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Resumo

O monitoramento dos ambientes marinhos pode ser feito avaliando a presenca de poluentes em
organismos que sdo capazes de acumular estas substancias. Desta forma, este estudo avaliou a
presenca de hidrocarbonetos petrogénicos na alga parda Sargassum furcatum e em anfipodes
ampitoideos associados provenientes de costdes rochosos do Canal de Sao Sebastido, o qual estd
sujeito a polui¢do por petréleo, devido as operacdes do Duto e Terminais Centro Sul (DTCS) e
por efluentes domésticos. Identificou-se as espécies de ampitoideos que ocorreram associadas ao
S. furcatum estudando também a variac@o espacial e temporal da composi¢do desta comunidade.
A relacdo entre os hidrocarbonetos presentes em S. furcatum, a densidade e a estrutura
populacional de Cymadusa filosa, espécie de ampitoideo mais representativa da regido, também
foi investigada. Adicionalmente foi realizado o estudo do comportamento reprodutivo de C.
filosa e avaliado o seu uso como bioindicador de qualidade da 4gua, por meio de teste de
toxidade aguda de curta duracdo. O material analisado foi proveniente de 7 coletas realizadas
entre marco de 2007 a novembro de 2008 em 7 costdes rochosos. Foram quantificados os
hidrocarbonetos alifdticos e policiclicos aromdticos derivados de petrdleo tanto na alga como nos
anfipodes, que compostos variaram em termos de concentracdo entre os meses amostrados. A
alga possivelmente refletiu as concentragdes de hidrocarbonetos presentes na dgua enquanto que
os anfipodes podem ter assimilado via contato direto ou via alimentacio. Foram identificadas seis
espécies de anfipodes da Familia Ampithoidae: Ampithoe sp., A. divisura, A. marcuzzi, A.
ramondi, C. filosa e Sunampithoe pelagica que apresentaram diferencas significativas em termos
de ocorréncia, densidades e variacdo temporal. A populagdo de C. filosa, de modo geral, foi

dominada por jovens, possivelmente devido a elevada fecundidade das fémeas. Ocorreu também
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desvio da razdo sexual a favor das fémeas, relacionado com o comportamento diferencial do
macho ou devido a sua maior sensibilidade aos hidrocarbonetos presentes na alga. Tanto
hidrocarbonetos alifdticos como policiclicos arométicos influenciaram a densidade e estrutura de
tamanho dos diferentes estddios de desenvolvimento de C. filosa. Foram observadas interacdes
agonisticas entre machos e fémeas de C.filosa, formacdo de tubos conjugais e a alimentacdo de
filhotes ainda no marsipio pela fémea, caracterizando o cuidado parental desta espécie.
Verificou-se ainda que o periodo de incuba¢do dos ovos foi curto e a maturidade sexual ocorreu
entre seis a sete semanas. Os resultados de toxidade aguda sugerem que C.filosa tem um
potencial para uso em experimentos de ecotoxicologia marinha devido a elevada sensibilidade ao
cobre e ao naftaleno, contudo estudos adicionais com outros xenobidticos sao necessirios para
comprovacdo destes resultados e para validar o uso desta espécie no monitoramento dos

ambientes marinhos.



Abstract

The monitoring of marine environments can be made by evaluation of pollutant presence in
organisms that are able to accumulate these substances. Thus, this study evaluated the occurrence
of oil-derived hydrocarbons in the brown algae Sargassum furcatum and in its associated
amphitoid amphipods found on rocky shores of the Sdo Sebastidao Channel, which is exposed to
pollution by oil due to the operations of the Duct and Center Southern Terminal (DTCS) and
domestic sewage. The species of amphitoid that occurred associated to S. furcatum were
identified, and time and spatial variation of the composition of this community were also studied.
The relationship between the hydrocarbons present in S. furcatum and the density and
populational stucture of Cymadusa filosa, the most representative species of amphitoid in the
area, was also investigated. Additionally a study on the reproductive behavior of C. filosa was
conducted and its use as a bioindicator of water quality was evaluated through high toxicity test
of short duration. The analysed material was obtained from 7 samples taken from march 2007 to
november 2008 on 7 rocky shores. The oil-derived aliphatic and polycyclic aromatic
hydrocarbons were quantified both in the algae and in the amphipods. Such compounds varied in
concentration between the months of sampling. The algae possibly reflected the hydrocarbon
concentrations present in the water while the amphipods may have assimilated hydrocarbons by
direct contact or through the trophic chain. Six species of amphipods from the Ampithoidae
family were identified: Ampithoe sp., A. divisura, A. marcuzzi, A. ramondi, C. filosa and
Sunampithoe pelagica which presented significant differences in occurrence, density and
temporal variation. The population of C. filosa in general was dominated by young individuals,

possibly due to the high fecundity of the females, and there was a deviation of the sexual ratio
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favoring the females, related to the male’s differential behavior or due to its higher sensibility to
hydrocarbons in the algae. Both aliphatic and polycyclic aromatic hydrocarbons influenced the
density and size structure of the different stages of development of C. filosa. Agonistic
interactions between male and female C. filosa were observed, formation of share tubes and
feeding of the offspring still in the pouch by the female, characterizing parental care by this
species. It was also verified that the egg incubation period was short and sexual maturity occurred
between six and seven weeks. The results of high toxicity suggest that C. filosa has potential for
use in experiments of marine ecotoxicology due to its high sensibility to copper and naphthalene,
however, additional studies with other xenonbiotics are necessary to confirm these results and to

validate the use of this species in marine environments monitoring.
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Introducao geral

Os combustiveis fdsseis, particularmente o petréleo, constituem uma das principais fontes
energéticas da atualidade. Tanto a extracdo quanto o transporte do pretdleo, sdo consideradas atividades
de alto impacto ambiental devido aos riscos de vazamento relacionados com tais atividades em
ambientes marinhos. Entetanto a extracdo e transporte sdo responsdveis por 11 % do petréleo
introduzido no ambiente marinho (IPEICA 2005), enquanto que as operagdes rotineiras de carga e
descarga respondem por cerca de 29% (ITOPF 2011/12). Por outro lado, 44% da polui¢do por petrdleo
€ proveniente de fontes terrestres diversas como por exemplo, efluentes dométicos e industriais (ITOPF
2011).

O petréleo € constituido principalmente por hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos aromaticos,
que sao classificados em: n-alcanos, alcanos ramificados (incluindo os isoprendides), cicloalcanos
(naftenos), aromaticos e alcenos (presentes em produtos refinados e ausentes em petrdleo)
(FUNDESPA 2009). Os hidrocarbonetos alifiticos tendem a ser pouco téxicos, mas apresentam efeitos
anestésicos e narcotizantes (Evans & Rice 1974; Gerlach 1976). Os cicloalcanos ou naftenos sdo
formados por até seis dtomos de carbono arranjados em anel e tém toxicidade intermedidria entre os
alifaticos e os aromaticos. Os hidrocarbonetos arométicos sao constituidos por anéis benzénicos e sao
relativamente hidrossoluveis em relacdo aos outros compostos (Evans & Rice 1974). Sao exemplos,
benzeno, benzo[a]pireno, naftaleno, benzo[a]antraceno, tolueno, xileno e fenantreno. Sao
extremamente toxicos € muitos tém efeito carcinogénico comprovado (Gerlach 1976). Compostos com
enxofre, nitrogénio, oxigénio, ferro, niquel, vanddio, cobre, sédio, dentre outros também estdo
presentes no petréleo em pequenas quantidades (Bicego 1988).

De modo geral os efeitos de derramamentos de petréleo, mesmo que de pequenas dimensdes,

podem gerar sérios danos sobre as comunidades marinhas (Evans & Rice 1974; IPEICA 2000). Um dos



danos diretos mais imediatos as comunidades, principalmente em derrames de 6leos grossos e viscosos
tende a ser eliminacdo macica de organismos por recobrimento e asfixia que impedem as trocas dos
organismos com o ambiente, impossibilitando processos como respiracdo, fotossintese, excre¢ao e
alimentacdo (IPEICA 2000). Os organismos podem morrer por intoxicacao causada pelos aromaticos,
como benzeno, tolueno e xileno, sendo as larvas, geralmente mais sensiveis que os adultos. Efeitos
indiretos como reducdo da fecundidade, da taxa de fertilizacdo, além de alteragdes morfoldgicas e
fisiolégicas podem ndo resultar em mortalidade dos organismos, mas causam sérios efeitos
populacionais, que por sua vez, alteram ou desestruturam as comunidades (Cairns & Buikema 1984;
IPEICA 2000; ITOPF 2011/12).

Em locais afetados por acidentes, modificagdes da estrutura das comunidades impactadas foram
investigadas e em estudos onde houve acompanhamento temporal, notaram-se recuperacdo das
comunidades alguns anos apds o derramamento (Nikitik & Robinson 2003). No entanto, a
recolonizacdo do substrato por espécies mais tolerantes e de crescimento rapido, como € o caso de
algumas espécies de algas, pode manter a comunidade em estdgios sucessionais iniciais por longos
periodos, impedindo o estabelecimento de organismos de ciclo de vida mais lento (Marques et al.
2002).

Estudos experimentais com espécies isoladas ou com comunidades reconstituidas em
laboratodrio, além de estudos sinecoldgicos realizados apds acidentes com navios tanque, indicaram que
os hidrocarbonetos petrogénicos sdo efetivamente acumulados pelos organismos marinhos (Vigano et
al. 2007; Hellou et al. 2009). A incorporacdo pode ocorrer através da absor¢cdo de hidrocarbonetos
presentes na coluna d’4gua, na 4gua intersticial ou ainda via ingestdo de particulas (Marques et al.
2002). Em locais onde houve derrame ou hd polui¢do cronica por petrdleo, os tecidos de certos
organismos, como peixeis € mexilhdes, tendem a refletir a concentracdo de hidrocarbonetos presentes

no sedimento (Taniguchi 2002). Também ja foram detectadas alteracdes morfoldgicas e reprodutivas
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em algas expostas a petréleo (Maurat 1996).

Os efeitos toxicos de contaminantes presentes em ecossistemas marinhos podem ser avaliados e
monitorados de diversas formas (Underwood & Peterson 1988). E possivel, por exemplo, verificar o
potencial téxico de uma substancia por meio de testes de toxicidade, que avaliam a sensibilidade (ou
resisténcia) de uma determinada espécie a uma substancia toxica, a um efluente ou a uma amostra
ambiental suspeita de contaminagdo. Também podemos identificar o impacto de um poluente por meio
da comparacdo entre comunidades com auséncia (controle) e presenca do poluente ou ainda em um
gradiente de poluicdo. Nesta abordagem, normalmente se avalia a estrutura e a composi¢do das
comunidades, assim como a dindmica de populacdes de espécies dominantes (Gesteira & Dauvin
2000).

Vérios organismos sdo capazes de acumular poluentes do ambiente aquético através da
transferéncia de substancias presentes na dgua e ou sedimento (Vigano et al. 2007). Uma das principais
vantagens de se utilizar organismos marinhos como bioacumuladores € a possibilidade de se monitorar
a entrada de substancias de dificil medi¢dao na dgua devido a baixa concentracdo. Neste sentido, algas
marinhas e bivalves vém sendo frequentemente utilizados no monitoramento de hidrocarbonetos,
metais pesados e organoclorados (Vasquez & Guerra 1996; Kirso & Irla 1998; Filho et al. 1999;
Taniguchi 2002; Davis et al. 2003; Crespo & Yusty 2004; Colombo et al. 2005; Roberts et al. 2008;
Pereira et al. 2007, 2011), no entanto, estudos sobre a incorporag¢do de hidrocarbonetos por algas
bentOnicas sdo pouco freqiientes, mas ja foi revelado a presenca desses compostos em diferentes
espécies de algas, incluindo feoficeas (Lytle et al. 1979; Knutzen & Sortland 1982) e entre elas a alga
parda do género Sargassum (Laquia 2006).

Bancos de Sargassum (Phaeophyta - Fucales) sdo muito abundantes em diversas localidades da
costa brasileira (Eston et al. 1986; Eston & Bussab 1990). Na regido sudeste os bancos de Sargassum

sdo particularmente conspicuos em costdes de areas rasas, podendo representar mais de 80% da
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cobertura e biomassa de algas em determinadas dreas do litoral dos Estados de Sao Paulo e Rio de
Janeiro (Paula & Oliveira Filho 1980; Paula & Eston 1987; Széchy & Paula 2000).

A fauna associada a Sargassum é extremamente diversa e numerosa, sendo o grupo dos anfipodes
um dos mais representativos (Curvélo 1998; Dubiaski-Silva 1999; Leite et al. 2000; Lima 2002; Leite
& Turra 2003). Estes animais vém sendo apontados como eficientes bioindicadores do ambiente
marinho devido a sua representatividade numérica, reduzida mobilidade e sensibilidade a uma
variedade de poluentes (Thomas 1993). A sensibilidade da fauna de anfipodes de substrato ndo
consolidado a contaminagdo por petrdleo e seu valor como bioindicador de recuperacdo ambiental ja
foram confirmados em varios estudos (Sanders et al. 1980; Bonsdorff er al. 1990; Dauvin & Gentil
1990; Nikitik & Robinson 2003; Gémez- Gesteira & Dauvin 2003; Gerra-Garcia et al. 2003). Por outro
lado, estudos recentes também revelaram o potencial de anfipodes associados a macroalgas,
particularmente os caprelideos no monitoramento de compostos organometalicos presentes em tintas
anti-incrustantes como o tributil-estanho (TBT) no ambiente marinho (Takeuchi et al. 2001; Ohji et al.
2003).

O litoral norte do Estado de Sdo Paulo que abrange os municipios de Ubatuba, Caraguatatuba,
Sdo Sebastido e Ilhabela (Sdo Paulo, Decreto n® 49.215) estd sob forte impacto antrépico devido as
operacdes do maior terminal de carga e descarga de petréleo e derivados do pais, o Duto e Terminais
Centro Sul (DTCS) localizado no Canal de Sao Sebastido e também devido as descargas frequentes de
esgotos dométicos, bem como atividades nduticas relacionadas ao turismo (Furtado et al. 1987;
Milanelli 1994; Lima 2002; CETESB 2008).

A contaminac¢do por hidrocarbonetos de alifaticos e policiclicos aromaticos derivados de petréleo
do Canal ja foi constatada em alguns estudos realizados com amostras de dgua e sedimento (Weber et
al. 1998; Zanardi et al. 1999a; Zanardi et al. 1999b; Medeiros & Bicego 2004; Silva & Bicego 2010) e

como as algas podem adsorver hidrocarbonetos na agua (Marques et al. 2002, Laquia 2006), esse
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trabalho teve como objetivos responder as perguntas: a alga parda Sargassum furcatum Kiitzing (1843)
encontradas nos costdes rochosos do Canal poderiam acumular os hidrocarbonetos dissolvidos na
dgua? Os anfipodes da familia Ampithoidae por serem herbivoros também acumulariam estes
hidrocarbonetos por meio de cadeia tréfica? Qual o efeito dos hidrocarbonetos presentes na alga parda
S. furcatum sobre a populacdo da espécie mais representativa entre os ampitoideos?

Desta forma o primeiro capitulo deste trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de
hidrocarbonetos em S. furcatum e anfipodes ampitoideos associados em dois costdes rochosos do Canal
de Sdo Sebastido. O capitulo 2 objetivou-se identificar quais sdo as espécies de ampitoideos que
ocorrem associadas a alga parda S. furcatum, e se existe variacdo espacial e temporal nas densidades
destas espécies em seis costdes rochosos do Canal. No capitulo 3 foi estudada a biologia populacional
de Cymadusa filosa, Savigny (1816) uma espécie de familia Ampithoidae que apresenta distribui¢do
subtropical e tropical (Peart 2004) e é frequentemente encontrada associada a bancos de Sargassum do
litoral norte do Estado de Sado Paulo (Tararam & Wakabara 1981, Wakabara et al. 1983, Leite et al.
2000, Jacobucci et al. 2002, Tanaka & Leite 2003; Jacobucci 2005; Leite et al. 2006).

A relacdo entre os hidrocarbonetos presentes na alga parda S. furcatum e a densidade e a
estrutura populacional de C. filosa, a espécie mais abundante dentre os ampitoideos do Canal de Sdo
Sebastido, foi investigado no capitulo 4.

Em virtude da melhor adequacgdo da espécie de C. filosa a condi¢des de laboratorio assim como
a facilidade de obtencao destes animais em campo e devido a sua representatividade numérica no Canal
de Sado Sebastido, bem como forma de fornecer informacdes e subsidios para o uso desta espécie como
indicadora de qualidade ambiental, foi realizado o estudo do comportamento reprodutivo o qual é
apresentado no capitulo 5 e no capitulo 6, avaliou-se a sobrevivéncia de filhotes de C. filosa expostos a

trés xenobidticos por meio de testes de toxicidade aguda de curta durag@o.



