poluicdo, atividades antropogénicas
(HOLMES e JOHNSTONE, 2010).

RESPOSTAS DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES AO ESTRESSE

Um antioxidante é uma substancia que tem o poder de retardar ou prevenir os efeitos da oxidacao

de substratos. Existem diversas defesas antioxidantes, como agentes cataliticos que removem as
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EROs, agentes que diminuem a formacdo das EROs, proteinas que protegem o organismo das a¢oes
das EROs, entre outros. Contudo, as defesas ndo sdo suficientemente eficientes, pois os danos
atingem DNA, proteinas e lipidios. Dentre as defesas antioxidantes mais estudadas como
diagnosticos para o estresse oxidativo em corais, pode-se citar: a superoxido dismutase, a enzima

catalase, a glutationaperoxidase, a glutationa-s-transferase, a peroxidacao lipidica, (PATEL, 2015)

A superoxido dismutase, SOD, e a catalase, CAT, atuam juntas para converter as EROs em agua.
Isso ocorre em duas etapas, inicialmente, a SOD catalisa a reacdo de dismutacao do superdxido em
peroxido de hidrogénio, enquanto a CAT atua na degradacdo do seu substrato, peroxido de

hidrogénio em oxigénio e agua. (LEVY et al. 2006).
b) quais espécies de corais foram utilizadas nos ensaios?

Boa parte dos estudos encontrados foram conduzidos em ensaios com corais do género Pocillpora.
Seguido deste género, os mais estudados sdo Montastrea, Montipora, Mussismilia, Pocillpora,

Porites e Stylophora, conforme pode-se observar na Figura 2.
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Figura 3: Géneros de corais mais frequentes nos estudos

¢) onde os experimentos foram conduzidos?
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Os estudos foram realizados no sul da Bahia, no Brasil (MARQUES et al. 2017; MARANGONI et
al. 2017; FONSECA et al. 2017); e na Australia, principalmente (GARDNER, 2016; HAWKINS,
2015; KRUEGER, 2015). Outros locais de estudo e as espécies de corais estudadas estdo

relacionadas na Figura 3.
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Figura 4: Espécies de corais e respectivos locais de estudo em relagdo a resposta antioxidantes ao estresse oxidativo

d) que estressor foi estudado?

A maior parte dos estudos, pouco mais de 40%, fizeram ensaios com o cobre e o cadmio, sendo 0s
nutrientes nitrato e fosfato menos frequentes. Além dos metais e nutrientes viu-se também alguns
estudos que relataram os efeitos do benzo(a)pireno, do cloreto de ferro e do clordecona no estresse

oxidativo em corais. Portanto, os estressores mais frequentemente relatados sdo de escala local.

Além destes, ainda foi verificado o estressor de impacto global, a temperatura. Os maiores valores
foram em torno de 32 °C (GRIFFIN, 2006; HAWKINS, 2015) e o menor valor em torno de 25 °C
(WILLIAMS, 2016). Os dados aqui apresentados podem ser vistos no Quadro 1 que sumariza 0s

resultados dos estudos analisados neste escopo.



Quadro 1: Sumarizagdo dos resultados encontrados.
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estudo substancia [ ] umol L* dano A)DNA CAT % GR % GPx % CA % SOD % LPO % GST%  prod 0,% Mg'ﬁ/zpase AT%aa:; %

BIELMYER 2010 cobre 2 - - - - 57,1 - - - - - -
CLAVIER 2005 amonio 2500 - - - - - - - - 66,8 - -
DOWNS 2002 ) ) . . . ) ) ) 9% ; ; ; ;
DUCKWORTH 2017 niquel 50 - 63,6 416 - - - - - - - -
FONSECA 2017 cobre 38 ) ) ) ) 64,3 ) ) ) ) ) )
GARDNER 2016 - - - - - - - 833 - - - - -
GRIFFIN 2006 temperatura 32 - 20 - - - - - - - - -
HAWKINS 2015 temperatura 32 = 73,68 = - - 42,86 - - - - -
HIGUCHI 2015 nitrato 10 - 80 - - - 833 - - - - -
KRUEGER 2015 temperatura - - 50 - - - 14,29 - - - - -
KTEIFAN 2017 fosfato 550 72,8 - - - - - 73 - - - -
LBV 08 luz 440-480 nm - 36,36 - - - 24 - - - - -
LINAN-CABELLO 2009 : : : 67,23 54,17 45,56 : : : 96,47 86,85 : :
LUZ 2018 pH 7.2 - - - - - - 79,17 - - - -
MAIN 2010 cobre 50 - 80 - - - 29,4 - - - - -
MARANGONI 2017 cobre 6,7 - - - - 493 - 455 - - 39,7 40
MARQUES 2017 cobre 32 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 25
OLSEN 2013 temperatura 30,8