Capitulo 1: Presenca de hidrocarbonetos na alga parda Sargassum furcatum Kiitzing, 1843 e nos
anfipodes ampitoideos associados, procedentes de dois costoes rochosos do Canal de Sao

Sebastiao.

Introducao

Os hidrocarbonetos constituem uma das principais classes de compostos organicos € siao
também componentes abundantes da matéria organica nas zonas costeiras (Bicego et al. 2008).
Quantidades considerdveis de tais compostos organicos, provenientes do petréleo e derivados, sdao
introduzidas no ambiente marinho por meio de drenagem urbana, efluentes domésticos e industriais,
atividades nduticas e pequenos derrames (Aleixo et al. 2007; Bicego et al. 2008). Uma fracdo dos
hidrocarbonetos é assimilada pela biota, perdida por evaporacdo, fotooxidacdo, biodegradagdo, etc
(ITOPF 2011/12). Entretanto, parte considerdvel desses compostos se deposita no sedimento, podendo
permanecer ali durante anos (Volkman et al. 1992).

Dentre os hidrocarbonetos, aqueles provenientes do petréleo, que incluem os hidrocarbonetos
alifaticos (HA) e policiclicos arométicos (HPA), apresentam uma relativa persisténcia no ambiente,
baixa biodegradabilidade e alta lipofilicidade, sendo, portanto, preocupantes do ponto de vista
ambiental (Redman et al. 2002; Torres et al. 2008). Tanto hidrocarbonetos alifaticos como aromaticos
podem ter origem biogénica (Bicego et al. 2008; Meire et al. 2007), entretanto, em amostras de dgua,
algas e sedimentos a presenga de alguns compostos como Mistura Complexa Nao Resolvida (UCM),
pristano e fitano, CPI e hidrocarbonetos policiclicos aromdticos, torna possivel a distincdo entre
hidrocarbonetos de origens antropicas como bioldgicas (Redman er al. 2002; Guerra-Garcia et al.
2003; Laquia 2006).

A UCM ¢ caracterizada por uma mistura de compostos ciclicos ramificados presentes no
petréleo que ndo podem ser separadas por meio de cromatografia gasosa (Volkman 1992). A razdo

entre os isoprenoides pristano e fitano € outro indicador poderoso da origem dos hidrocarbonetos,
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pristano € geralmente encontrado no zooplacton enquanto que fitano é um componete comum em
pretdleo, em regides ndo contaminadas por petréleo a razdo geralmente € entre 3 a 5, enquanto valores
proximo a 1 sugerem contaminagio por petroleo (Steinhauer & Boehm 1992). O indice de preferéncia
de carbono (CPI) confere distingdo efetiva entre os n-alkanos petrogénicos daqueles originados de
ceras cuticulares de plantas superiores (Guerra-Garcia et al. 2003). Desta forma o monitoramento
ambiental pode ser feito avaliando a presenca ou auséncia e a concentracao destes hidrocarbonetos em
tecidos de diversos organismos marinhos, bem como na dgua e no sedimento (Medeiros & Bicego
2004).

As algas marinhas e bivalves estdo sendo utilizados frequentemente no monitoramento de
hidrocarbonetos, metais pesados e organoclorados (Vasquez & Guerra 1996; Kirso & Irla 1998;
Montone et al. 2001; Taniguchi 2002; Davis et al. 2003; Crespo & Yusty 2004, Colombo et al. 2005;
Chung et al. 2007; Pereira et al. 2007, 2011) em diversas partes do mundo. No Brasil a alga parda
Sargassum ja é utilizada para o monitoramentos de metais pesados (Nassar et al. 2002), na remog¢ao
destes elementos de efluentes industriais (Esteves et al. 2000) e Laquia (2006) indicou o seu potencial
para monitoramento de hidrocarbonetos aliféticos.

Muitas espécies de anfipodes ocorrem associadas aos bancos de Sargassum do litoral paulista
(Wakabara et al. 1983, Leite et al. 2000, Jacobucci et al. 2002, Tanaka & Leite 2003, Leite et al.
2007), estes animais vém sendo considerados como bioindicadores por que apresentam importancia
ecologica, representatividade numérica, reduzida mobilidade, sensibilidade a uma variedade de
xenobidticos marinho (Thomas 1993 ) e por acumularem tais substancias (Knutzen & Sortland 1982;
Landrum et al. 2003). Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de
hidrocarbonetos alifaticos (HA) e aromdticos (HPA) na alga parda Sargassum furcatum Kiitzing
(1843) e nos anfipodes associados da familia Ampithoidea, coletados em dois costdes rochosos

localizados no Canal de S3o Sebastido, uma regido vulnerdvel a poluicdo por petrdleo, devido as
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operacgdes do do terminal de carga e descarga de petrdleo e derivados, o Dutos e Terminais Centro Sul
(DTCS), mas também pelos aportes cronicos referentes as marinas, garagens nduticas, dguas de
drenagem urbana, lancamento de esgotos e outras fontes difusas (Medeiros & Bicego 2004; Pereira et
al. 2007).

Material e Métodos

1. Area de estudo
As coletas foram realizadas em 2 costdes rochosos localizados no Canal de Sdo Sebastido

localizado no litoral norte do Estado de Sao Paulo (Fig.1).

23°45°

Ilhabela

k | Séo

Sebastido

Barequegaba

de

Ponta da Sela® S3o Sebastido

23°55"

1.830m

45°30" 45925 45°20" 45°15

Figura 1: Localizacdo dos costdes rochosos estudados no Canal de Sao Sebastido, litoral norte do
Estado de Sao Paulo. Modificado de Denadai (2001).

Este Canal separa o continente da Ilha de S3o Sebastido, a segunda maior Ilha do Brasil,
formando uma érea protegida ideal para operacdes com navios (Arasaki et al. 2004)(Fig. 1). Apresenta
uma extensdo de 22 km, largura de 5,6 a 7,2 km nas duas entradas, estreitando-se para 1,9 km na regido

central, onde sua profundidade méxima pode alcancar 45 metros (Castro et al. 2008). A paisagem €
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bastante heterogénea no Canal, constituida de praias intercaladas por costdes rochosos proeminentes e
muitas vezes extensos (Rocha 1988). Tais costdes rochosos normalmente apresentam um lado mais
exposto a movimentacdo de dgua e outro lado mais protegido, onde se acumulam pequenos blocos de
rocha na frente do costdo (Giordano 1986).

No Canal de Sdo Sebastido encontra-se o Duto e Terminais Centro Sul (DTCS)(Fig.1), antigo
Terminal Petrolifero Almirante Barroso (TEBAR) que constitui o principal terminal maritimo do pais,
respondendo por mais de 60% da movimentacdo de petréleo e derivados do pais (Santos & Camara
2002). O impacto antrépico nesta regido estd relacionado principalmente as atividades turisticas e do
setor petroquimico, responsaveis por langcamentos freqiientes de esgoto, petréleo e derivados (Zanardi

et al. 1999b; CETESB 2008).

2. Procedimentos de amostragens e Andlises quimicas

As coletas foram realizadas em margo, maio, agosto e novembro de 2008. Em cada costao
rochoso as frondes de S. furcatum foram coletadas por meio de mergulho livre entre 1 a 2 m de
profundidade. As frondes foram raspadas do substrato com auxilio de uma espatula e colocadas em
sacos de tecido novos (sem uso anterior) com malha de 0,2 mm e transferidas para bandejas de
aluminio previamente calcinadas a 400°C, identificadas e acondicionadas em caixas de isopor, no
barco. Este material foi levado ao laboratdrio do Centro de Biologia Marinha da Universidade de Sao
Paulo (CEBIMar-USP).

Cada bandeja foi aberta para a selecdo de foliolos de S.furcatum, eliminando epifitas que
poderiam alterar os resultados. Os foliolos separados, totalizando aproximadamente 20g em cada
amostra, foram novamente embalados em bandejas esterilizadas e congelados.

Os anfipodes foram removidos do restante das algas com auxilio de um microcépio

estereoscopio, individuos da familia Ampithoidae foram identificados até se obter a quantidade de 10



g. Estes animais foram armazenados em frascos de vidros previamente descontaminados e congelados.
Tanto as amostras da alga S. furcatum quanto as dos anfipodes ampitoideos foram enviados
posteriormente para o Laboratério de Quimica Organica Marinha do Instituto Ocenogrifico da
Universidade Sao Paulo (I0-USP), no qual foram realizadas as andlises dos teores de hidrocarbonetos.
Neste laboratdrio, as amostras de S. furcatum e anfipodes ampitoideos foram secas durante 72 horas
em liofilizador Thermo Savant — modulyo D. em seguida, foram maceradas e homogeneizadas em
almofariz com pistilo e armazenadas em frascos de vidro previamente limpos com solvente.

A extracdo dos hidrocarbonetos dos anfipodes ampitoideos e da alga S. furcatum foi baseada no
método proposto por MacLeod et al. (1986). Uma porcao de cada uma das amostras foi extraida com
n-hexano e diclorometano 50% (v/v) em soxhlet durante 8 horas. O grau de pureza dos solventes era
“para analise de residuos organicos”, ambos da J. T. Baker, Estados Unidos. Antes da extracdo foram
adicionados 100 pL. dos padrdes internos (surrogate) com diferentes concentragcdes no branco e em
cada uma das amostras. Para os hidrocarbonetos alifaticos (HA) e policiclicos aromaticos (HPA) foram
adicionados hexadeceno e eicoseno (50 ng uL'l) e naftaleno-dg, acenafteno-d;o, fenantreno-dio,
criseno-d;; e perileno-d;; (5 ng uL'l), respectivamente, em todas as amostras, brancos e materiais de
referéncia certificados (SRM).

O extrato evaporado foi submetido a uma coluna cromatografica contendo 8 gramas de silica
gel sobre 16 gramas de alumina (ambas da Merck) 5% desativadas com dgua pré-extraida e 1 grama de
sulfato de sodio da J. T. Baker no topo. A eluicdo foi feita com 80 ml de uma mistura de n-hexano e
diclorometano (50%). O eluato foi concentrado novamente e foram adicionados os padrdes internos
cromatograficos 100 tetradeceno (50 ng uL™) para os aliféticos e (benzo(b)fluoranteno-d;, - 5 ng uL™)
para um volume final de 1 ml.

Uma aliquota do extrato final foi injetada no cromatdgrafo a gas equipado com detector de

ionizac@o de chama (GC-FID 6890) para andlise de hidrocarbonetos alifdticos e outra no cromatdgrafo
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a gas equipado com espectrometro de massas (GC-MS 6890/5973N) ambos da Agilent Technologies.
As temperaturas do injetor e detector do GC-FID foram de 300°C e 325°C, respectivamente. O gés de
arraste foi o hidrogénio ultrapuro e o gis auxiliar foi o nitrogénio. As temperaturas do GC-MS foram
de 280 e 300°C no injetor e na interface e na fonte de fons, respectivamente e o gas de arraste foi o
hélio. A injecdo em ambos os equipamentos foi feita em splitless e a coluna capilar utilizada foi de
silica fundida com 30 metros, 0,32 mm, de didmetro interno e 0,25 um de filme de 5%
fenilmetilsiloxana da J&W Scientific. A programacdo da rampa de temperatura foi 40°C subindo a
uma taxa de 20°C min™ até 60°C e em seguida até 290°C a 5°C min™' e em seguida a 10°C min™ até
300°C ficando isotérmico durante 10 minutos. A identificacio dos HAs e HPAs foi feita por
comparacao dos tempos de retencdo com padrdes de referéncia da Accustandard, EUA. Os compostos
analisados no GC-MS em modo SIM (monitoramento seletivo de ions) também foram identificados
também através do espectro de massas. A quantificacdo foi feita por razdes entre os surrogates € 0s
compostos de interesse, baseadas nas curvas analiticas montadas com pelo menos 05 concentragdes
diferentes de cada grupo de compostos. Os hidrocarbonetos alifaticos quantificados foram os n-
alcanos, incluindo C12—C34, isoprendides (pristano, fitano) e os HPA quantificados foram os
compostos com 2-5 anéis e seus alquilsubstituidos.

O controle de qualidade analitica incluiu a andlise de brancos, branco fortificado, matriz
fortificada e duplicata de amostra, material de referéncia certificado (SRM 2978 (Mussel Tissue)

proveniente da National Institute of Standards and Technology (NIST) dos Estados Unidos (EUA).

3. Andlise dos dados

Foram calculados a razdo Pristano/Fitano e o indice de preferencia de carbono (CPI) como
indicadores de polui¢do por petrdleo (Guerra-Guarcia 2003).

Para verificar se as concentragdes de hidrocarbonetos aliféticos totais e policiclicos aromaticos
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encontradas nas amostras da alga parda S. furcatum e de anfipodes ampitoideos diferem entre si e entre
os costdes rochosos, foi realizado um teste de andlise de variancia bifatorial (ANOVA) onde a
concentragdo foi a varidvel resposta e os fatores foram: o tipo de organismo (alga e anfipode) e o local
de amostragem (Ponta da Sela e Barequecaba). Para realizacdo desta andlise os dados foram

logaritimizados e avaliados quanto a normalidade e homogeneidade de variancias (Zar 1998).

Resultados

Os hidrocarbonetos alifdticos quantificados nas amostras de S. furcatum e anfipodes
ampitoideos foram os n-alcanos, alifaticos resolvidos e a UCM (Mistura Complexa Nao
Resolvida)(Tab. 1 e 2). Dentre os n-alcanos encontrados, observa-se um padrao de distribuicdo dos
hidrocarbonetos, ocorrendo compostos com maiores concentragdes entre n-Cjz e o n-Cys, destacando-se
o n-C7, nas amostras de algas de Barequecaba e da Ponta da Sela nos meses de amostragem (Fig. 2).
Os n-alcanos encontrados nos anfipodes ampitoideos também apresentou padrdo semelhante de
distribuicdo entre os costdes rochosos, ocorrendo duas modas de distribuicdo: a primeira entre os n-
alcanos n-C;7 ao n-Cy4 e a segunda ocorrendo entre n-Cps ao n-Css, havendo o predominio dois n-

alcanos o n-C;7.n-Cyg (Fig. 3).

Tabela 1: Concentragdes de hidrocarbonetos alifaticos, razao pristano/fitano e indice de preferéncia de
carbono(CPI) encontrados nas amostras de Sargassum furcatum (ug g peso seco) coletadas nos

costoes rochosos da Ponta da Sela e Barequecaba no ano de 2008.

Ponta da Sela Barequecaba
Janeiro Agosto Novembro Janeiro Maio Agosto Novembro

n-alcanos 9,9 14,8 7,7 5,26 14,8 15,6 4,28
Alifaticos resolvidos 41,8 82,3 29,3 61,1 57,7 63,4 16,4
UCM* n.d. 412 49,8 n.d. 204 12,8 27,9
Pristano/fitano 8,8 0,84 0,51 0,332 0,82 0,6 n.c.

CPI 0,61 1,5 1,1 0,188 1,5 1,6 1,24
Alifaticos totais 41,8 494.3 79,1 61,1 261,7 76,3 443

*Mistura Complexa Nao Resolvida ; n.d. — abaixo do limite de detecc@o; n.c.- nao calculado
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Tabela 2: Concentragdes de hidrocarbonetos alifaticos, razio pristano/fitano e indice de preferéncia de
carbono(CPI) encontrados nas amostras de anfipodes ampitoideos coletadas nos costdes rochosos da

Ponta da Sela e Barequecaba.

Ponta da Sela Barequecaba
Janeiro Agosto  Novembro Janeiro Maio Agosto Novembro
n-alcanos totais 14,6 12,4 15,1 7,85 22,1 445 27
Alifaticos resolvidos 561 227 407 657 164 199 266
UCM* n.d. n.d. nd n.d. n.d. n.d. nd
CPI 0,289 1,8 3,25 0,29 1,9 34,8 26,1
Pristano/fitano n.c. n.c. n.c. 0,844 n.c. n.c. 2,8
Alifaticos totais 561 227 407 657 164 199 266

*Mistura Complexa Nao Resolvida ; n.d. — abaixo do limite de detec¢@o ; n.c.- ndo calculado
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Figura 2: Perfis de distribuicdo dos hidrocarbonetos alifticos n-alcanos quantificados nas amostras
de Sargassum furcatum nos costdes rochosos da Ponta da Sela e da Praia de Barequegaba nos meses

de amostragem.
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A UCM (Mistura Complexa Nao Resolvida) esteve presente nas amostras de S. furcatum na
Ponta da Sela em agosto e novembro e ndo foi detectada nas amostras da alga de Barequecaba em
marco e a maior concentracio desta mistura foi encontrada na Ponta da Sela em novembro (412 pg g’
peso seco)(Tab. 1.). A razdo Pristano/Fitano foi elevada na Ponta da Sela (8,8) em marco, entretanto
valores < 1 dominaram as amostras de algas nos meses de amostragens. Nos anfipodes esta razao sé foi
determinada para as amostras de Barequecaba onde a razdo foi de 0,82 em marco e de 2,8 em
novembro (Tab. 1 e 2). O indice de preferéncia de carbono (CPI) foi calculado tanto para as amostras
de S. furcatum quanto para as amostras de Ampithoidae, contudo os valores deste indice foram mais
variaveis nas amostras de anfipodes entre os costdes e entre os meses de amostragem, nestes animais o
CPI foi elevado em agosto e novembro no costdo rochoso da Praia de Barequecaba (Tab. 1 e 2).

As concentracdes de hidrocarbonetos de alifaticos totais (UCM + alifédticos resolvidos) nao
diferiram significativamente entre os costdes rochosos, contudo, as concentracdes destes compostos
foram maiores nas amostras anfipodes ampitoideos do que nas amostras de S. furcatum (F; o= 7,08;

p=0,02)(Fig.4; Tab. 3).
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Ampithoidae nos costdes rochosos da Ponta da Sela e da Praia de Barequecaba nos meses de

amostragem.

Tabela 3: Analise de variancia (ANOV A) comparando as concentragdes de hidrocarbonetos alifaticos
(HA) e policiclicos aromaticos (HPA) entre costdes rochosos (Ponta da Sela e Barequecaba) e entre as

amostras de S. furcatum e as amostras anfipodes ampitoideos (organismos).

gl SQ F p
HA
Costdes 1 0,06 0,49 0,49
Organismos 1 0,89 7,08 0,02
Costdes.organismos 1 0,00001 0,0001 0,99
Residuo 10 0,125
HPA
Costoes 1 0,001 0,007 0,93
Organismos 1 0,21 0,83 0,38
Costdes.organismos 1 0,01 0,04 0,84
Residuo 10 0,25
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Figura 4: Concentracdo média de hidrocarbonetos alifaticos (A) e policiclicos arométicos (B) encontrados nas
amostras de S. furcatum e anfipodes da familia Ampithoidae, coletadas nos costdes rochosos de Barequecaba e

Ponta da Sela.

Com relacdo aos hidrocarbonetos policiclicos aromadticos, os compostos de baixo peso
molecular (2 aneis aromaticos) como metil, dimetil, trimetilnaftalenos e o naftaleno foram dominantes
nas amostras de S. furcatum assim como nos anfipodes ampitoideos, contudo concentragdes elevadas
destes compostos foram encontrados na amostra de S. furcatum coletada no costdo rochoso da Praia de
Barequecaba em agosto de 2008, na qual o hidrocarboneto policiclico aromatico naftaleno se destacou
em termos de concentracio (1073 ng. g'lpeso seco) (Fig. 5 e 6).

Também foram encontrados compostos com maior peso molecular como o pireno e criseno (4
aneis aromdticos) nos anfipodes e nas algas dos dois costdes rochosos e na amostra de alga do més de

agosto respectivamente.
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Figura 5: Perfis de distribuicdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromdticos quantificados nas

amostras de Sargassum furcatum nos costdes rochosos da Ponta da Sela e da Praia de Barequecaba.

As concentragdes de os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos encontradas tanto nos
anfipodes quanto nas algas no geral foram menores que as concentracdes de hidrocarbonetos alifaticos
e ndo houve diferenca significativa entre os costdes rochosos e entre a alga S. furcatum e os anfipodes

ampitoideos associados quanto a concentagdo de tais hidrocarbonetos (Fig. 4-B; Tab. 3).
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Figura 6: Perfis de distribuicdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos quantificados nas amostras de

Sargassum furcatum nos costoes rochosos da Ponta da Sela e da Praia de Barequegaba.

Discussao

Os resultados do estudo indicam que os costdes rochosos estudados foram expostos a petrdleo
ou derivados de petréleo uma vez que, nas amostras de S. furcatum foi possivel identificar a presenga
da Mistura Complexa Nao Resolvida (UCM) entre os hidrocarbonetos alifaticos. Tal mistura €

constituida de compostos de 6leo que sdo resistentes a degradacdo (Farrington et al.1977; Guerra-
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Garcia et al. 2003), contudo a origem dos hidrocarbonetos alifaticos nas amostras de algas esta
associada tanto a fontes antropogénicas, como o petrdleo, quanto a fonte biogénica, visto que o no
perfil de distribui¢do dos n-alcanos (Fig. 2), elevadas concentragdes de n-C;; foram encontradas.
Segundo Philp (1985), os n-alcanos mais abundantes nas algas bentdnicas e fitoplancton marinho sio
os de cadeia impar entre n-C;5 ao n-C,, principalmente o n-C;5 € o n-C;7, conforme foi visto neste
estudo.

A procedéncia dos hidrocarbonetos alifaticos também pode ser avaliada, observando a presenca
individual de alguns hidrocarbonetos ramificados em tecidos de alguns organismos, dentre os quais,
podem-se destacar o pristano (Cj9) e fitano (Cy), isoprendides mais comuns na maioria dos
sedimentos marinhos, pois estdo presentes em todos os petréleos e também em fontes naturais (Bicego
et al 2008). O pristano é mais comum entre os hidrocarbonetos biogénicos, enquanto que o fitano
raramente € biossintetizado (Guerra-Garcia et al. 2003). Sendo assim, pode-se utilizar a razdo
pristano/fitano para diferenciar a origem dos hidrocarbonetos nas amostras de organismos (Bicego et
al. 2008). Em amostras nao contaminadas por 6leo, a razdo € maior que um, normalmente entre 3 e 5
(Steinhauer & Boehm, 1992) como a grande maioria das amostras de S. furcatum apresentou uma
razdo proxima a 1, tal resultado confirma novamente a origem petrogénica dos hidrocarbonetos

alifdticos encontrados nesta alga.

Da mesma forma que foi observada nas amostras de S.furcatum, alguns hidrocarbonetos
alifaticos presentes nas amostras de anfipodes da familia Ampithoidae também indicam que tais
hidrocarbonetos podem ser derivados de petrdleo e de origem biogé€nica. Por exemplo, nos perfis de
distribuicdo de n-alcanos (Fig. 3) notam-se elevadas concentragdes de n-Cyg, 0 qual pode ser adquirido
por meio de adsorcdo e ou consumo de partes da alga S. furcatum, uma vez que este hidrocarboneto

alifatico pode ser proveniente de ceras cuticulares de plantas superiores (Philp 1985) e também foi
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encontrado nas amostras de algas. Outro n-alcano que pode ter sido acumulado via teia tréfica é o n-

C7, encontrado em grandes concentracdes na alga parda S. furcatum.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos dominantes nas amostras de S. furcatum e de
anfipodes ampitoideos foram os de baixo peso molecular como metil, dimetil, trimetilnaftalenos e
onaftaleno, isto pode ser explicado devido suas caracteristicas hidrofébicas, dado que, a distribui¢do na
coluna d’agua destes hidrocarbonetos € regida pela solubilidade na 4gua e as propriedades de parti¢ao
associadas, representadas pelo coeficiente de particdo octanol-dgua Ky, sendo comum encontrar os
hidrocarbonetos de menor peso molecular, normalmente constituidos de 2 ou 3 anéis arométicos
dissolvidos na dgua (IMW 1995). A alga S. furcatum por sua vez poderia refletir e acumular as
concentragdes de hidrocarbonetos do ambiente onde vivem, assim como foi observado em outras
espécies de algas pardas coletadas em uma regido moderadamente poluida da Costa da Noruega
(Knutzen e Sortland 1982). Por outro lado os anfipodes poderiam acumular estes hidrocarbonetos pelo
contato direto com a dgua ou por consumo de sua alga hospedeira. Esta hipétese pode ser suportada
por alguns estudos desenvolvidos com outras espécies de anfipodes. Segundo Pastorinho et al. (2009),
a acumulacdo de cobre, outro poluente marinho, pelo anfipode marinho herbivoro Echinogammarus
marinus Leach, pode ocorrer de duas formas: pelo contato com dgua contaminada por este metal e ou
pela alimentacdo. Adicionalmente foram encontradas concentragdes mais elevada de tributil-estanho
(TBT) nos ampitoideos Cymadusa compta Smith, alimentados com fragmentos de gramas marinhas
expostos ao TBT (Kelly et al. 1990).

Os costdes rochosos amostrados neste estudo estdo expostos a diferentes fontes de
contamina¢do, enquanto o costdo rochoso da Ponta da Sela pode sofre impactos das lavagens
clandestinas de pordes de petroleiros (Bicego et al. 2008), o costdo rochoso da Praia de Barequecaba

estd mais sujeito a poluicio de efluentes domésticos devido a sua proximidade as atividades turisticas e
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influéncia urbana, uma vez que neste local existe um bairro residencial. Este fato poderia explicar as
concentracdes mais elevadas de hidrocarbonetos policiclicos arométicos encontrados neste local, ja
que estes compostos podem ser provenientes de embarcacdes turisticas e de efluentes domésticos
(Bicego et al. 2004; Pereira et al. 2007). Contudo nao foi observado diferenca significativa entre as
concentragdes de hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos aromadticos entre os costdes rochosos
amostrados, todavia as concentragdes de alifiticos foram maiores nas amostras de anfipodes
ampitoideos do que nas amostras de S. furcatum, sugerindo uma biocumulacio destes poluentes

De forma geral tanto os hidrocarbonetos alifdticos quanto o policiclicos aromédticos encontrados
nas algas e nos anfipodes apresentaram derivados de petréleo, indicando a contaminacao da regido do
Canal de Sao Sebastido. As algas podem absorver estes compostos presentes na dgua enquanto que os
ampitoideos podem acumulé-los via contato ou por ingestdo de algas contaminadas uma vez que a
concentragao média de hidrocarbonetos alifaticos foi maior. Contudo devido ao pequeno nimero de

amostras obtidas neste estudo, trabalhos adicionais sdo necessarios para comprovagao dos resultados.
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Capitulo 2: Riqueza, variacao temporal e espacial das espécies de ampitoideos associadas a alga

parda Sargassum furcatum Kiitzing, 1843 do Canal de Sao Sebastido.

Introducao

Os anfipodes sdo crusticeos que se destacam em termos de diversidade e abundancia na
comunidade de macréfitas marinhas (Mukai 1971; Edgar 1983; Norton & Benson 1983; Gunnill 1985)
e em especial quando ocorrem associados a alga parda Sargassum (Curvélo 1998; Dubiaski-Silva 1999;

Jacobucci 2000; Lima 2002; Leite & Turra 2003).

A alga parda Sargassum € um componente conspicuo das comunidades de dguas tropicais e
subtropicais e geralmente ocorrem em bancos extensos desde a franja do infralitoral até o infralitoral
(Paula & Oliveira Filho 1980). Na regido sudeste do Brasil os bancos de Sargassum sdo
particularmente abundantes em costdes rochosos, representando a maior parte da cobertura e biomassa
de algas em determinadas 4reas do litoral dos Estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (Paula & Oliveira
Filho 1980; Paula & Eston 1987, Széchy & Paula 2000) sendo encontrados tanto em costdes rochosos
abrigados como expostos ou semi-expostos a acdo das ondas (Schézy & Paula 2000; Tanaka & Leite
2003; Schézy & Veloso 2008). Tais caracteristicas hidrodindmicas dos costdes rochosos podem
ocasionar diferengas estruturais entre populagdes de Sargassum cymosum, onde em locais protegidos
da acdo das ondas mostram-se mais abundantes em termos de biomassa (Paula & Oliveira Filho 1980;
Leite et al. 2000). Contudo a estruturacdo dos bancos de Sargassum relaciona-se tanto com fatores
abidticos como hidrodinamismo, temperatura e profundidade (Jacobucci et al. 2010), quanto a fatores
biolégicos como a fenologia das diferentes espécies Sargassum e a interagdo com fauna de herbivoros

(Cruz-Rivera & Hay 2000; Jacobucci 2005).

Os anfipodes da familia Ampithoidae representados no litoral paulista pelas espécies de

Ampithoe ramondi Audouin 1826, Cymadusa filosa Savignyl816, Sunampithoe pelagica Milne
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Edwards 1850, (Wakabara er al. 1983; Leite et al. 2000; Tanaka & Leite 2003; Jacobucci & Leite
2006; Tanaka & Leite 2007; Leite 2011; Leite ef al. 2011) exercem influéncia na estruturacdo das
comunidades de Sargassum (Cruz-Rivera & Hay 2000; Jacobucci 2005; Jacobucci & Leite 2008) por
que além consumir seus tecidos, utiliza-os para constru¢@o de seus abrigos em forma de tubo (Brawley
1992; Appadoo & Myers 2003, Roberts et al. 2008b). O sucesso dessas trés espécies tubicolas no
mesmo ambiente pode estar relacionado a diferentes aspectos de sua biologia, incluindo diferengas nos
periodos reprodutivos, na fecundidade e na duragdo do desenvolvimento embriondrio (Steele & Steele
1975; Leite 1996a). Entretanto, fatores relacionados com a competicdo intraespecifica (Brawley &
Adey 1981), a tolerancia das espécies de anfipodes em relacdo a acdo das ondas (Leite et al. 2000),
acdo de predadores, como os peixes (Nelson 1979) ou a polui¢do ambiental (Roberts et al. 2008b)
podem atuar na estruturacdo da composicdo das espécies da familia Ampithoidae influenciando a

variacdo de suas densidades.

Apesar de existir varios estudos da comunidades de anfipodes associados a diferentes espécies
de Sargassum, abordando diversos aspectos desta associagdo no litoral norte do Estado de Sao Paulo
(Wakabara et al. 1983; Leite et al. 2000; Tanaka & Leite 2003; Jacobucci & Leite 2006, 2008; Tanaka
& Leite 2007; Leite 2011; Leite et al. 2011), até o presente momento foi realizado apenas um estudo
sobre a macrofauna associada a alga parda Sargassum furcatum Kiitzing, 1843 dos costdes rochosos do
localizados no Canal de Sebastido, litoral norte do Estado de Sao Paulo (Lima 2002). Por outro lado,
observa-se que alguns foram desenvolvidos com a fauna de anfipodes associada a fundos ndo

consolidados deste Canal (Santos & Pires-Vanin 2002; Arasaki et al. 2004; Pires-Vanin 2008).

Os costdes rochosos presentes no Canal apresentam ampla diversidade de substratos biologicos
como algas, bivalves, poliquetas e cirripédias (Milanelli 2003) e possuem diferencas relacionas ao

hidrodinamismo (Giordano 1986; Milanelli 2003), porém pouco se conhece sobre a dindmica destes
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substratos e da fauna associadas. Tal conhecimento pode fornecer subsidios para programas de
monitoramento ambiental (Milanelli 2003), uma vez que o Canal de Sdo Sebastido estd sujeito a
poluicdo por petréleo e seus derivados, devido as operagdes do Ductos e Terminais Centro Sul (DTCS),
bem como das atividades turisticas e esgotos domésticos comuns em regides litoraneas (Zanardi et al.
1999b; Arasaki et al. 2004; Medeiros & Bicego 2004; SMA 2006; CETESB 2008). Assim como forma
de contribuir para o conhecimento da comunidade de anfipodes associados a algas, os objetivos deste
trabalho foram: identificar quais s@o as espécies da familia Ampithoidae que ocorrem associadas a
bancos de S. furcatum presentes em seis costdes rochosos do Canal e verificar se tais espécies

apresentam variacdo espacial e temporal em suas densidades.
Materiais e Métodos

1.Area de Estudo

Este estudo foi desenvolvido em costdes rochosos localizados no Canal de Sdo Sebastido, litoral
norte do Estado de Sao Paulo (Fig.1). O Canal é delimitado pela Ilha de S3do Sebastido e pelo o
municipio de Sdo Sebastido no continente, possui cerca de 22 km de extensdo e larguras de 7,2 e 5,6
km, na entrada norte e sul respectivamente, porém, na parte central a largura é mais estreita sendo de
1,9 km (Castro et al. 2008)(Fig. 1). Os costdes rochosos sdo os ecossistemas costeiros mais abundantes
desta regido (Milanelli 2003) dentre os quais, seis costdes rochosos foram selecionados para realizagao
deste estudo em virtude da presenca de bancos de S. furcatum, e pelo fato de apresentar diferencgas
quanto ao grau de exposi¢do as ondas. Segundo Milanelli (2003) os costdes rochosos da Praia do
Curral, Saco do Itapud e Ponta da Sela apresentam grau moderado de exposi¢do a ondas, podendo ser
classificados em semi-abrigados, enquanto que os costdes rochosos da Praia de Guarapocaia e Viana

sdo abrigados. O costdo rochoso do Ponta do Recife pode ser considerado semi-abrigado segundo os

critérios de Széchy & Paula (2000)(Fig.1).
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Figura 1: Localizacdo dos costdes rochosos estudados no Canal de Sdo Sebastido, litoral norte do
Estado de Sao Paulo. Modificado segundo Denadai (2001).
2. Procedimentos de amostragens e tratamento dos dados

As coletas foram realizadas nos meses de marco, setembro, dezembro de 2007 e fevereiro de
2008 nos seis costdes rochosos. A amostragem do material foi realizada por meio de mergulho livre
entre 1 e 2 m profundidade. Nos bancos de S. furcatum, 10 frondes, foram coletadas aletoriamente ao
longo de um transecto de 50m de extensdo. As frondes foram cobertas com sacos de tecidos de malha
de 0,2mm e transportadas até o laboratério do Centro de Biologia Marinha da Universidade de Sao
Paulo (CEBIMar - USP).