PATEL 2015 cobre 10 - 70 76,2 75 63,6 - - - - - -
PRAZERES 2011 zinco 934 - - - - - 28,6 28,6 - - - -
PYTHAROPOULOU 2011 cadmio 100 - - - - - - 72,7 - - - -
AL O 0L benzo(a)pireno 1,04 - 83,3 - - - 85,7 - 50 - - -
SCHWARZ 2013 cobre 30 46 - - - - - - - - - -
SIDDIQUI 2015a cobre 50 ) ) ) . . . . ) ) ) )
SIDDIQUI 2015b cobre 100 - 66,7 66,7 72,7 345 - - - - - -
VIJAYAVEL 2012 cloreto de ferro 100 - - - - - - 42,4 - - - -
WECKER 2018 clordecona 30 - 42,8 - - - 100 - - - - -
WILLIAMS 2016 temperatura 26 - 20 - - - 66,7 - - - - -
ZHOU 2018 cadmio 20 - 56,2 - - - 481 - 64,3 - - -
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O Quadro 1 auxilia ainda a entender as informac6es que respondem ao questionamento e)
qual a concentracdo do estressor? Observa-se que esta resposta ndo é uniforme, para cada
estudo foi utilizada uma concentracdo de um mesmo estressor. Por exemplo, pode-se
considerar o cobre, um estressor de impacto local estudado na concentragdo de 2 umol L™ por
BIELMEYER, 2010; a até 100 pumol L por SIDDIQUI, 2015b. Contudo, nenhum desses
valores foram justificados. N&o ha nenhum relato de qualquer estudo prévio determinando as
concentracdes dos estressores analisados nos ambientes naturais para posterior simulagéo dos

seus efeitos nos corais.

Em relacdo a pergunta f) quais sdo as respostas antioxidantes? O Quadro 1 também nos traz
informagdes importantes, ensaios com a catalase, CAT, superoxido dismutase, SOD e
peroxidacdo lipidica, LPO, sdo os mais frequentes nos estudos. Isto pode ser explicado pelo
fato de a LPO ser a primeira evidencia de ocorréncia de estresse oxidativo, uma vez que as
espécies reativas de oxigénio atacam primeiramente as bicamadas lipidicas. E ainda, pelo fato

da CAT agir em conjunto com a SOD como defesa antioxidante.

Estudos (%)
10 20 30 40

0
|

DNA  CAT GR GPx CA 50D LPO  GST
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Figura 5: Respostas antioxidantes encontradas nos estudos

Por fim, observou-se que o tempo de ensaio foi bastante variado durando horas ou meses, iSSo
porque alguns autores trabalharam com respostas toxicoldgicas agudas enquanto outros com
respostas cronicas. Nao foi relatado qualquer efeito da combinagédo dos agentes toxicologicos

nos ensaios reportados.
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Concluséao

Atraveés deste estudo, pode-se considerar que ainda ha poucos trabalhos no que se refere ao
estudo de estresse oxidativo em corais devido a polui¢do dos ambientes aquaticos, portanto a
base de novos estudos ainda é feita através de literaturas mais classicas, anteriores a 2008,

com atualizagdes de dados publicados nos ultimos dez anos.

Foi possivel também inferir deste estudo que o aumento de nutrientes em ambientes aquaticos
de maneira descontrolada, pode levar ao aumento no numero de algas, consequentemente a

diminuig&o de corais, comprometendo todo o ecossistema.

Highlights

e Foram encontrados 29 trabalhos que reportaram as respostas antioxidantes ao estresse

oxidativo em corais;

e Os estudos encontrados abordam espécies de corais, coordenadas exatas dos locais de
coleta, estressores testados com suas respectivas concentracdes (ou com suas unidades),

atividade antioxidante determinada, o que facilita a reprodutibilidade destes;

e As espécies de corais mais frequentemente avaliadas sdo aquelas pertencentes ao género
Pocillpora, cerca de 25% dos estudos aqui abordados citaram esses animais em seus

experimentos;
e Os ensaios sdo conduzidos em diferentes partes do mundo, do atlantico ao pacifico;

e Os estressores mais estudados sdo 0s que possuem impactos locais, embora suas

concentragOes ndo tenham sido justificadas em nenhum dos trabalhos;

e Sobre as respostas antioxidantes, as atividades mais analisadas foram a catalase, a

superdxido dismutase e a peroxidacao lipidica, nessa ordem.
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Resumo