No laboratorio as algas foram mantidas no freezer até que os animais ndo apresentassem sinais
vitais. ApOs este resfriamento, as algas foram submetidas a quatro lavagens sucessivas com dgua do
mar e a dgua resultante desse processo foi filtrada em rede com malha de 0,2 mm para retencdo da

fauna que foi fixada em alcool 70%. As algas lavadas foram congeladas, € todo material foi
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transportado para o Laboratério de Interacdes entre Comunidades Marinhas (LICOMAR- Unicamp).
Neste laboratério, com o auxilio de um microscopio estereoscopico os anfipodes ampitoideos foram
separados da fauna, contados e identificados em nivel especifico.

As frondes de S. furcatum foram secas a 70°C em estufa durante 24 h e em seguida foram

pesadas.

3. Andlises dos dados

Para verificar se houve variacdo no peso seco das frondes de S. furcatum encontrados nos
costoes rochosos e entre 0os meses amostrados foi realizada andlise de variancia (ANOVA) bifatorial,
onde a varidvel resposta foi o peso seco das frondes e fatores foram os costdes rochosos e os meses de
amostragem.

A densidade das espécies de ampitoideos foi obtida, dividido-se o nimero de individuos de cada
espécie pelo peso da fronde onde eles foram encontrados. Com estes dados foi verificado se a
densidade das espécies, separadamente, variam entre os costdes rochosos e entre os periodos de
amostragem, por meio de analise de varidncia bifatorial (ANOVA) onde a varidvel resposta foi a
densidade e os fatores foram os costdes rochosos e os meses de amostragem. Quando os dados nio se
enquadavam nas premissas da ANOVA foi realizado o teste ndo paramétrico de kruskall Wallis. Para
fins de normalizagdo, as densidades das espécies de ampitoideos foram tranformadas em log ou log
(X+1)(Clarke & Warrick 2001) e os dados foram analisados quanto homogeneidade de variancia (Zar
1998). Quando os resultados foram significativos foi realizado o teste a posteriori de compara¢des

multiplas de Tukey.

Resultados

Houve variacdo significativa da biomassa (peso seco) de S. furcatum entre os costdes rochosos
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e entre os periodos de amostragem (Fj4, 207=4,61; p<0,001)(Fig.2). Em marco de 2007 as maiores
frondes foram encontradas nos costdes rochosos da Praia de Guarapocaia e Viana (Fig.2). Em
setembro a variacdo observada foi devido a auséncia das frondes de S. furcatum no costdo rochoso do
Saco do Itapud, neste mesmo periodo nota-se que a biomassa de S. furcatum dos costdes rochosos da
Ponta da Sela, Praia do Curral e Ponta do Recife foi diferente das frondes dos costdes da Praia de
Guarapocaia e Viana (Fig.2). Em dezembro de 2007 a biomassa média foi maior no costdao rochoso
Viana, a qual apresentou diferencas visiveis com relagdo as biomassas das algas dos costdes rochosos
da Ponta da Sela e Saco do Itapua. Por outro lado a maior biomassa média das frondes de S. furcatum
em fevereiro de 2008 foi encontrada no costdo rochoso da Praia do Curral enquanto que as menores
foram nos costdes rochosos da Ponta da Sela e Saco do Itapua (Fig.2). Analisando o peso seco das
frondes de S. furcatum entre os meses amostrados, setembro diferiu dos demais periodos de coletas
(Tukey; p< 0,05) por apresentar as menores frondes.

Foram encontrados associados as frondes de S. furcatum dos seis costdes rochosos no periodo
de estudo 3.881 individuos da familia Ampithoidae pertencentes a seis espécies: Cymadusa filosa
(1.627 individuos); Sunampithoe pelagica (908 individuos); Ampithoe ramondi (756 individuos);
Ampithoe sp. (217 individuos), Ampithoe divisura Shoemaker, 1938 (67 individuos), Ampithoe
marcuzzi Ruffo, 1954 (56 individuos)(Anexo 1) e 250 animais foram classificados como ampitoideos
jovens por serem animais pequenos e de dificil identificacdo em nivel de género.

As espécies Ampithoe sp. e A. marcuzzi (Anexo 1: Fig. B e C) ocorreram apenas nos costdes
rochosos da Praia do Curral e Praia do Guarapocaia respectivamente, enquanto que A. divisura (Anexo
3: A) ndo foi encontrada no costdo rochoso Viana (Tab.1) e Sunampithoe pelagica nao ocorreu no Saco

do Itapua. C. filosa e A. ramondi ocorrem em todos os costoes rochosos amostrados.

27



10 Marco 2007 10 Setembro de 2007

2 c
g 5
87 B B g
2 2 6
5 s 5 B
5 s 5
3 3
3 & A AB
=t 4 3
2 AB :
e 3 &
AB = AB AR
L . : .
P.Sela P.Curmal SItapui PRecife P.Guarapocaia Viana P.Sela P.Curmral S.Itapui PRecife  P.Guarapocaia Viana
10 = 10
Dezembro de 2007 Fevereiro de 2008
9 9

”

4=

Peso seco de Sargasston frecatton

u.

Peso seco de Sargassten frecatien (g)

o

B
B
B

6

5 AB AB
g AB i

AB
. AB
3 A ) A
A

. A i
<
1 i

P.Sela P.Curral SItapui PRecife P.Guarapocaia Viana P.Sela P.Curral SItapui PRecife  P.Guarapocaia Viana

=

Figura 2: Peso seco em gramas(+ erro padrdo) das frondes de Sargassum furcatum coletadas nos costdes
rochosos nos 4 periodos de coletas ( P.Sela = Ponta da Sela; P.Curral = Praia do Curral; P. Recife= Ponta do
Recife; P.Guarapocaia= Praia de Guarapocaia). Barras com a mesma letra indicam auséncia de diferenca

significativa (Tukey; p< 0,05).

Tabela 1: Espécies de ampitoideos e sua ocorréncia nos costdes rochosos estudados.

Costoes rochosos

Espécies - - - - -
Ponta da Sela  Praia do Curral Saco do Itapud Ponta do Recife = Praia de Guarapocaia Viana

Ampithoe divisura X X X X X

Ampithoe marcuzzii X

Ampithoe sp. X

Ampithoe ramondi X X X X X X
Cymadusa filosa X X X X X X
Sunampithoe pelagica X X X X X
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Avaliando as espécies de ampitoideos isoladamente, houve variacdo significativa das
densidades de C. filosa entre os costdes rochosos e entre os meses de amostragens (Fi4 207=2,94;
p>0,001), sendo que as maiores densidades de C. filosa ocorreram em marco de 2007 (Fig.4; Tab.2)
(Tukey; p< 0,005). Neste més, contudo, observou-se que a densidade de C. filosa encontrada no costao
rochoso do Saco do Itapud foi menor e diferiu dos demais costdes rochosos (Fig.4; Tab.2),
adicionalmente a densidade desta espécie também foi diferente entre os costdes da Ponta da Sela e Saco
do Itapud em dezembro de 2007 enquanto que nos meses de setembro e fevereiro ndo foi encontrado
diferencas nas densidades de C. filosa entre os costdes rochosos (Fig.4). Por outro lado, a densidade de
A. ramondi diferiu entre os costdes rochosos amostrados (Hs, 200= 50,16; p<0,001)(Fig. SA) e ndo foi
observado variagdo significativa entre os periodos de coleta (Hs, 200 = 6,33; p = 0,09) (Fig. 5-B). A
diferenca observada da densidade de A. ramondi, de acordo com o teste a posteriori de comparagao
multipla, indicou que costdo rochoso do Saco do Itapua diferiu dos demais costdes, ocorrendo neste
costdo as maiores densidades desta espécie, sendo que em fevereiro encontrou-se em média 9,74
individuos por grama de peso seco de S. furcatum (Tab.2). A densidade de S. pelagica seguiu o mesmo
padrdo de A. ramondi apresentando diferencas significativas entre os costdes rochosos (Ha.1s50= 26,51;
p<0,001) e auséncia de diferenca significativa das densidades desta espécie entre os meses de
ocorréncia (Hs, 150= 7,67; p = 005), contudo, o teste de comparagdo multipla indicou que a diferenca
entre os costdes foi devido a elevada densidade de S.pelagica que ocorreu no costao rochoso da Praia
do Curral em dezembro (6,22 inds/g-Tab.2 e Fig.6).

A espécie A. divisura ndo apresentou diferencas significativas em suas densidades tanto entre os
costoes rochosos (Ha.108 = 1,35; p = 0,50), quanto entre os meses de sua ocorréncia (Ha. 108 = 9,15; p =
0,06) (Fig.7). A densidade média de Ampithoe sp., que ocorreu apenas no costdao rochoso da Praia do
Curral, ndo diferiu significativamente entre os periodos de coleta (Hs.4o = 4,7; p = 0,19) (Fig.8-1), no

entanto, podemos observar que em setembro foi encontrado em média 6,79 individuos por grama de
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peso seco de S. furcatum que correspondeu a maior densidade encontrada nesta coleta (Tab.2).
Também ndo foi encontrada diferenca significativa nas densidades Ampithoe marcuzzi (H3 40 = 3,33; p
= 0,34) (Tab.2) na Praia de Guarapocaia entre os periodos trabalhados embora esta espécie nao tenha
ocorrido em setembro (Fig.8-2).

De forma geral observa-se que dentre as seis espécies de ampitoideos encontradas, cinco
apresentam variacdo espacial em suas densidades, enquanto que C. filosa além de ocorrer em todos os
costoes rochosos nos quatro meses de amostragem, apresentou ampla variacao na densidade tanto entre

os locais amostados quanto entre os periodos de coletas.
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Tabela 2: Densidades das espécies de ampitoideos (média + erro padrao de inds/g de peso seco de

Sargassum) encontradas em cada costao rochoso entre os meses de coletas.

Espécies Marco Setembro Dezembro Fevereiro
Ampithoe ramondi 1,3 £0,17 0,33+ 0,33 587+ 2,13 5,96+ 3,40
= Ampithoe divisura 0,341 0,26 - 0,38% 0,28- 0,26% 0,19
_g Ampithoe sp. - - - -
g Ampithoe marcuzzii -- -- -- --
& Cymadusa filosa 8,951 1,67 0,17%0,17 3,541 1,03 2,341 091
Sunampithoe pelagica -- -- -- 0,351 0,24
- Ampithoe ramondi 2,35 £ 0,69 0,18 0,09 1,50 £ 0,60 0,89t 0,24
5 Ampithoe divisura 0,05% 0,04 - 0,201 0,20 -
< Ampithoe sp. 0,981 0,66 6,791 5,64 0,21+0,12 1,524+ 0,51
S Ampithoe marcuzzi - - - -
'S Cymadusa filosa 6,241 1,12 2,331+223 1,00t 0,27 2,124 0,39
= Sunampithoe pelagica 1,45+ 0,65 - 6,22+ 091 1,13£0,25
- Ampithoe ramondi 2,44 £ 0,50 - 5,10 £ 1,39 9,741 1,98
§ Ampithoe divisura 0,37%0,19 - 1,12% 0,67 1,10£ 0,53
ﬁ Ampithoe sp. - - - -
E Ampithoe marcuzzii - - - -
5 Cymadusa filosa 0,411 0,10 - 0,261 0,26 0,79+ 0,37
Sunampithoe pelagica -- -- -- -
o Ampithoe ramondi 0,371 0,23 6,71 2,38 1,30% 0,54 1,78+ 1,05
S Ampithoe divisura - - 0,301 0,14 0,37£0,20
Qé Ampithoe sp. -- -- -- --
2 Ampithoe marcuzzi -- -- -- -
§ Cymadusa filosa 5,141 0,99 0,85% 0,51 2,09t 0,57 1,57 0,46
&~ Sunampithoe pelagica -- -- 0,431 0,01 0,031 0,03
Ampithoe ramondi 0,611 0,29 - - 0,42% 0,13
o -g Ampithoe divisura -- - 0,02+ 0,02 -
= é Ampithoe sp. - - - -
Z £ Ampithoe marcuzzi 0,361 0,34 - 0,201 0,13 0,16+ 0,09
3 Cymadusa filosa 2,881 0,71 0,66% 0,30 0,44% 0,15 3,05t 1,04
Sunampithoe pelagica 0,05% 0,03 3,451 1,19 1,231+ 0,43 0,92t 0,28
Ampithoe ramondi 0,76 0,41 - 0,03+ 0,02 0,31t 0,11
Ampithoe divisura -- -- -- -
g Ampithoe sp. -- -- -- -
S Ampithoe marcuzzi - - - -
Cymadusa filosa 4,411 0,99 0,98+ 0,35 0,71 0,26 2,731 0,68
Sunampithoe pelagica -- 0,35+ 0,35 1,62 £ 0,89 1,61 0,56
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Figura 4: Densidade (log) de Cymadusa filosa (+ erro padrao) coletadas nos costdes rochosos nos 4
periodos de coletas ( P. Sela = Ponta da Sela; P. Curral = Praia do Curral; P. Recife = Ponta do Recife;
P. Guarapocaia = Praia de Guarapocaia). Barras com a mesma letra indicam auséncia de diferenca

significativa (Tukey; p< 0,05).
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Figura 5: Densidade (log) de Ampithoe ramondi (+ erro padrio) entre os costdes rochosos (1) e entre

os periodos de coleta (2). Barras com a mesma letra indicam auséncia de diferenca significativa

(Tukey; p< 0,05).
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Figura 8: 1- Densidade (log) de Ampithoe sp. (£ erro padrao) no costio rochoso da Praia do Curral. 2-
Densidade (log) de Ampithoe marcuzzi(+ erro padrdo) no costdo rochoso da Praia de Guarapocaia.

Barras com a mesma letra indicam auséncia de diferenca significativa.
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Discussao

Nos costdes rochosos estudados do Canal de Sdo Sebastido, foram encontradas seis espécies de
anfipodes ampitoideos, nimero maior do que o obtido em outros estudos realizados na regidao por Lima
(2002) e Ferreira (2008) assim como em costdes localizados fora do Canal (Tanaka & Leite 2003;
Jacobucci & Leite 2006; Tanaka & Leite 2004; Leite et al. 2007; Leite 2011; Leite er al. 2011) onde
foram encontradas apenas trés espécies Cymadusa filosa, Ampithoe ramondi e Sunampithoe pelagica.
Tal resultado indica que a riqueza de espécies da familia Ampithoidae nos costdes rochosos do Canal é
maior que nas demais regides ja estudadas do litoral do Estado de Sao Paulo.

A espécie Ampithoe divisura ja foi encontrada no litoral do Rio de Janeiro e de Santa Catarina
(Serejo & Licinio 2002) e a identificacdo desta espécie para os costdes rochosos do Canal de Sao
Sebastido corresponde a uma nova ocorréncia para o litoral do Estado de Sao Paulo, adicionalmente
Ampithoe marcuzzi também representa uma nova ocorréncia da espécie para regido sudeste do Brasil.
Este ampitoideo foi encontrado inicialmente na Venezuela por Ruffo (1954) o qual descreveu a
espécie. Posteriormente foi encontrada por Ortiz (1978) em Cuba e estudos mais recentes indicam uma
distribui¢cdo mais ampla ocorrendo na costa leste da Florida e na Carolina do Norte nos Estados Unidos
(Duffy 1990; LeCroy 2002). No Brasil, A. marcuzzi foi encontrada em algumas regides do litoral
nordestino (Souza-Filho 2007) e a presenca de A. marcuzzi no costdo rochoso da Praia do Curral do
Canal de Sao Sebastido sugere a expansdo de sua ocorréncia na costa brasileira.

Ampithoe sp. apresenta caracteristicas morfoldgicas bem distintas das outras espécies do género
Ampithoe que foram encontradas nos costdes rochosos do Canal de Sdo Sebastido como A. ramondi, A.
marcuzzi € A. divisura (observacao pessoal) e comparando as suas caracteristicas morfologicas com a
ultima revisdo do género Ampithoe feita por Peart (2007), observou-se em principio que Ampithoe sp.
¢ diferente das 20 espécies do gé€nero que ocorrem na Austrélia e adicionalmente difere da espécie A.

seticoxae descrita recentemente para a costa do Rio de Janeiro (Serejo & Licinio 2002). Assim €
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provével que seja uma nova espécie, que ficou restrita a um Unico costao.