As atividades antropicas afetam fortemente os ecossistemas aquaticos, provocando alteragcGes na sua forma,
composigao original, além de comprometer as comunidades ali existentes. Além disto, estressores ambientais sdo
importantes bioindicadores da salde de inimeros organismos, tais como os recifais, ja que estes respondem
fisiologicamente a estas condi¢des. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do aumento de
nutrientes inorganicos dissolvidos e da temperatura na tolerancia de larvas de Agaricia humilis. O estudo foi
conduzido no microcosmo do Projeto Coral Vivo, simulando condi¢des de concentracdo de nutrientes de 8,5 e 46
pmol L para aménio e 1 e 8 pmol L para nitrato, bem como as misturas, em solugdes preparadas com agua
salina sintética, e temperatura de 32°C e 26°C, aos quais submetemos as larvas. Como resposta observou-se, para
mortalidade um efeito significativo da temperatura (até 78% a 32°C). Contudo, as larvas livres nadantes
sobreviventes apresentaram maior dano oxidativo em altas concentracdes de nutrientes e baixas temperaturas.
Com isso, esse estudo evidencia a importancia do monitoramento dos ambientes recifais, além da necessidade de
um estudo mais detalhado da salde fisiol6gica dos corais, uma vez que apenas as taxas de mortalidade nao

expressam a consequéncia de estressores globais e locais na sobrevivéncia de corais.

Palavras-chave: nutrientes inorganicos dissolvidos, microcosmo marinho, aménia, nitrato,

espécies reativas.
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1 Introducéo

Os ecossistemas coralineos fornecem diversos servicos ecossistémicos para a
sociedade (OAKLEY et al., 2017), abrigando uma grande biodiversidade, incluindo espécies
que sdo utilizados na alimentagdo humana (GARDNER et al., 2017). Pode-se destacar
também que os recifes de coral protegem regides costeiras da acdo de ondas e tempestades,
formando uma barreira que protege a linha de costa (MUNIZ-ANGUIANO et al., 2017). Séo
ainda apreciados para lazer e turismo, além de fornecer substancias aproveitadas pelas
pesquisas farmacologicas, que visam a extracdo e o isolamento de compostos para teste de
suas propriedades no tratamento de doencas e disfungbes humanas. (CORREIA, 2005;
MARANGONI et al., 2016). Provendo desta forma, servicos de regulacdo, de suporte,
provisdo e culturais (CASTRO, 2016). No entanto, os ambientes costeiros vém sofrendo com
a contribuicdo do continente no enriquecimento de nutrientes, devido a rapida urbanizacéao e
ao turismo na localidade e nas regides proximas (CASTRO, 2016). Um dos efeitos
antropogénicos mais significativos que afeta os recifes de corais é a remocdo de parte da Mata
Atlantica, bem como a descarga de efluentes urbanos (ZEMA, et al., 2018). Estes fatores,
associados a grandes quantidades de matéria organica e nutrientes dissolvidos, aceleram o
processo de eutrofizacdo, acarretando na qualidade da agua, provocando mudangas nos
ecossistemas aquaticos. (CAMPANILI e SCHAFFER, 2010).

Os nutrientes inorganicos dissolvidos, NID, sobretudo nitrato (NO3); nitrito (NO5);
amonio (NHJ) e fosfato (PO;) sdo essenciais ao desenvolvimento e crescimento de diversos
organismos marinhos, incluindo os corais (DUBINSKY e JOKIEL, 1994). Segundo
D’ANGELO e WIEDENMANN (2014), ainda h4 uma certa dificuldade em colher evidencias
dos efeitos fisiologicos em corais como resposta ao aumento dos NID. Ainda assim, 0s
autores relatam que esta condicdo pode levar a reducdo da tolerancia dos corais ao estresse

térmico, ao sucesso reprodutivo, de taxas de calcificacdo, de extensdo linear bem como da
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densidade do esqueleto dos corais. O aumento dos NID pode ainda deixar os recifes de corais
mais suscetiveis ao branqueamento (WOOLDRIDGE, 2016). As zooxantelas sdo organismos
unicelulares fotossintéticos que vivem no interior do tecido dos corais, sendo, portanto,
chamados endossimbiontes (TANAKA et al., 2014). Quando ocorre o aumento de NID, esses
organismos aumentam de modo descontrolado nos organismos dos corais, 0 que levam estes a
expulsa-los, ao fazer isso, o coral perde parte de seus pigmentos fotossintetizantes o que
caracteriza o branqueamento (JONES, 1997).

Embora sejam os impactos globais 0s que mais contribuem para o estresse dos corais,
0s regionais podem intensificar e acelerar a resposta dos corais a estes processos (FERRERA
et al., 2016). Um fator global que tém recebido bastante atencdo dos pesquisadores é o
aumento da temperatura dos oceanos (TSANG e ANG Jr et al., 2019; WU et al., 2019; YUAN
et al., 2019), que junto a outros estressores contribuem para o branqueamento e a mortalidade
desses cnidarios ao redor do mundo (YUAN et al., 2019).