As espécies mais comuns encontradas na drea de estudo foram A. ramondi, A. divisura, S.
pelagica e C. filosa, as trés primeiras apresentaram variacao das densidades entre os costdes rochosos
enquanto que as densidades de C. filosa também diferiram entre os meses de estudo. Variacdo
temporal e espacial da fauna de gamarideos do fital pode estd relacionada a modificacdes de fatores
ambientais locais como temperatura, hidrodinamismo, variacdo na complexidade estrutural devido a
presenca de epifitas, bem como mudancas sazonais na pressdo de predacdo, disponibilidade de
alimento, atividade reprodutiva (Edgar 1983; Tanaka & Leite 2003).

O hidrodinamismo foi considerado um fator importante para variacdo das densidades de
ampitoideos no estudo de Wakabara et al (1983). Estes autores desenvolveram um estudo em dois
costdes com hidrodinamismo diferentes, observaram que C. filosa ocorreu no costdo rochoso mais
exposto a acdo das ondas, enquanto que A. ramondi e S. pelagica foram encontradas no costao rochoso
mais abrigado. Resultado diferente foi encontrado por Leite et al. (2007) que analisaram a influéncia
da variacdo da alga parda S. cymosum sobre a estrutura da assembleia de anfipodes entre duas praias
com diferentes graus de exposi¢cdo as ondas e observaram que A. ramondi ocorreu em maior densidade
na praia mais abrigada e C. filosa na praia mais exposta, contudo S.pelagica apresentou densidades
semelhantes nas duas praias. No presente estudo as maiores densidades de A. ramondi, A. divisura e S.
pelagica foram encontradas em costdes moderadamente expostos a acdo das ondas (Figs. 1-7), ja as
espécies de Ampithoe sp. e Ampithoe marcuzzi foram restritas aos costdes rochosos abrigados e semi-
abrigados respectivamente e C.filosa ndo apresentou nenhum padrao quanto ao hidrodinamismo. Estes
resultados indicam que o hidrodinamismo ndo influenciou diretamente na ocorréncia e abundancia das
espécies de ampitoideos nos costdes rochosos do Canal de sdo Sebastido, uma vez que ndo foi
observado nenhum padrdo para distribuicdo dos ampitoideos. Segundo Leite er al. (2007)

caracteristicas estruturais da alga Sargassum como o tamanho e a presenca de epifitas, tem forte
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influéncia sobre a densidade de anfipodes, que pode variar em pequena escala, dentro do costdo
rochoso, ou em escalas maiores, entre costdes rochosos ou periodos de coletas diferentes. Desta forma
as variacoes nas densidades das espécies de ampitoideos do Canal de Sdo Sebastiio podem estd
relacionadas com as caracteristicas estruturais de S. furcatum que apresentou variacdes nos pesos das
frondes tanto entre os costdes rochosos quanto entre os periodos de amostragens e também devido a
presenca de epifitas nestas algas (observacdo pessoal) que podem fornecer alimentos e reftigios
adicionais de diferentes formas para fauna de ampitoideos (Jacobucci & Leite 2006).

Alguns trabalhos realizados no Canal de Sao Sebastido informam que a temperatura pode variar
em func¢do das entradas de massas de dgua entre 20 a 28°C ao longo do ano (Silva et al., 2001), e isto
pode influenciar as densidades de ampitoideos, uma vez que, para os estudos realizados com
Sargassum filipendula C. Agardh, temperaturas elevadas podem inibir o crescimento desta alga
(Jacobucci 2005), assim densidades maiores de anfipodes ampitoideos seriam resultado da redugao do
substrato disponivel (Jacobucci & Leite 2006). E uma hipétese a ser considerada para A. ramondi uma
vez que as maiores densidades de A. ramondi ocorreram em dezembro de 2007 e fevereiro de 2008 no
costao rochoso do Saco do Itapua, onde as frondes de S. furcatum apresentaram menores pesos.

As diferencas nas densidades observadas entre as espécies de ampitoideos também pode
resultar das interagcdes agonisticas entre elas. Dentre os ampitoideos C. filosa e A. ramondi sdo maiores
em termos de tamanho e segundo Brawley & Adey (1981) apresentam comportamento agressivo.
Interacdes agressivas entre individuos de C. filosa ja foram identificadas por Siqueira et al. (2008), e
observagoes feitas em laboratorio revelam que C. filosa, A. ramondi e S. pelagica apresentam
comportamento territorialista na alga hospedeira Sargassum, interagem agonisticamente entre si € que
o tamanho tem um papel fundamental na resolucdo destas interacdes (observacdes pessoais). Assim
animais menores como S. pelagica ocorreriam em menores densidades nos casos em que C. filosa e A.

ramondi co-ocorrem em maiores densidades e isto pode ser observado no costdo rochoso da Praia do
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Curral em marco de 2007. Situacdo oposta pode ser observada no mesmo periodo no costdo rochoso da
Ponta do Recife.

A sensibilidade do anfipodes ampitoideos a diferentes niveis de contamina¢do ambiental,
também pode explicar a variacdo na densidade das espécies desta familia. Roberts et al. (2006),
demonstrou experimentalmente que Sargassum linearifolium contaminado com cobre apresenta menor
taxa de colonizagdo por Peramphithoe parmerong Power & Lowry 1997, outra espécie de ampitoideo
que ocorre na Austrdlia. Gémez Gesteira & Dauvin (2000) encontraram baixas densidades de
anfipodes do género Ampelisca em regides contaminadas por petréleo. O Canal de Sao Sebastido é
uma regido vulnerdvel a poluicdo por petréleo, devido ao transito constante do produto na drea em
funcdo das operacdes do Dutos e Terminais Centro Sul (DTCS), o que poderia afetar negativamente as
densidades das espécies encontradas neste estudo. Comparando os dados de densidades de A. ramondi,
C. filosa e S. pelagica do presente estudo com os trabalhos de Tanaka & Leite (2003) e Jacobucci &
Leite (2006) ambos desenvolvidos em costdes rochosos fora do Canal no norte do Litoral do Estado de
Sao Paulo e em periodos correspondentes as coletas realizadas no Canal de Sdo Sebastido, nota-se uma
grande diferenga em termos de densidades destas espécies. No estudo de Tanaka & Leite (2003) as
maiores densidades médias foram de 14,1 ind.g'l de A. ramondi, 19,1 ind.g'1 de C. filosa e 18,5 ind.g'1
de S. pelagica, ja no estudo de Jacobucci & Leite (2006) as densidades de A. ramondi, C. filosa e S.
pelagica foram de 35, 12 e 10 inds. g respectivamente, enquanto que nos costdes rochosos do Canal,
a maior densidade de A. ramondi foi de 9,74 ind.g'l, de C. filosa de 8,95 ind.g'1 e S. pelagica de 3,35
ind.g"', esta comparagdo permite observar que as densidades foram inferiores, adicionalmente anélises
quimicas realizadas na alga S. furcatum encontradas nos costdes rochosos do Canal de Sao Sebastido
(Capitulo 4) revelaram a presenca de hidrocarbonetos de origem petrogénica € uma variacao espacial e
temporal em termos de concentragdo na alga, tais poluentes poderiam agir como fator adicional na

estruturacdo da comunidade de anfipodes herbivoros desta regido.
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Capitulo 3: Biologia populacional de Cymadusa filosa Savigny, 1816 associada a alga parda

Sargassum furcatum Kiitzing, 1843 dos costoes rochosos da Ilha de Sao Sebastiao.

Introducao

Os anfipodes gamarideos representam um grupo extremamente diverso e numeroso dentre os
animais que sdo encontrados associados a alga parda Sargassum (Curvélo 1998; Dubiaski-Silva 1999;
Lima 2002; Leite & Turra 2003), por outro lado também se destacam em termos de abundancia e
riqueza de espécies em comunidades de outras macroéfitas (Mukai 1971; Edgar 1983; Norton & Benson
1983; Gunnill 1985). No Brasil especialmente no litoral norte de Sdo Paulo existem bancos extensos
de Sargassum, onde ja foram encontradas mais de 30 espécies de anfipodes associadas, com
abundéncias, modos de vida e habitos alimentares muitos diversificados (Wakabara er al. 1983; Leite
et al. 2000; Jacobucci et al. 2002; Tanaka & Leite 2003; Leite et al. 2007). A diversidade e a
distribuicdo desta fauna associada a Sargassum podem estar relacionadas a diferentes aspectos de sua
biologia, incluindo diferencas nos periodos reprodutivos, na fecundidade e na duracdo do
desenvolvimento embriondrio (Steele & Steele 1975; Leite 1996; Jacobucci & Leite 2006). A duracdo
da estacdo reprodutiva nos crustdceos estd relacionada a distribui¢do geografica dos mesmos. Espécies
que vivem em regides de clima temperado tendem a apresentar desovas em sincronia com os periodos
de condi¢cdes ambientais mais favordveis. Por outro lado, espécies sujeitas a uma sazonalidade
climatica mais estdvel, podem produzir desovas durante longos periodos ou mesmo durante todo o ano
(Saint-Marie 1991). Estas espécies podem apresentar picos de intensidade na frequéncia de fémeas
ovigeras, que pode variar em nivel especifico e ou em escala espacial como resposta as pequenas
variagdes ambientais (Sastry 1983).

O padriao reprodutivo dos anfipodes gamarideos pode ser classificado em semélparo ou

iteroparo e o ciclo de vida em semi-anual, anual, bianual ou perianual (Saint-Marie 1991). Estes
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padrdes sdo influenciados pela latitude, profundidade e salinidade e variam de acordo com a familia.
Sabe-se que os padrdes reprodutivos e ciclos de vidas dos gamarideos sdo bastante estudados em
regides temperadas enquanto que para o Brasil poucos estudos abordam estes caracteristicas.

Dentre os anfipodes associados ao Sargassum, os gamarideos da familia Ampithoidae
(Ampithoe ramondi Audouin 1816, Cymadusa filosa Savigny 1816, Sunampithoe pelagica Milne
Edwards 1830) representam os individuos de maior porte que utilizam a alga para construcao de abrigo
e para alimentacdo (Jacobucci 2005), estas caracteristicas contribuem para forte influéncia destas
espécies na estruturacdo das comunidades de Sargassum (Cruz-Rivera & Hay 2000; Jacobucci 2005).
Estudos que permitam aprofundar o conhecimento da biologia das espécies de ampitoideos sdo
fundamentais para a compreensdo do papel desses anfipodes em sistemas complexos como os bancos
de Sargassum (Jacobucci & Leite 2006). Jacobucci & Leite (2006) desenvolveram um estudo sobre a
biologia populacional de trés espécies de ampitoideos no litoral de Sao Paulo, no entanto
caracteristicas relacionadas a morfologia da alga, hidrodinamismo e presenca de inimigos naturais e de
co-espécificos, além da presenca de contaminantes ambientais podem influenciar os parametros
populacionais dos anfipodes (Leite 1996b; Borowsky 1983a; Ford et al. 2003) e assim gerar diferencas
entre populacdes de uma mesma espécie em uma escala espacial. Assim, este estudo teve como
objetivo estudar a biologia populacional de Cymadusa filosa, anfipode ampitoideo mais representativo
de quatro costdes rochosos do Canal de Sdo Sebastido uma regido que estd sob influencia de impactos

antropicos.

Materiais e Métodos

1. Area de Estudo
As coletas foram realizadas em costoes rochosos da Ilha de Sao Sebastido. A Ilha delimita o

Canal de S@o Sebastido, onde se localiza o Duto e Terminais Centro Sul (DTCS), antigo Terminal
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Petrolifero Almirante Barroso (TEBAR) (Fig.1).
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Figura 1: Localizacao dos costdes rochosos estudados no Canal de Sao Sebastido, litoral norte do

Estado de Sdo Paulo. Modificado de Denadai (2001)

2. Procedimentos de amostragens e tratamento dos dados

Foram realizadas quatro coletas nos periodos de 26 a 30 marco de 2007, 2 a 7 setembro de
2007, 9 a 14 dezembro de 2007 e 24 a 28 fevereiro de 2008, em 4 em costdes rochosos localizados na
Ilha de Sao Sebastido. Dentre os costdes rochosos amostrados, 2 estao localizados a nordeste e a 2 a
sudeste do Dutos e Terminais Centro Sul (DTCS) (Fig.1; Anexo 1). Nestes costdes rochosos as coletas
foram realizadas por meio de incursdes embarcadas e a amostragem do material foi feita através de
mergulho livre entre 1 e 2 m abaixo da superficie. Desta forma, nos bancos de Sargassum furcatum de
cada costdo, foi delimitado um transecto de 50 m no qual coletou-se aleatoriamente 10 frondes de
Sargassum. As frondes foram cobertas com sacos de tecidos de malha de 0,2mm, para impedir a fuga

dos organismos, € foram transportadas até o laboratorio do Centro de Biologia Marinha da
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Universidade de Sdo Paulo (CEBIMAR - USP).

No laboratério as algas foram mantidas no freezer até que os animais nao apresentassem sinais
vitais. Apds este resfriamento, as algas foram submetidas a quatro lavagens sucessivas com dgua do
mar e a dgua resultante desse processo foi filtrada em rede com malha de 0,2 mm para retencdao da
macrofauna que foi fixada em élcool 70%. Com o auxilio de um microscopio estereoscOpico 0s
anfipodes foram separados da macrofauna, contados e identificados em nivel especifico. Os individuos
de Cymadusa filosa foram separados em: macho, fémea e jovem. A diferenciacdo dos sexos foi
realizada em funcdo de caracteristicas sexuais secunddrias como tamanho dos gnatépodos e presenca
de oostégitos. Fémeas carregando ovos e ou embrides foram consideradas ovigeras (Jacobucci et al.
2002) e os individuos de tamanho inferior a menor fémea ovigera identificada foram considerados
jovens.

Os ovos das fémeas foram classificados em quatro estadios de desenvolvimento:

1° - Ovos em formato oval sem indica¢des de estruturas corporais;

2° — Ovos com formato oval acentuado com aparecimento da fenda caudal e apéndices
cefalicos;

3° — Diferenciacdo e aparecimento de cabeca, segmentos corporais e apéndices encobertos pelo
envoltério.

4° — Jovens livres no marsupio.

Os animais separados foram medidos. Para esta medicdo eles foram fotografados com auxilio
de uma mdquina fotografica (Nikon Coolpix 938 3,1 megapixel) acoplada ao microscopio
estereoscopico Zeiss SV11. Cada imagem foi analisada utilizando o programa UTHSESA Image Tool
for Windows (Version 3.0), obtendo-se desta forma o comprimento corporal (tamanho), que consiste

na distancia entre a inser¢ao do primeiro par de antenas e o télson.

3. Andlise dos dados

Para a determinacdo da estrutura de tamanho, as medidas obtidas de Cymadusa filosa
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(comprimento corporal) foram organizadas em classes de tamanho, com intervalos de 1 mm. Os
animais provenientes dos costdes rochosos foram agrupado por periodos de coleta.

Diferencas entre os tamanhos de machos e de fémeas durante o estudo, foram testada por meio
de andlise de variancia (ANOV A) de dois fatores (género e periodo), onde o tamanho dos individos foi
considerado como varidvel resposta e conforme foi proposto por Zar (1998), os dados utilizados nesta
andlises estatistica foram avaliados quanto a normalidade e a homogeneidade de variancia.

A razdo sexual (fémeas/ machos) da populagcdo foi estimada e comparada com a razdo 1:1
esperada pela selecdo sexual (Fisher 1930) na populagio através de teste de x> (qui-quadrado) e o
periodo reprodutivo de C.filosa foi avaliado por meio de freqiiéncia relativa de fémeas ovigeras e nao
ovigeras, adicionalmente, a fecundidade de C. filosa foi avaliada por meio da relagdao entre o niimero
de ovos, classificados no 1° estddio de desenvolvimento e o tamanho das fémeas (Regressdo linear

simples).

Resultados

Machos, fémeas e jovens foram encontrados em todos os meses de amostragem, contudo a
populacdo de C. filosa do Canal de Sao Sebastido apresentou flutuacdes numéricas entre os meses de
estudo (Fig. 2). Esta populacdo foi dominada por jovens (< 6mm) em marcgo, setembro de 2007 e
fevereiro de 2008, enquanto que em dezembro de 2008 houve um predominio de individuos adultos
sobre a populacdo de C. filosa, mais especificamente da quantidade de fémeas encontrada (Fig. 2). Em
marco e dezembro o tamanho dos individuos variou entre 1 e 16 mm, enquanto que nos meses de
setembro de 2007 e fevereiro de 2008 foram encontrados os individuos de maiores tamanhos, entre 18
a 20 mm, mas em pequeno nimero. Os maiores machos e fémeas de C. filosa foram encontrados
respectivamente em setembro de 2007 e em fevereiro de 2008, mas ndo houve diferenca significativa

entre os tamanhos de machos e fémeas entre os meses de estudo (Fs. 420= 0,68; p=0,55) e a razdo sexual
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foi desviada a favor das fémeas (X2 = 11,78; df= 3; p=0, 008) em todos os quatro meses de amostragem
(Tab.1).