A temperatura € um dos fatores que influenciam diretamente na diversidade de
espécies em comunidades coralineas, devido a reducdo do crescimento do esqueleto desses
animais em altas temperaturas, como 31°C (CANTIN et al., 2010). Essa condicdo influencia
na distribuicdo espacial de determinadas espécies ao redor do mundo, o que explica em parte
a ocorréncia de endemismos (TSANG e ANG JR, 2019).

Os corais, assim como outros animais aerobicos, usam 0 @gas oOxigénio para
transformac6es metabdlicas e producdo de parte do ATP (Adenosina Trifosfato) (BACELAR,
1997). Contudo, o oxigénio € um importante agente oxidante, pois sua forma molecular
diatbmica apresenta dois elétrons desemparelhados em diferentes orbitais moleculares, sendo
uma base de Lewis (SHRIVER et al., 1994). O que lhe confere uma certa facilidade em
oxidar componentes celulares essenciais, ou intermediarios metabdlicos utilizados em reacGes
biossintéticas, ou aquelas nas quais resultam na calcificagdo dos corais, por exemplo

(SOLOMONS, 2006). Este oxigénio pode entdo levar a formacdo das chamadas espécies
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reativas de oxigénio, EROs que podem causar danos nas estruturas das células, prejudicando
seu funcionamento (LESSER, 2006). Esses danos sdo os chamados oxidativos e o conjunto de
fatores ambientais que levam a essa condicdo sdo os estressores oxidativos (BARNES et al.,
2019). Para se defender desses danos, 0s animais contam com 0s antioxidantes que se ligam
aos radicais livres antes que danifiguem as células, o resultado dessas reacbes é
principalmente, a inativacdo das EROs (SHRIVER et al., 1994).

Assim, 0s corais constituem um importante “termometro” de impactos globais, bem
como de impactos locais, portanto, seu monitoramento é a chave para compreender os efeitos
de estressores naturais ou antropogénicos nos oceanos e, consequentemente nos ambientes
recifais (FONSECA et al., 2017).

Neste estudo o objetivo foi avaliar a presenca de nutrientes inorganicos em pocas de
recifes costeiros para posterior simulacéo da tolerancia das larvas de Agaricia humilis frente a
sua taxa de mortalidade a presenca de NID e aumento de temperatura, avaliando a

peroxidacao lipidica, como indicio de estresse oxidativo.

2 Material e Métodos

2.1 Analise dos nufrientes em aguas de pocas de mare

As pocas de maré sdo estruturas rochosas ou arenosas que retém agua na maré baixa,
podendo abrigar organismos diversos, como os cnidarios (GENTHE et al., 1995). Desta
forma, foram realizadas duas campanhas para coleta das aguas de pogas de mares, as quais
sendo realizadas no platd recifal de Coroa Vermelha — BA, durante a maré baixa e em 10
pontos aleatorios georreferenciados por GPS (Global Positioning System) (anexo).

A primeira campanha foi realizada no periodo chuvoso, em 03 de maio de 2017 e a
segunda campanha foi realizada no periodo seco, dia 19 de outubro de 2017, de acordo com

os dados pluviométricos da regido (INMET, 2017) (anexo).
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As amostras de aguas de pocas de mare foram filtradas com filtro de 0,45 um, o
residuo foi avaliado para clorofila a e o filtrado para nutrientes inorganicos dissolvidos.
Foram quantificados, amonio, nitrito, nitrato, fosfato e clorofila a, adotando como
metodologia Standart Methods for Examination of Water and Wastewater (2012), 4500-NOs —
E Cadmium Reduction Method; 4500-NHs F. Phenate Method; 4500-NO; — B Colorimetric
Method; 2015 EAP026 Chlorophyll a; 1992 4500-P.

Para as analises dos nutrientes, os resultados foram expressos como média * erro
padrdo da média. Para avaliar possiveis diferencas entre as estacGes durante as andlises das

pocas de maré, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de uma via convencional.

2.2 Ensaios no microcosmo com a Agaricia humilis

Os estudos com as larvas de corais foram conduzidos no microcosmo marinho do
Projeto Coral Vivo. Foram coletadas 40 colbnias de Agaricia humilis, em profundidades
menores que 5m no Parque Municipal Marinho do Recife de Fora, Porto Seguro, Bahia, no
periodo da lua nova (MORSE et al., 1988) do més de maio de 2018. Em seguida, as colbnias
foram submetidas ao estresse luminoso permanecendo: 24h com luz direta e 24h em ambiente
escuro. Apds esse periodo de estresse, as col6nias liberaram as larvas planulas, das quais
foram coletados 210 individuos. Grupos de 15 larvas foram separadas em cada aquario
correspondente aos tratamentos (Figura 1). Cada aquério foi codificado com os nimeros de 1
a 14, onde em cada um deles havia um tratamento especifico. Os tratamentos consistiram em
reproduzir as concentra¢cbes méximas e minimas dos nutrientes nitrato e aménia obtidos in
situ, nas pogas de mare, e testa-las de forma isolada e em associagéo, ex situ, em 2 condicdes
de temperatura (26 e 32 °C). Grupos controle, sem adi¢do de nutrientes e com variacdo de

temperatura foram incluidos nos experimentos (Figura 1).
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Figura 1: Desenho experimental da exposicdo das larvas a duas diferentes temperaturas e diferentes

nutrientes.N 0 = nitrato; NH; = amonio.

As solugbes para os tratamentos foram preparadas com agua destilada visando obter
uma condicao de salinidade em torno de 35, com 24h de antecedéncia. As solucGes de nitrato
foram preparadas com nitrato de sodio e as de amdnia com cloreto de amonio. O experimento
teve a duracdo de quatro dias, com trocas parciais (1/2 do volume) diarias das solucdes
preparadas anteriormente.

Ao final dos quatro dias, as larvas sobreviventes livres nadantes foram contabilizadas,
para verificacdo da taxa de sobrevivéncia e congeladas em crio-tubos em ultra freezer, a -80
°C, para transporte para o laboratério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Fundacéo
Universidade do Rio Grande para a andlise de peroxidacdo lipidica (LPO). Esta andlise
consiste em quantificar o dano sofrido nas membranas celulares através da degradacao
oxidativa das bicamadas lipidicas.

Os resultados obtidos no microcosmo foram expressos como a % de mortalidade das
larvas de A. humilis. Para verificagdo de possiveis diferencas entre os tratamentos, foi

utilizada ANOVA de uma via convencional.

2.3 Peroxidagao lipidica (LPO)
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Espécies reativas diversas podem se originar a partir da peroxidacao lipidica, sendo
neste ensaio a principal a ser detectada o malondialdeido (MDA), que reage com o acido
tiobarbitarico, TBA a 60 °C. Assim, TBARS é a sigla para espécies reativas ao acido
tiobarbitirico. A presenca de MDA é detectada através de emissao de fluorescéncia a 515 nm
de excitacdo e 553 nm de emissdo. Como 0 MDA é produto da peroxidacdo lipidica, quanto
maior o seu valor em relacdo a quantidade de proteina do individuo, maior o dano oxidativo
sofrido. A metodologia adotada nesse trabalho foi descrita por FEDERICI, SHAW e HANDY,
2007.

O numero de larvas ndo foi suficiente para garantir um n amostral adequado a
experimentos fisiologicos, portanto, o ensaio TBARS foi realizado a fim de corroborar com 0s
valores observados da sobrevivéncia das larvas frente aos tratamentos realizados, o que de
fato ocorreu.

Para esta etapa, inicialmente preparou-se 0s reagentes necessarios. Para o preparo do
hidroxitolueno butilado, BHT, solubilizou-se 0,0022g de BHT em 10 mL de etanol a 95%.
Para o tampao fosfato-salino, PBS, a um pH de 7,4, utilizou-se 0,2g de cloreto de potéassio,
KCL, 0,24 g de fosfato de potassio monobasico, KH2PO4, 8 g de cloreto de sodio, NaCl e
1,74 g de fosfato de potassio dibasico, K2HPO4 para o volume final de 1000 mL, completado
com agua. Para o acido tricloroacético, TCA, solubilizou-se 50 g de TCA em 100 mL de agua.
Para o 4cido tiobarbiturico, TBA, acrescentou-se 10 mL de solucdo aquosa de 1,3 % de TBA a
10 mL de uma solucdo aquosa 0,3% de hidroxido de s6dio, NaOH. Por fim, para 0 MDA,
solubilizou-se 98,8 uL de MDA em 9,012 mL de agua ultrapura.

Para a realizacdo da andlise, depois dos procedimentos para a curva de calibrag&o,
seguiu-se a seguinte sequéncia: pipetou-se 10 uL de solugdo de BHT, 140 uL de solugéo de
PBS, 40 pL de amostra, 50 pL de TCA em uma placa em duplicata. As amostras foram lidas

em leitor de microplacas de fluorescéncia a 515 nm de excitacdo e 553 nm de emisséo.
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Em seguida pipetou-se 75 pL de TBA nas pocas da placa. Esta foi entdo conduzida a
uma estufa a 60 °C por uma hora. Apos esse tempo as amostras foram lidas novamente.
Os resultados foram expressos em concentracdo de MDA por quantidade (mg) de

proteina. Para andlise dos resultados fora realizada ANOVA em uma via convencional.