No total foram encontradas 60 fémeas ovigeras, 22 ocorrem nos meses de marco, 8 em
dezembro e 30 em fevereiro quando representou cerca de 30% das fémeas encontradas neste més (fig.
3). A menor fémea ovigera ocorreu no més de marco com 6 mm de tamanho corporal e a maior em
fevereiro com 18,76mm. Nota-se que neste periodo o tamanho médio das fémeas ovigeras foi maior

(14, 25 £ 0,56 mm)(Tab. 2).
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Figura 2: Histogramas de frequéncia classe de tamanho corporal (mm) de machos, fémeas e jovens de

Cymadusa filosa dos meses de amostragem.
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Tabela 1: Tamanho médio de machos e fémeas e razdo sexual (macho/fémea) da populacdo de C.

filosa do Canal de Sdo Sebastido.

Meses Macho (X+ erro padrio) N Fémea (X erro padrio) N Razio sexual
Marco 9,2 +£0,28 66 8,9 +£0,23 101 0,7: 1
Setembro 11,87 £1,24 9 9,8 £0,71 21 04:1
Dezembro 9,6 +£0,53 29 9,09 +£0,31 60 0,5: 1
Fevereiro 11,70 £ 0,44 60 10,84 £ 0,39 92 0,7: 1
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Figura 3: Frequéncia de fémeas ovigeras (cinza claro) e ndo ovigeras (cinza escuro) na populag¢do de

C. filosa do Canal de Sdo Sebastido.

Tabela 2: Comprimentos corporais de fémeas ovigeras de C. filosa do Canal de Sao Se

bastido.

Meses N  X+erro padrio Minimo Maximo
Marco 22 11,7 £ 0,46 6 16,87
Dezembro 8 11,8 £1,04 6,74 16,12

Fevereiro 30 14,25 + 0,56 6,02 18,76
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As fémeas ovigeras apresentaram ampla variacdo na quantidade de ovos encontrados no
marsupio. Foram encontradas fémeas com os ovos nos quatro estadios de desenvolvimento, entretanto
houve maior quantidade de fémeas com ovos no 1° e 4° estddios de desenvolvimento. Notou-se uma
tendéncia na diminui¢ao do nimero médio de ovos de um estddio para outro.

A fecundidade (niimero de ovos produzidos) esteve positivamente relacionada com o tamanho

corporal (p <0,001)(Fig. 4).

Tabela 3: Niimero de fémeas ovigeras encontradas por estddio de desenvolvimento dos ovos e nimero

médio de ovos em cada estadio.

Estddio N  X+erro padrio  Minimo  Mdximo

1° 24 25+35 3 56
2° 5 16 4,12 8 32
3° 6 14,5 +£3,14 2 28
4° 25 13,2 +2,05 1 50
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30

N° de ovos

20

y =-28,0812 +4,1551x
. R?=0,6458; p<0,001;

Tamanho corporal (mm)

Figura 4: Relacdo entre o tamanho corporal das fémeas ovigeras de C. filosa e a nimero de ovos

encontrados no marsupio.
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Discussao

Os anfipodes das regides tropicais sdo caracterizados por apresentar a reprodugdo continua e
multivoltinismo (Sainte-Marie 1991). Appadoo & Myers (2004) estudando a histéria de vida de trés
anfipodes no Oceano Indico, entre eles a de Cymadusa filosa, indicaram que esta espécie apresentava a
reproducdo continua e multivoltinismo. O estudo realizado por Jacobucci & Leite (2006) em Ubatuba,
Litoral de Sao Paulo também corrobora esta hipdtese. Reprodugao continua e multivoltinismo também
foram identificadas no talitrideo Pseudorchestoidea brasiliensis Dana 1853, encontrado no Rio de
Janeiro (Cardoso & Veloso 2001) e em Leucothoe sp. (Siqueira 2007) no Canal de Sdo Sebastido.
Adicionalmente a presenga de jovens de C. filosa em todos os meses de estudo, a presenca de fémeas
ovigeras em trés dos quatros meses estudados e a amplitude do tamanho corporal das fémeas ovigeras,
indica que este anfipode segue o padrao observado para espécies tropicais. Contudo, observou-se um
pico reprodutivo nos meses de marco de 2007 e fevereiro 2008, indicada pela elevada presenga de
jovens e fémeas reprodutivas. Picos reprodutivos para C. filosa também foi observado por Appadoo &
Myers (2004) e segundo Sastry (1983) sdo frequentes em diferentes espécies e localidades de regides
tropicais como respostas as pequenas variacdes ambientais.

Uma caracteristica comum entre anfipodes € a diferenca existente em termos de tamanhos
corporais entre machos e fémeas. Nos anfipodes Apohyale media Bousfield & Hendrycks, 2002 e
Orchestia gammarellus Pallas 1766, Ptilohyale crassicornis Haswell 1879, e em Cymadusa filosa é
bem visivel esta diferenciacdo (Leite & Wakabara 1989, Dias & Sprung 2003, Tsoi & Chu 2005,
Appadoo & Myers 2004). Machos geralmente sdo maiores que as fémeas, uma vez que a maior parte
da sua energia € alocada pra o crescimento. Fémeas por outro lado usam grande parte da sua energia
para o crescimento e producdo de ovos o que diminui sua taxa de crescimento (Cardoso & Veloso

1996). Embora os machos de C. filosa tenham apresentado tamanhos corporais médios levemente
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maiores que as fémeas, ndo foi encontrada diferenca significativa entre eles. Este fato pode ser
explicado pela pequena quantidade de machos encontrados em relacdo as fémeas e que,
consequentemente, ocasionou o desvio da razdo sexual a favor das fémeas na populacio de C. filosa do
Canal de Sao Sebastido.

O desvio da propor¢do 1:1 pode estar relacionado a fatores dependentes do ciclo de vida das
espécies (Hamilton 1967), como diferencas na taxa de mortalidade, longevidade, razdo de crescimento,
comportamento e utilizacdo de habitat entre os sexos (Wenner 1972, Gable & Crooker 1977).
Diferencas na taxa de mortalidade podem ocorrer em funcdo de maior susceptibilidade de um dos
sexos a predacdo, devido ao comportamento reprodutivo das espécies (migracdo diferencial).
Borowsky (1983a) estudando experimentalmente o comportamento reprodutivo dos anfipodes Jassa
falcata Montagu 1808, Ampithoe valida Smith 1873, e do tanaiddceo Tanais cavolini Milne-Edwards
1829, observou que machos sdo mais ativos que as fémeas e frequentemente buscam novas fémeas
para se acasalarem. Leite er al. (2003) sugerem que machos do tanaidaceo Kalliapseudes schubarti
Mané-Garzon 1949, em busca de novas oportunidades de cépula, poderiam deixar seus tubos e serem
alvo de predadores o que resultaria em um nimero maior de fémeas na populacio. E provavel que isto
ocorra na populacdo de C. filosa uma vez que machos sdo vistos nadando mais frequentemente que
fémeas em culturas de laboratério (observacao pessoal).

Poucos individuos de C.filosa foram encontrados em classes de tamanhos corporais superiores
a 12 mm, da mesma forma que na populacdo de C. filosa estudada por Appadoo & Myers (2004) e
Jacobucci & Leite (2006), que sugerem a predacdo seletiva de peixes como fator determinante para
estruturacdo da populacdo de ampitoideos. De fato os impactos dos peixes herbivoros e visualmente
orientados s@o bem conhecidos sobre a fauna de gamarideos (Nelson 1979) e podem ser um fator
atuante sobre a populagdo de C. filosa do Canal de Sao Sebastido, ja que existe uma grande

diversidade de peixes nesta regido (Avaliacdo e Acdes Prioritarias 2002) e individuos criados em
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laboratério frequentemente alcancam tamanhos corporais maiores que animais de campo.

A média da quantidade de ovos (26 ovos) produzidos por C. filosa encontradas nos costdes do
Canal de Sao Sebastidao foi semelhante a da populacdo de C. filosa (25 ovos) da enseada do Flamengo
em Ubatuba (Leite 1996b), e superior ao nimero médio de ovos produzidos por esta espécie nas Ilhas
Mauritius no Oceano Indico (Appadoo & Myers 2004), que foi de 20,6. Contudo Jacobucci & Leite
(2006) encontraram fecundidade média levemente maior de 29 ovos por fémea de C. filosa no costao
rochoso da Praia de Fortaleza localizado também no municipio de Ubatuba. De qualquer forma, nota-
se que C. filosa apresenta elevada fecundidade a qual esteve positivamente relacionada com o tamanho
corporal. Esta relacdo positiva foi encontrada também na populacdo de C. filosa estudada por Leite
(1996B) na Praia do Lamberto no municipio de Ubatuba e na popula¢io do Oceano Indico (Appadoo
& Myers 2004), mas nao foi observada por Jacobucci & Leite (2006) para populacao de C. filosa da
Praia da Fortaleza devido a pequena quantidade de fémeas ovigeras coletadas, todavia, € um padrao
comum entre os crustidceos malacéstracos (Jensen 1958) e ja foi identificado em outras espécies de
gamdrideos (Borowsky 1986; Cardoso & Veloso 2001; Siqueira 2007).

A maior frequéncia de fémeas ovigeras com ovos no primeiro e no quarto estddio de
desenvolvimento de C. filosa indica um curto periodo de incubacdo, com rdpido desenvolvimento dos
ovos, segundo Leite (1996a), e de acordo com o estudo do comportamento reprodutivo de C. filosa
esta hipdtese € corroborada (capitulo 6). Contudo a diminui¢do observada em relacdo ao numero
médio de ovos ao longo do desenvolvimento pode ser reflexo da remocao ativa dos ovos invidveis do
marsupio como sugerido para o anfipode Apherusa jurinei Milne-Edwards, 1930 (Dick et al 2002),
uma vez que com o avango do desenvolvimento dos ovos hd um aumento em seus volumes, e desta
forma o espaco no marsupio torna-se restrito, inviabilizando o desenvolvimento de todos os ovos
(Cardoso & Veloso 2001) ou pode estar associado aos efeitos da poluicdo ambiental que segundo Ford

et al. (2003) pode induzir a ma formagdo dos ovos.
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De forma geral a populacao de C. filosa apresentou estrutura populacional semelhante a outras
populacdes de C. filosa de locais distintos e as pequenas diferencas observadas podem ser reflexos das

caracteristicas ambientais do Canal de Sdo Sebastido.
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Capitulo 4: A relacao entre os hidrocarbonetos derivados de petréleo presentes na alga parda
Sargassum furcatum Kiitzing, 1843 a densidade e o comprimento corporal de Cymadusa filosa

Savigny, 1816 (Crustacea, Amphipoda, Ampithoidae).

Introducao

Bancos de macroalgas sdo considerados ambientes marinhos muito produtivos (Roberts et al.,
2008a) os quais abrigam uma comunidade diversa de epibiontes como anfipodes, poliquetas,
gastropodes (Edgar 1983; Jacobucci & Leite 2002), sendo os anfipodes os animais mais abundantes
desta comunidade (Curvélo 1998; Dubiaski-Silva 1999; Lima 2002; Leite & Turra 2003).

As algas pardas, macroalgas da familia Phacophyta, possuem a capacidade de acumular metais
dissolvidos na dgua e concentrar em seus tecidos, por possuir elevados niveis de polissacarideos
sulfatados e alginatos em suas paredes celulares, com os quais os metais apresentam forte afinidade
(Davis et al. 2003). Devido a esta caracteristica e a sua ampla distribui¢do, elas vém sendo usadas
como bioindicadoras de polui¢do por metais pesados em varias partes do mundo (Roberts et al. 2006).
Adicionalmente, as algas pardas Fucus serratus, F. vessiculosus, Chorda filum e Ascopphyllum
nodosum, também podem acumular em seus tecidos outros tipos de contaminantes marinhos como os
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA) (Knutzen & Sortland 1982; Kirso & Irha 1998)
enquanto que nos tecidos da alga parda Desmarestia sp. presentes na Antartica foram encontrados
compostos organoclorados (Montone et al. 2001).

A capacidade das algas pardas para acumular poluentes ambientais pode afetar a distribuigdo,
abundancia e ocorréncia da epifauna associada (Roberts er al. 2006; 2008b), especialmente os
representantes desta epifauna que vivem uma associagdo muito proxima com sua alga hospedeira por
consumir seus tecidos como os anfipodes herbivoros (Brawley 1992; Roberts et al. 2006). Estes

ultimos autores constararam, experimentalmente, que a sobrevivencia do anfipode herbivoro
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Peramphithoe parmeron Power & Lowry 1997, foi afetada negativamente pela o aumento das
concentragdes de metais nos tecidos da alga Sargassum linearfolium. Segundo Roberts et al. (2008b) a
auséncia dos anfipodes da familia Ampithoidae na alga Padina crassa encontrada na Baia de
Woolloomooloo, parte do Porto de Jackson em Sidney na Austrélia estd relacionado com as elevadas
concentragcdes de metais pesados encontrados na alga. Neste mesmo trabalho, eles observaram que P.
parmerong preferem colonizar algas nao contaminadas por metais.

Enquanto que os efeitos dos metais pesados presentes nas algas pardas sobre a fauna associada
vém sendo estudados (Roberts er al. 2006; 2008a; 2008b; Pease er al. 2010), nada se conhece sobre o0s
efeitos das concentragdes de hidrocarbonetos presentes na algas pardas sobre sua fauna associada.
Alguns trabalhos, entretanto, estudaram o efeito da contaminag@o por hidrocarbonetos de petréleo de
sedimentos sobre a fauna de anfipodes associada (Gomez Gesterira & Dauvin 2000; Nikitik &
Kobinson 2003; Guerra-Garcia et al. 2003) e constataram que algumas espécies de anfipodes
respondem a um gradiente de polui¢do por hidrocarbonetos de petréleo de maneira a serem encontrados
em regides onde as concentracdes destes poluentes nos sedimentos sdo relativamente mais baixas. Por
outro lado, segundo Roberts et al. (2006) os anfipodes herbivoros podem ser mais afetados pelos
poluentes ambientais por estarem expostos a mais rotas de exposi¢ao do que anfipodes encontrados no
sedimento. Nas algas a assimilacdo ocorre por meio de absor¢do de hidrocarbonetos presentes na
coluna da dgua (Marques et al. 2002) enquanto que a fauna associada, por sua vez, pode assimilar os
hidrocarbonetos por meio de contato direto ou consumindo partes da alga contaminada, e assim possuir
mais de uma via de acumulagdo de hidrocarbonetos. Consequentemente a fauna de herbivoros de algas
expostas a polui¢do por hidrocarbonetos pode sofrer impactos negativos semelhantes aos que ocorrem
com a fauna de herbivoros que vivem associados a algas pardas de regides poluidas por metais.

Bancos da alga parda Sargassum furcatum Kiitzing184, sdo comuns em costdes rochosos do

Canal de Sdo Sebastido (observacdo pessoal), litoral norte do Estado de Sdo Paulo, e estdo sujeitos a
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polui¢cdo de hidrocarbonetos de petréleo devido as atividades turisticas e do setor petrolifero,
responsaveis por lancamentos freqiientes de esgoto, petréleo e derivados nas dguas do Canal (Zanardi
et al. 1999a; CETESB 2008). A presenca de hidrocarbonetos de petréleo ja foi identificada na dgua e
nos sedimento do Canal Sao Sebastido (Zanardi et al. 1999a, 1999b; Medeiros & Bicego 2004),
indicando que a alga parda Sargassum da regido também pode conter hidrocarbonetos de petréleo
dissolvidos na 4gua em seus tecidos. Desta forma o objetivo deste estudo foi quantificar os
hidrocarbonetos de petréleo presentes na alga S. furcatum em seis costdes rochosos no Canal e
investigar a relacdo destes compostos com as densidade e a estrutura populacional de Cymadusa filosa

anfipodes herbivoro associado mais representativo desta regido.

Material e métodos

1. Area de estudo
As coletas foram realizadas em costdes localizados no Canal de Sdo Sebastido, a nordeste € a
sudeste do Duto e Terminais Centro Sul (DTCS). O Canal sofre influéncia antrépica devido as

atividades turisticas e do setor petroquimico, responsdveis por lancamentos freqiientes de esgoto,

petréleo e derivados (Zanardi et al. 1999b; CETESB 2008).
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Figura 1: Localizacdo dos costdes rochosos estudados no Canal de Sdo Sebastido, litoral norte do
Estado de Sao Paulo.
2. Procedimentos de amostragens

As amostras foram coletadas em marco e dezembro de 2007 e em fevereiro de 2008 em seis em
costdes rochosos localizados no Canal de Sao Sebastido (Fig.1). Dentre os costdes rochosos
amostrados, dois estdo localizados a nordeste e quatro a sudeste do Duto e Terminais Centro Sul
(DTCS)(Fig.1). Nestes costdes rochosos as coletas foram realizadas por meio de incursdes embarcadas
e a amostragem do material foi feita através de mergulho livre entre 1 e 2 m abaixo da superficie. Desta
forma, nos bancos de Sargassum furcatum de cada costdo, 10 frondes foram coletadas ao longo de um
transecto de 50m de extensdo. As frondes foram cobertas com sacos de tecidos de malha de 0,2 mm,
para impedir a fuga dos organismos e foram transportadas até o laboratério do Centro de Biologia
Marinha da Universidade de Sao Paulo (CEBIMar - USP).