3 Resultados

Nas analises de agua das pocas observou-se que para 0s nutrientes analisados

houveram diferencas entre as estacGes chuvosa e seca, com exce¢do do nitrato (Tabela 1).

Tabela 1: ANOVA para as analises de nutrientes inorganicos dissolvidos e clorofila a nas pogas de maré
nas estagdes seca e chuvosa e valores minimo e maximo das concentragdes encontradas de cada nutriente. GL =
graus de liberdade; MQ = Quadrado médio. P>F a 0,05. *P>F a 0,001. Min - Max umol L-1

GL MQ F P valor Min - Max
Residugs 5 e 0,764 0,386 0,040 - 8,30
R’E;ﬁg‘jﬁ,s 518 8:88}1 8,43 0,005 0,520 — 0, 860
F'ger;}?jzic?s 518 ?gz 66.6 3,26e-11" 8,50 — 46,0
Ffe‘;?LaJSS 518 0%0030%1 81,7 1,14e-12" 0,020 0,140
ELZTSL‘C'E 518 051’45842 115 0,001 4,22 7,86

Os valores mais altos observados para os nutrientes nitrato e amonio foi para a estacao
seca, ja para nitrito, fosfato e clorofila os valores mais altos foram observados na estacao

chuvosa (Figura 2).
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Figura 2: Boxplot das analises de aguas de pogas de mares, com resultados das coletas realizados no periodo
chuvoso em verde e no periodo seco em roxo. [ ]=concentragdo; A=nitrato, B=nitrito; C=aménio; D=fosfato;
E=clorofila a.

Devido a caracteristicas reativas do amonio e do nitrato que se apresentaram em
maiores concentracdes na estacao seca, que coincide com o periodo de alta temporada (verdo),
utilizou-se ambos nutrientes como modelos no ensaio em ambiente controlado.

Quando as concentracGes obtidas em campo foram simuladas no laboratério, somente
a temperatura teve um efeito significativo na taxa de mortalidade das larvas, sendo maiores na
temperatura de 32 °C. (Tabela 2, Figura 3). Visivelmente, observou-se que em todos 0s
tratamentos em alta temperatura as larvas de corais perderam a cor, ficando mais

esbranquicadas e translucidas.

Tabela 2: ANOVA para as analises de mortalidade das larvas. GL = graus de liberdade; MQ = Quadrado médio.
Pr>F a 0,05. **Pr>F a 0,001

GL MQ F P valor
Nitrato 2 2,25 0,403 0,673
Ambnio 2 0,53 0,095 0,909
Temperatura 1 115 20,6 0,0002™

Residuos 21 5,58
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Figura 3: Boxplot da mortalidade (%) das larvas de Agaricia humilis apds as simulacBes de ambientes
estressores. A=controle, B=nitrato em baixa concentra¢do, C=nitrato em alta concentracdo, D=aménia em baixa
concentragdo, E=amonia em alta concentragdo, F=mistura de baixa concentracdo de nitrato e aménia, G=mistura
de alta concentragdo de nitrato e aménia

Embora n&o significativa, se observou uma tendéncia a maiores taxas de mortalidade
nos tratamentos em que altas concentragdes de nutrientes eram administradas conjuntamente a
altas temperaturas (Figura 3).

Do total de larvas, observou-se que 4,59% e 6,04% das larvas recrutaram nos aquarios
com 32°C e 26 °C, respectivamente, ap0s 0s quatro dias de experimento. Adicionalmente,
constatou-se que apenas 0s nutrientes causaram dano oxidativo significativo nas larvas de A.

humilis (Tabela 3).

Tabela 3: ANOVA para as analises de LPO das larvas. GL = graus de liberdade; MQ = Quadrado médio. Pr>F a
0,05

GL QM F P valor

Nitrato 2 2,88 3,84 0,041
Ambnio 2 1,70 2,27 0,132
Temperatura 1 0,130 0,174 0,681

Residuos 18 5,58
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As larvas submetidas aos tratamentos de nutrientes em baixa concentracdo
apresentaram maior dano quando submetidos a altas temperaturas, com exce¢do da amonia
gue ndo apresentou variacdo em relacdo as temperaturas testadas. Ja para as larvas
submetidas aos tratamentos de nutrientes em alta concentracdo apresentaram maior dano
guando submetidas a baixa temperatura (Figura 4). Em suma: em alta temperatura
apresentaram as maiores taxas de mortalidade, contudo, os individuos que sobreviveram nos
tratamentos de menor temperatura tiveram mais dano oxidativo nos tratamentos de alta

concentracdo de NID.
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Figura 4: Boxplot da LPO das larvas de Agaricia humilis ap0s as simulages de ambientes estressores. A=nitrato
em baixa concentracdo, B=nitrato em alta concentracdo, C=am6nio em baixa concentra¢do, D=amoénio em alta
concentragdo, E=mistura de baixa concentracdo de nitrato e aménio, F=mistura de alta concentracdo de nitrato e
amonio
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4 Discussao

O presente trabalho se prop6s, de forma inovadora, usar valores de nutrientes obtidos
in situ, mais especificamente em pocas de maré, para simular limites maximos e minimos em
um ambiente controlado com a finalidade de avaliar a tolerancia de larvas de Agaricia humilis

a exposicdo de diferentes concentracdes de nutrientes e temperatura.