No laboratorio as algas foram mantidas no freezer até que os animais nao apresentassem sinais

vitais. Apds este resfriamento, as algas foram submetidas a quatro lavagens sucessivas com dgua do
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mar e a dgua resultante desse processo foi filtrada em rede com malha de 0,2 mm para retencdo da
macrofauna que foi fixada em dlcool 70%. Com o auxilio de um microscopio estereoscopico 0s
anfipodes foram separados da macrofauna, contados e identificados em nivel especifico. Os individuos
de C. filosa foram separados de acordo com estddio de maturidade sexual em macho, fémea e jovem. A
diferenciac@o dos sexos foi realizada em fungdo de caracteristicas sexuais secunddrias como tamanho
dos gnatépodos e presenca de oostégitos nas fémeas. Fémeas carregando ovos e ou embrides foram
consideradas ovigeras e as demais fémeas foram consideradas ndo ovigeras (Jacobucci et al. 2002).
Individuos de tamanho inferior 2 menor fémea ovigera identificada foram considerados jovens.

Os animais separados foram medidos. Para esta medicdo eles foram fotografados com a camera
Nikon (Coolpix 938 3,1 megapixel) acoplada ao estereomicroscopio, cada imagem foi analisada através
do programa UTHSESA Image Tool for Windows (Version 3.0), obtendo-se desta forma o
comprimento dorsal (tamanho corporal), que consiste na distancia entre a inser¢ao do primeiro par de
antenas e o télson.

Durante os meses de amostragens, frondes extras de Sargassum furcatum foram coletadas para
quantificacdo dos hidrocarbonetos de petréleo. Estas frondes foram raspadas do substrato com auxilio
de uma espatula e colocadas em sacos de tecido novos, com malha de 0,2 mm e transferidas para
bandejas de aluminio previamente calcinadas a 400°C, e acondicionadas em ambiente resfriados. No
laboratério do Centro de Biologia Marinha da USP (CEBIMar) foram separados das frondes 20g de
foliolos de S. furcatum de cada costdao rochoso, as quais foram recolocadas para novas bandejas

identificadas e congeladas.

3. Andlises quimicas

As andlises quimicas foram as mesmas descritas no capitulo 1.

4. Andlises dos dados
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Para relacionar os efeitos dos hidrocarbonetos derivados de petréleo presentes na alga S.
furcatum, os costdes rochosos foram considerados como réplicas temporais do Canal de Sao Sebastido.

Como varidveis ambientais foram designadas: as concentracdes de hidrocarbonetos alifaticos
(HA), policiclicos aromaticos (HPA) presentes na alga S. furcatum e o peso seco médio das frondes (g)
coletadas em cada costdo rochoso. Para a distingdo entre as fontes naturais e petrogénicas de
hidrocarbonetos alifaticos, a razdo entre Pristano e Fitano e o indice de preferéncia de carbono (CPI)
foram calculados. O CPI confere uma distin¢do efetiva entre os n-alcanos petrogénicos e aqueles
originados a partir das ceras cuticulares de plantas superiores (Guerra-Garcia et al. 2003); pristano
(C19 ) e pitano(C20 ) sdo isoprenoides comuns tanto em produtos secundérios do petréleo quanto em
fontes biogénicas (Le Dréau et al. 1997), no entanto, a razio entre estes dois compostos varia de acordo
com o tipo de 6leo e reflete sua fonte original (Readman er al. 2002), em amostras ndo contaminadas
por 6leo, a razdo € maior que um, normalmente entre 3 e 5 (Steinhauer & Boehm 1992).

Para fins de normalizacdo dos dados, as varidveis ambientais e dados de tamanho corporal e
total de individuos dos estddios de maturidade sexual de C. filosa foram tranformadas log e log
(X+1)(Clarke & Warrick 2001) quando necessdrio. A densidade de jovens, machos, fémeas nao
ovigeras, fémeas ovigeras foi determinada por meio da razdo entre o nimero de individuos e o peso
seco da fronde de S. furcatum onde estes foram encontrados. A densidade, por sua vez, foi
transformada em vx ou vVx + 1 para normaliza¢do (Underwood 1999).

A relacdo entre das varidveis ambientais sobre a densidade média, tamanho corporal médio de
jovens, fémeas ndo ovigeras, f€meas ovigeras e machos de C. filosa e S. pelagica em cada periodo de
amostragem foi estimada por meio de regressdo linear miltipla executada sobre o modelo “stepwise
forward” assumindo um valor de P = 0.15 para a entrada dos termos na andlise (Quinn & Keough

2002).
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Para verificar se houve variacdo nas densidades e nos tamanhos corporais médios de machos,
fémeas ndo ovigeras, fémeas ovigeras e jovens de C. filosa entre os periodos de amostragem no Canal
de Sdo Sebastido foi realizada andlise de variancia (ANOVA) de um fator (periodo de amostragem),

para estrutura de tamanho e analise de Kruskall Wallis para as densidades dos estddios de

desenvolvimento de C. filosa.
Resultados

Concentracdes de hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos aromaticos

As concentracdes de hidrocarbonetos alifaticos encontradas na alga S. furcatum apresentaram
variacdo temporal e espacial (Tab. 1, 2 e 3). As maiores concentracdes destes hidrocabonetos foram
encontradas em margo se destacando a concentragdao de 245 pg g-1 encontrada no Sargassum furcatum
da Ponta da Sela (Tab.1), por outro lado a alga coletada no costdo rochoso da Praia de Guarapocaia

obteve a menor concentragao de hidrocarbonetos alifaticos em dezembro de 2007 (10,6 ug g-1 —Tab.2).

Tabela 1: Concentracdes de hidrocarbonetos aliféticos (ug g-1 peso seco) em amostras de algas coletadas

no costdes rochosos do Canal de Sao Sebastido em margo de 2007.

Localizacdio Pontada Praia do Saco d~0 PontE} do Praia de ) Viana
Sela Curral Itapua Recife Guarapocaia
Pristano 1,022 0,064 0,027 0,038 0,022 0,041
Fitano 0,856 0,061 0,032 0,007 0,016 0,109
n-alcanos totais 23,5 16,5 7,52 13,3 6,64 25,8
Alifaticos resolvidos 107 87,3 64,4 102 59,8 83,1
UCM* 138 21,7 53,1 52,3 33,9 80,9
Alifaticos totais 245 109 117,5 1543 93,7 164
Pristano/fitano 1,2 1,0 0,8 5,6 1,4 0,4
CPI 1,8 1,4 1,2 1,0 0,2 1,1

*Mistura Complexa Ndo Resolvida
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abela 2: Concentragdes de hidrocarbonetos alifiticos (ug g-1 peso seco) em amostras de algas coletadas no

costoes rochosos do Canal de Sdo Sebastido em dezembro de 2007.

Localizacio Ponta da Praia do Sacodo Pontado Praia de Viana
§ Sela Curral Itapua Recife Guarapocaia

Pristano 0,319 0,053 0,036 0,135 0,153 0,145
Fitano 0,094 0,027 0,005 0,020 0,027 0,047
n-alcanos totais 3,06 5,96 6,83 4,96 2,70 4,94
Alifaticos resolvidos 80,3 334 53,6 87.4 10,6 67.4
UCM* n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Alifaticos totais 80,3 334 53,6 87,4 10,6 67,4
pristano/fitano 3.4 1.9 7.2 6,7 5,6 3.
CPI 0,7 0,0 1,9 0,0 0,0 1,6

*Mistura Complexa Nao Resolvida; n.d. — abaixo do limite de detecgdo

Os n-alcanos totais em margo apresentam concentracdes variando de 6,64 a 25,8 pug g-1 de peso
seco em marco, de 2,7 a 5,96 de peso seco em dezembro e de 10,6 a 24,1 pg g de peso seco em

fevereiro de 2008.

Tabela 3: Concentracdes de hidrocarbonetos alifaticos (ug g-1 peso seco) em amostras de algas

coletadas no costdes rochosos do Canal de Sao Sebastiao em fevereiro de 2008.

Localizagio Po;ta da  Praiado Saco d~0 PontE} do Praia de ) Viana
ela Curral Itapua Recife Guarapocaia

Pristano 0,272 0,460 0,326 n.d. 0,374 0,144
Fitano n.d. 0,190 0,270 0,189 0,221 0,182
n-alcanos totais 15,7 17,3 21,1 24,1 13,9 10,6
Alifaticos resolvidos 77,1 62,8 76,7 119 65,9 59,6
UCM* 65,2 n.d. 59,4 n.d. 55,7 64,6
Alifaticos totais 142 62,8 136 119 122 124
pristano/fitano n.c. 2,42 1,21 n.c. 1,69 0,79
CPI 1,79 2,79 1,78 1,73 3,46 2,37

*Mistura Complexa Ndo Resolvida ; n.d. — abaixo do limite de detec¢do; n.c.- ndo calculado

As estimativas utilizadas para a distingdo das fontes de hidrocarbonetos petrogénicos, a razao
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entre pristano e fitano e a UCM, variaram tanto temporal quanto espacialmente. A UCM apresentou
valores altos em marco (138,0 ng g-1 peso seco) e esteve presente em algumas amostras em fevereiro,
contudo este parametro esteve abaixo do limite de deteccdo do método nas amostras de dezembro.

A razdo pristano/fitano oscilou entre valores abaixo ou préximo a um, nos seis costdes rochosos
em marco. No entanto, foi encontrado um valor de 5,6 para esta razdo em uma das amostras de
Sargassum (Ponta do Recife). Para este periodo, o intervalo de variac¢do foi de 0,4 a 5,6. Em dezembro
a extensdo da razdo pristano/fitano foi de 1,96 a 7,2 enquanto que em fevereiro foi de 0,79 a 2,42.

Apesar de os valores do CPI terem apresentado um comportamento varidvel dentre os trés
periodos, a maioria das estacdes amostrais apresentou valores préximos a um. Em marco este valor
variou entre 0,2 a 1,18, em dezembro entre 0,0 a 1,9. No entanto, valores maiores do que um (1) foram
encontrados nas amostras de fevereiro (de 1,73 a 3,46).

Uma pequena variagdo temporal pode ser notada nas concentragdes de hidrocarbonetos
aromadticos policiclicos (Tab.4). Nos meses de marco e de dezembro as maiores concentracdes
encontradas foram de 245 e 74,2 ng g de peso seco na Ponta da Sela, enquanto que em fevereiro a

. - . -1 ~ . .
maior concentracdo foide 115 ng g de peso seco no costdo rochoso da Praia de Guarapocaia.

Tabela 4: Concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (PAH) (ng g-1 peso seco)
encontradas nas amostras de Sargassum furcatum nos costdes rochoos do Canal de Sao Sebastido em

marco e dezembro de 2007 e fevereiro de 2008.

Localizaciio Ponta Praiado Saco d~0 Ponta} do Praia de‘ Viana
da Sela  Curral Itapua Recife Guarapocaia

Marco 243 36,8 29,2 65,0 62,0 34,5

Dezembro 74,7 58,1 47,8 22,9 67,2 86,1

Fevereiro 72,8 77,3 68,1 73,5 115 95,5
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Tamanho corporal e densidade de Cymadusa filosa

Houve variacdo significativa do tamanho corporal médio de jovens de C. filosa entre os
periodos de amostragens (Fa.96s=15,344; p<0,001). Os menores jovens foram encontrados em marco de
2007 (Tab.5). e o tamanho corporal médio das fémeas ndo ovigeras por outro lado ndo variou durante
os periodos de amostragem (F».266=2,837; p=0,06)(Tab.5).

As fémeas ovigeras de C. filosa coletadas em fevereiro de 2008 apresentaram tamanho corporal
médio maiores que as demais fémeas coletadas em outros periodos (F,.5=5,480; p=0,006) o mesmo
ocorreu com machos (Fy.12=14,177; p<0,001)(Tab.5).

As densidades de jovens (H.10s=33,30; p<0,001), fémeas ndo ovigeras (H».100=6,61; p=0,03) e
machos (H.30=8,45; p=0,01) foram maiores em marco, enquanto que ndao houve variacdo nas
densidades de fémeas ovigeras desta espécie entre os trés meses estudados (Hj.40=3,264;

p=0,19)(Tab.6).

Tabela 5: Tamanho corporal médio em mm (+ erro padrdo) de jovens, fémeas, fémeas ovigeras e
machos de Cymadusa filosa dos costdes rochosos do Canal de sdo Sebastido nos trés periodos

estudados. O nimero entre parentese representa o total de individuos.

Marc¢o-2007 Dezembro -2007  Fevereiro- 2008

Jovem (588)3,37+0,04  (81)3,870,12  (302) 3,7320,06
Fémea (101)7,69£0,17  (73) 8,030,24 (95) 8,42+0,26
Fémea ovada  (25) 11,424046  (9) 11,4320,99  (34) 13,79+0,38

Macho (83) 8,88+0,24 (51) 8,53+0,36 (81)10,86+0,38
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Tabela 6: Densidade média (n'inds/g de peso seco de Sargassum)(+ erro padrio) de jovem, fémeas,
fémeas ovigeras e machos de Cymadusa filosa dos costdes rochosos do Canal de Sdo Sebastido nos trés

periodos estudados.

Marc¢o-2007 Dezembro -2007 Fevereiro- 2008

Jovem 4,50+0,92 0,61+0,16 1,46+0,23
Fémea 0,68+0,10 0,45+0,08 0,62+0,13
Fémea ovigeras 0,13+0,03 0,04+0,01 0,12+0,03
Macho 0,74+0,18 0,36+0,08 0,33+0,06

Efeito dos hidrocarbonetos sobre a estrutura de tamanho e densidade de Cymadusa filosa

Os resultados da regressao multipla revelaram que as varidveis ambientais pristano/fitano e os
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA) foram significativamente relacionadas com tamanho
corporal dos estaddios de maturidade sexual de C.filosa.

O tamanho corporal de jovens (R’=0,75; p< 0,001) e de fémeas ndo ovigeras de C. filosa
(R?=0,57;p=006) estiveram relacionados negativamente pela razio Pristano/Fitano e positivamente
pelas concentragdes de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA)(Tab.7). O peso seco das frondes
de S. furcatum foi a Unica varidvel que relacionou-se positivamente com tamanho corporal de fémeas
ovigeras (R2=O,48; p= 0,005)(Tab.7) e ndo foi constatada nenhuma influéncia das varidveis ambientais
sobre tamanho dos machos (R2=O,37; p=0,11).

A Mistura Complexa Nao Resolvida (UCM), a razdo pristano/fitano e os HPA foram as
variaveis que exerceram influéncia sobre as densidades de jovens, f€meas e machos de C. filosa (Tab.7)
e ndo houve efeito sobre as densidades das fémeas ovigeras (R2 = 0,37; p = 0,08). A densidade de
jovens esteve negativamente relacionada com as concentracoes de UCM (R*=0,47; p =0,008) e as das
fémeas ndo ovigeras foram influenciadas negaticamente pela razdo pristano/fitano (R* = 0,67;

p=0,007)(Tab.7), enquanto que densidadade média dos machos esteve relacionada negativamente com
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as concentragdes de HPA (R2 =0,55; p = 0,002)(Tab.7).

Tabela 7: Resultados da regressdo multipla (stepwise-forward) quanto a avaliacdo dos efeitos das
varidveis ambientais sobre o total e tamanho corporal e a densidade de jovens, fémeas, fémeas ovigeras

e machos de Cymadusa filosa. Apenas dados significativos estdo presentes.