Embora medidos in situ, os nutrientes fosfato e nitrito ndo foram utilizados na
avaliagdo de tolerancia de A. humilis pois sdo nutrientes de ciclo mais lento e com efeitos
menos perceptiveis para as larvas (PASEK, 2019; STUEKEN et al., 2016). Contudo, Rosset et
al., 2017 mostrou que o fosfato € um nutriente determinante no crescimento de polipos de
corais, devido ao fato de este nutriente limitar sua taxa de calcificagdo. Ja 0 aumento da
clorofila a est4 associado ao aumento da produtividade primaria, incluindo o aumento da
densidade de zooxantelas em corais, como relatado por Tanaka et al., 2014. Um estudo de
como a clorofila a induz o aumento na densidade de zooxantelas pode ser considerado em um

experimento futuro.

Como nutrientes utilizou-se 0 amonio e o nitrato. O aménio é a forma mais reativa de
nitrogénio, assim espera-se que seus valores possam ter grandes variagdes. Esse nutriente é
toxico a diversos organismos marinhos, (D’ANGELO e WIEDENMANN, 2014) e altas
concentracfes de aménio podem ter implicacBes ecoldgicas importantes nos ecossistemas
aquaticos, pois no processo de nitrificacdo, a quantidade de oxigénio dissolvido diminui

(WAGNER, 2011).

Como era de se esperar, 0os valores in situ para 0s nutrientes nitrogenados foram
maiores na estacdo seca (verdo), seus valores foram fundamentais para simular o estresse
sofrido pelos corais durante essa época do ano. Também era esperado grandes varia¢fes para
0S nutrientes nitrogenados nas pogas, uma vez que a quantidade dessas substancias é regulada

pelo fluxo de &gua, como argumentou Capone et al. 1992. Conforme indicado por Tanaka et
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al., 2014, em aguas rasas como as de pocas de maré os valores para nutrientes e temperatura
tendem a ser maiores do que em outros locais do mar. Este estudo demonstrou, ainda que
qualitativamente, como as larvas de corais presentes nesses ambientes reagem a situacoes

extremas de nutrientes e temperatura.

A maior temperatura utilizada nos experimentos ex situ, com as larvas foi uma
temperatura tipica para o recife de Coroa Vermelha durante o verdo. Este fato revela que os
experimentos realizados foram relevantes para o entendimento de como o0s corais respondem

a esta condi¢do, o que condiz com o que pode ocorrer durante as mudancgas climaticas globais.

Para todas as condigdes de nutrientes as larvas de corais apresentaram maior
mortalidade a 32°, assim como observado por Krueger et al.,2015, e ainda por Koop et al.,
2001, ao relatar um aumento na mortalidade em diversos organismos devido ao aumento de
nutrientes. Isto indica que o aumento da temperatura dos oceanos pode levar ao aumento das
taxas de mortalidade das larvas de corais. Embora nédo tenha sido realizado neste estudo, a
densidade de zooxantelas das larvas também pode ter sido afetada, conforme observado por
Tanaka et al., 2014 e como relatou Serrano et al., 2018 apds observar 0 aumento nas taxas de
mortalidade e respiracdo, atribuindo ao possivel aumento na densidade dos simbiontes. Neste
estudo foi que em todos os tratamentos de alta temperatura as larvas perderam coloragéo,
indicando uma possivel perda de zooxantela. Esta é uma observacdo importante, pois indica o
branqueamento dos corais, conforme demonstrado por Fonseca et al., 2017, o que pode

comprometer os ambientes recifais, diminuindo sua area de cobertura.

O aumento de nutrientes, sobretudo os nitrogenados, pode estar associado ao aumento
na densidade de zooxantela nos tecidos dos corais, conforme observado por Tanaka et. al.,
2014. Isto aumenta o nimero de producédo de espécies reativas de oxigénio pelo coral, que
passa a responder mais severamente ao estresse, como ja mostrado por Wooldridge, 2016. Isto

nos fornece algumas explicacdes dos resultados de LPO observados no presente trabalho.
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Embora a temperatura ndo tenha sido um efeito significativo no dano oxidativo, os nutrientes
nitrogenados foram. Provavelmente o aumento dos nutrientes pode ter provocado o aumento
na densidade de zooxantelas nas larvas A. humilis, que por sua vez induziram maior dano
oxidativo, principalmente a 26°C, ja que a 32° C pode ter ocorrido maior expulsdo desses

endossimbiontes, portanto, maior mortalidade e menor dano oxidativo.

Estes resultados sugerem que o aumento de nutrientes leva ao aumento do dano
oxidativo em corais em decorréncia do aumento da densidade de zooxantela em seus tecidos e
que o0 aumento da temperatura leva ao aumento nas taxas de mortalidade dos corais. O
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e, portanto, de dano oxidativo através
do aumento da concentracdo de estressores pode ser visto nos trabalhos de Cima et al., 2013;
Downs et al., 2002; Kteifan et al., 2017; Marangoni et al., 2017 e Vijayavel et al., 2012. Em
todos estes estudos houve o aumento do dano oxidativo conforme o aumento da concentragéo

do estressor, como o cobre, por exemplo.

Os resultados observados neste trabalho trazem uma importante reflexdo acerca do
futuro das comunidades coralineas frente as mudancas climaticas. Isto porque resistir as
condicBes estressoras ndo significa que os individuos ndo sofram danos fisiologicos. Além
disso, ndo se sabe o que esses danos fisioldgicos podem representar em relagcdo a transmissao
destas caracteristicas aos descendentes desses individuos, ou seja quais alteracdes no
ecossistema de fato estdo associadas as mudancas climéaticas e ao aumento de NID nos

oceanos.

O presente trabalhado foi pautado nas respostas de larvas de corais a situagcdes
extremas de NID e de temperatura nas taxas de mortalidade e LPO. Qutras respostas tais
como densidade de zooxantelas, dano ao DNA, atividades enzimaticas, atividade

fotossintética, entre outras podem ser consideradas em trabalhos futuros.
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5 Conclusao

A produtividade primaria na regido do estudo foi maior na estacdo seca, 0 que pode
estar relacionado com o aumento do turismo local. Os valores minimo e maximo dos
nutrientes nitrato e aménia foram utilizados em uma simulacéo de ambiente estressor em duas
condicdes de temperatura. Larvas do coral Agaricia humilis foram expostas aos ambientes
estressores por quatro dias. Esse tempo foi suficiente para observar altas taxas de mortalidade,
de até 78%, nos experimentos de alta concentragdo de nitrato, 8,5 pmol L™ a 32°C. Houve
evidencias de um maior dano oxidativo nas larvas sobreviventes nadantes livres nos
tratamentos de baixa temperatura. Estes resultados mostram que embora altas temperaturas
aumentem a mortalidade dos individuos, os que resistem a essa condicdo podem ser

acometidos por dano oxidativo.
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Tabela 1: Pontos de coleta de agua das pocas de mare ao longo do Recife de Arenito com suas respectivas
coordenadas geogréaficas

Pontos

01
02
03
04
05

Coordenadas Pontos
Latitude Longitude
-16.339378 | -39.000975 | 06
-16.340112 | -39.001409 | 07
-16.340957 | -39.001779 | 08
-16.341642 | -39.002047 | 09
-16.342291 | -39.002225 | 10

Coordenadas
Latitude Longitude
-16.343001 | -39.002417
-16.343772 | -39.002531
-16.344446 | -39.002659
-16.345168 | -39.002761
-16.346123 | -39.002787

Precipitagdo acumulada (mm) de Janeiro a Outubro 2017
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Figura 1: Dados da precipitacdo acumulada em Porto Seguro no periodo de janeiro a outubro de 2017, com
destaque para 0os meses em que as analises de aguas de poc¢as de mare foram conduzidas. Fonte de dados:
INMET, 2017.
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CONCLUSAO GERAL

Este trabalho se prop0s a coletar evidencias de estresse oxidativo e efeitos na
mortalidade de larvas de corais durante episddios de estresse ambiental, tais como 0 aumento
de nutrientes e de temperatura. Ao longo do estudo percebeu-se que ainda sdo poucos 0s
trabalhos com este enfoque. Percebeu-se que, de fato, hA& um aumento das taxas de
mortalidade das larvas de corais quando estas sao submetidas a altas temperaturas (32°C) e
altas concentracfes de nutrientes. O aumento de nutrientes € um estressor ambiental que fora
observado no periodo seco (verdo), devido provavelmente, ao aumento do turismo no local.
Foi observado ainda que as larvas que sobreviveram em condi¢fes de temperatura mais baixa
(26°C) tiveram o maior dano oxidativo. Os resultados deste trabalho evidenciam a
importancia do monitoramento ambiental, em particular ao monitoramento dos corais nos

para avaliacdo dos efeitos locais e globais nos ecossistemas recifais.