Varidvel dependente VarlaYel Coeficiente Erro Padao t P
de efeito

Tamanho corporal

Jovens Pristano/Fitano -0,620 0,13 -4,49 >0,001

R*=0,75; p<0,001 HPA 0,360 0,13 2,70 0,01

Fémeas  ndo Pristano/Fitano -0,543 0,18 -3,00 0,009

ovigeras

R’=0.57: p=0,006 HPA 0,419 0,17 2,39 0,03

Fémeas ovigeras Peso das

R’=0,48: p= 0,005  Frondes 0,667 0,20 3,25 0,005

Densidade

Jovens

R2=0.47: p=0,008 UCM -0,615 0,19 -3,20 0,005

Fémeas nao

ovigeras Pristano/Fitano -0,415 0,17 -2,35 0,034

R?=0,63; p=0,007

Machos HPA 0,602 0,20 2,93 0,011

R?=0,55; p=0,002

Discussao

O sedimento e a 4gua do Canal Sdo Sebastido indicam que esta drea apresenta contaminagao por
derivados hidrocarbonetos de petréleo (Zanardi et al. 1999a, 1999b; Medeiros & Bicego 2004),
enquanto o sedimento € um compartimento mais estavel e conserva os hidrocarbonetos ndo degradados
por longo periodo de tempo (Weber ef al. 1998), a dgua por outro lado é um compartimento muito
varidvel e dindmico, dissolvendo as hidrocarbonetos, por um prazo curto, tornando-os de dificil
detecc¢do, assim a utilizacdo de organismos como as algas permite o reconhecimento destas substancias

porque esses organismos acumulam substancias presentes na coluna d’agua (Taniguchi 2002). A alga
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parda Sargassum furcatum assim refletiu as concentracdes de hidrocarbonetos alifdticos e policiclicos
aromdticos derivados de petréleo disponiveis na dgua para cada periodo de coleta e foi possivel notar
uma relevante variacdo espacial nas concentracdes destes poluentes (Tab. 1 -4). Variacdo temporal e
espacial das concentracdes metais pesados e de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) foi
encontrada nos tecidos do bivalve Perna perna Linnaeus, 1758 no Canal de Sao Sebastido (Pereira et
al. 2010). Elevadas concentracdes de HPA, acima de 100ng g, foram encontrados no verdo e no
inverno em diferentes localidades do Canal. Os autores atribuiram a variacdo espacial das
concentragdes de HPA a proximidade do TEBAR e a variagdo temporal ao aumento do trafego
maritimo principalmente no verdo, aumentando o aporte de polui¢do para regido e desta forma
contribuindo para elevagdo da concentracdo de poluentes nos tecidos dos bivalves, no verdo e no
inverno. Pereira et al. (2011), concluiram que a regido do Canal de Sao Sebastido estd sujeita a
diferentes fontes de poluicdo em diferentes periodos causando variagdo espacial e temporal nas
concentragdes de poluentes nos tecidos de P. perna, da mesma forma estes fatores podem estar
definido as concentracdes de hidrocarbonetos na alga parda S. furcatum, nos costdes desta regiao.

Hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA) ja foram encontrados em algas bénticas
coletadas em uma regido moderadamente poluida da Costa da Noruega (Knutzen & Sortland 1982) e as
concentragdes encontradas de HPA totais foram de 284 a 4665 ng g-1 para Fucus vessiculosus, 445 a
2204 ng g-1 para Ascophyllum nodosum (Linnaeus)Le Jolis, 1863, e 456 a 2964 ng g-1 para Fucus
serratus Linnaeus, 1753. Estas concentracdes foram maiores que as concentracdes encontradas na alga
parda S. furcatum nos costdes rochosos do Canal de Sdo Sebastido. Segundo Pereira et al.(2007) o
Canal de Sao Sebastido esta sobre moderado grau de impacto ambiental, desta forma a diferenca
observada entre as algas da Costa da Noruegua e o S. furcatum esteja relacionada com a eficiéncia de
espécies em acumular hidrocarbonetos em suas frondes que pode diferir.

Outros compostos encontrados na alga parda Sargassum também podem indicar a polui¢do da
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regido por derivados de petréleo como o indice de preferéncia de carbono (CPI), UCM (Mistura
complexa Nao Resolvida) e razdo pristano/fitano. O CPI aponta para fontes naturais de hidrocarbonetos
quando apresenta valores >4 e o valores encontrados no Sargassum foram inferiores a quatro, o que
indica a presencga de fontes antropicas de hidrocarbonetos (Guerra-Garcia et al. 2003). Adicionalmente
a presenca de UCM nas amostras de Sargassum coletadas em marco de 2007 e fevereiro de 2008,
confirmam a presenca de derivados de petréleo no Canal de Sdo Sebastido e uma variacdo temporal e
espacial na ocorréncia de poluentes derivados de petréleo dentre os costdes rochosos, uma vez que a
presenca desta mistura relaciona-se aos compostos do dleo que sdo resistentes a degradacao (Farrington
et al. 1977).

O pristano (C19) e o fitano (C20) sdo os isoprendides mais comuns na maioria dos sedimentos
marinhos, pois estdo presentes em todos os petréleos e também em fontes naturais. O pristano é mais
comum entre os hidrocarbonetos biogé€nicos, enquanto que o fitano raramente € biossintetizado
(Medeiros & Bicego 2004). Desta forma pode-se utilizar a razdo pristano/fitano para diferenciar a
origem dos hidrocarbonetos nos sedimentos. Em amostras ndo contaminadas por 6leo, a razao € maior
que um, normalmente entre 3 ¢ 5 (Steinhauer & Boehm 1992). No presente estudo valores < 1 foram
encontrados nas amostras de S. furcatum nos trés periodos de amostragem, sugerindo uma possivel
contaminacdo por petréleo e também uma variacdo espaco-temporal da poluicio no Canal de Sao
Sebastido.

As respostas dos organismos a poluicdo de ambiental podem ocorrer de diferentes formas e
intensidade, como por exemplo, o poluente tributilestanho (TBT), € responsdvel pelo aumento do
nimero de individuos psedohermafroditas na populagdo do caramujo Illyanassa obsoleta Say 1822
(Godoi et al. 2003). Adicionalmente, a poluicdo por TBT também pode levar a reducdo da fertilidade
no ermitdo Clibanarius vittatus Bosc 1802, por atrofiar os ovarios das fémeas (Sant’anna 2011). A

reducdo da fecundidade também foi observada no anfipode Echinogammarus marinus Leach 1815,
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encontrados em um gradiente de poluicdo por organoclorados (Ford et al. 2003). Outros poluentes
ambientais, como os metais pesados, também podem interferir nos processos reprodutivos. O sistema
de acasalamento de caranguejo Carcinus maena Linnaes 1758, € afetado negativamente pela
contaminacdo por cobre por diminuir a capacidade dos machos em detectar as fémeas receptivas
(Krang & Ekerholm 2006). A poluicdo ambiental por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA),
por sua vez, pode levar alteracdes morfoldgicas de estruturas corporais que podem diminuir a aptidao
de um organismo. Borowsky et al. (1997) observou alteracdes morfologicas nos oostégitos de Melita
nitida Smith1873, cultivada em sedimentos contaminados por HPA, e sugere que estas alteracdes
podem diminuir a fecundidade desta espécie. Krang (2007) observou que o naftaleno interfere no
acasalamento entre machos e fémeas de Corophium volutator Pallas 1766, machos expostos a este
contaminante nao reconhecem o feromonio liberado pelas fémeas que indicam a sua receptividade, este
estudo sugere que o naftaleno pode atuar negativamente no sucesso reprodutivo desta espécie e assim
podendo afetar a distribuicdo do anfipode no sedimento.

No presente estudo a distribuicdo de machos de C. filosa pareceu ter sido afetada pelas
concentragdes de HPA encontradas no S. furcatum dos seis costdes rochosos, uma vez que houve uma
relacdo negativa entre as concentracdes destas substincias e densidades dos machos, o que pode indicar
que estes animais sa0 mais sensiveis a estes poluentes, sendo o naftaleno um dos mais representativos
HPA encontrados nas algas e anfipodes (capitulo 1). Segundo Ohji ez al. (2002) os machos de Caprella
danilevskii Czerniavskii 1868, tem elevada sensibilidade ao TBT, resultando em elevada mortalidade
dos machos e consequentemente no desvio da razdo sexual a favor das fémeas. De fato a densidade das
fémeas de ndo ovigeras ndo foi afetada pelos hidrocarbonetos encontrados, adicionalmente o niimero de
fémeas encontradas nos trés meses estudados foi maior que o dos machos (Tab.5). A maior
sensibilidade dos machos aos HPA pode ser uma hipétese alternativa para explicar a sua baixa

densidade em relacdo as fémeas, contudo a baixa densidade de machos de C. filosa também pode ser
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explicada por migracdo diferencial. Jovens de tamanhos pequenos de C. filosa também podem ser mais
sensiveis aos HPA, uma vez que houve um efeito positivo entre os tamanhos dos jovens e as
concentragcdoes de HPA. Assim, jovens muito pequenos siao afetados negativamente, restando um grupo
de jovens com tamanhos maiores onde as concentragdes de HPA sdo elevadas nas algas. A relacdo
negativa entre tamanho de jovens e a razdo Pristano/fitano também corrobora com esta hipétese, uma
vez que quanto menor a razao, ou seja, mais proxima a 1, maiores s@o os jovens. Quando a razio entre
pristano e fitano € proxima a 1, indica a presenca de compostos derivados de petréleo como os HPA
(Steinhauer & Boehm 1992).

As concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos arométicos também exerceram um efeito
positivo sobre o tamanho corporal de fémeas nao ovigeras de C.filosa, neste caso é provavel que
concentragdes mais altas de HPA causem um retardamento na reproducdo, uma vez que as fémeas
ovigeras apresentaram tamanhos médios superiores aos tamanhos dos machos ou induza a alteragdes
morfolégicas nos oostégitos, que s@o estruturas que formam a bolsa incubatéria dos ovos (marsipio),
assim como foi observado em M. nitida por Borowsky et al. (1997), e desta maneira as fémeas de C.
filosa falhariam na manuten¢ao dos ovos em seus marstpios. Outra explicacdo possivel seria a remocao
ativa de ovos invidveis dos marsipios pelas fémeas ovigeras de anfipodes, vista por Dick et al. (1998).
Em laboratério as fémeas de C. filosa removem ovos nio fecundados de seus marstipios (observacgio
pessoal) e de acordo com Ford et al. (2003), a poluicdo de sedimentos por organoclorados pode
provocar falhas no processo de desenvolvimento dos ovos de E. marinus levado a uma reduzida
fecundidade. Consequentemente, a presenca de fémeas ndo ovigeras C. filosa de tamanhos maiores em
algas com concentracdes maiores de HPA seria resultado da total remo¢ao de ovos ndo vidveis de seus
marsupios.

A Mistura Complexa Nao Resolvida teve um leve efeito negativo sobre a densidade de jovens

de C. filosa indicando que as concentracOes de hidrocarbonetos derivados de petrdleo na alga S.
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furcatum podem atuar na estruturacdo da populacdo de C.filosa de diferentes formas. Para Pease et al.
(2010) a contamina¢@o ambiental atua no sentido de selecionar gendtipos dentro de uma populagdo que
sdo tolerantes a poluicdo. Os custos desta tolerancia, contudo, sdo caracterizados pela baixa taxa de
crescimento, diminui¢cdo na fecundidade e consequentemente na reducdo da abundancia. Estes autores
indicam que este processo estd acontecendo com Peramphithoe parmerong, um herbivoro que vive e se
alimenta das algas pardas Padina crassa e Sargassum linearifolium que acumulam metais presentes na
dgua de dreas apresentam gradientes de poluicdo do Porto de Sydney na Austrélia. Os resultados deste
trabalho sugerem que as populacdes C. filosa também podem esta passando este processo.
Adicionalmente, quando se compara a densidade méxima de C. filosa (marco= 8,95 ind. g'- capitulo 2)
associada ao S. furcatum do Canal de Sao Sebastido, com as densidades desta encontradas no costio
rochoso da Praia da Fortaleza, regiao mais ao norte do Estado de Sao Paulo (Jacobucci & Leite 2006)
observa-se uma clara diferenca, uma vez que a densidades neste estudo atingem valores proximos a 12
ind. g

Diferentes fatores ambientais e ecolégicos podem influenciar a densidades dos anfipodes
associados ao Sargassum como: hidrodinamismo (Leite et al. 2000; Leite et al. 2007 ); presenca de
predadores (Nelson 1979; Martin-Smith 1993), variacdo estrutural da alga (Leite et al. 2007),
interacdes competitivas (Siqueira et al. 2008) e adicionalmente o presente estudo indica que a estrutura
de tamanho e a densidade C. filosa podem ser influenciadas pela presenca de hidrocarbonetos de
petréleo na alga parda S. furcatum encontradas nos costdes rochosos do Canal de Sao Sebastido e assim
estes xenobioticos afetam negativamente a distribuicdo deste anfipode herbivoro principalmente por

que tem um carater cronico na regido de Sao Sebastido (Pereira et al. 2007; 2010).
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Capitulo 5: Comportamento reprodutivo, cuidado parental e maturidade sexual de Cymadusa
filosa Savigny, 1816.

Introducao

O comportamento reprodutivo engloba um conjunto de estratégias que visa maximizar a aptidao
de um animal, sejam elas relacionadas com a forma de adquirir uma parceira ou com a forma do
cuidado parental (Alcock 2009). Os crustiaceos anfipodes, por exemplo, dispde de diferentes estratégias
para alcancar o sucesso reprodutivo. Espécies de anfipodes epibiontes como hialideos e Gammarus
apresentam o comportamento de guarda de fémeas ou amplexo, onde os machos se predem as fémeas
um periodo anterior a muda reprodutiva ( Borowsky 1991; Leite 1996a; Tsoi & Chu 2005), ja anfipode
tubicola Megalorchestia californiana Brandt, 1851 monopolizam buracos na areia, compartilhados por
varias fémeas caracterizando um sistema de acasalamento poligénico (Iyengar & Starks 2008).

Quanto ao cuidado parental em anfipodes ele pode ser dividido em dois tipos: cuidado parental
pré- liberacdo dos filhotes do marsipio, como observado em Crangonyx pseudogracilis Bousfield,
1958, onde as fémeas aumentam o fluxo de oxigénio no marsipio promovendo uma melhor
sobrevivéncia dos filhotes (Dick et al. 1998) ou cuidado parental expandido (pds-liberagcdo), no qual
consiste na tolerancia dos filhotes em seus corpos ou hospedeiros (Thiel 1999, 2000). A construcdo de
pequenos abrigos proximos ou até mesmo em cima de abrigos da fémea de Cymadusa filosa Savigny,
1816 (Appadoo & Myers 2003) por filhotes, pode ser uma forma de cuidado parental expandido,
contudo devido a caréncia de informagdes sobre o comportamento reprodutivo desta espécies maiores
afirmacgdes ndo sdo possiveis.

Cymadusa filosa € um representante da familia Ampithoidae, encontrado associado a
macroalgas dos costdes rochosos do litoral paulista (Wakabara et al. 1983; Leite et al. 2000; Jacobucci

et al. 2002; Tanaka & Leite 2003; Leite et al. 2007; Barreto 1998; Ferreira 2008) e apresenta ampla
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distribuicdo geografica (Peart 2004). Como as demais espécies de ampitoideos, C. filosa se alimenta da
alga hospedeira e constréi abrigos em formas tubos utilizando partes da alga (Conlan 1981; Appadoo &
Myers 2003) e desta desempenha um importante papel na estrutura comunidade de Sargassum
(Jacobucci 2005; Jacobucci & Leite 2006; Jacobucci et al. 2008, Jacobucci & Leite 2008) bem como na
composi¢do das demais espécies ampitoideos associados, visto que apresenta comportamento agressivo
(Siqueira et al. 2008).

O conhecimento do comportamento reprodutivo de C. filosa pode fornecer informagdes
adicionais para o entendimento das relacdes compléxicas desenvolvidas pelos anfipodes em na fauna
associada a bancos de Sargassum (Jacobucci & Leite 2006). Além disso pode possibilitar o uso destes
animais como bioindicadores em experimentos de ecotoxicidade, ja4 que sdo expressivos em termos
abundancia nas comunidades de anfipodes associadas a bancos de Sargassum furcatum do Canal de
Sao Sebastido, uma regido que esta sobre efeitos moderados de poluicdo ambiental (Pereira et al.
2007). Desta forma, o objetivo deste estudo foi descrever o comportamento reprodutivo de C. filosa e
acompanhar o desenvolvimento deste crustdceo até a identificacdo de sua maturidade sexual. Como
esta espécie ocorrem preferencialmente nas regides tropicais e subtropicais (Peart 2004) € esperado que
o periodo de incubagdo e o tempo de desenvolvimento dos individuos sejam curtos quando comparados

com espécies de Zonas Temperadas, conforme proe Sainte-Marie (1991).

Material e métodos

1.Area de estudo
Foram coletadas frondes de Sargassum furcatum Kiirtz, 1843, no costdo rochoso da Praia de

Guarapocaia localizada na cidade de Ilhabela na Ilha de Sao Sebastido em abril de 2010 (Fig.1)
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Figura 1: Localizacdo do costdo rochoso no Canal de Sdao Sebastido, litoral norte do Estado de Sao

Paulo. Modificado de Denadai (2001).

2.Procedimento de amostragem

As frondes de S. furcatum foram cobertas com sacos de tecidos de malha de 0,2mm, para
impedir a fuga dos organismos, e foram transportadas até o laboratério do Centro de Biologia Marinha
da Universidade de Sao Paulo (CEBIMar - USP). No laboratério 50 individuos adultos de Cymadusa
filosa foram removidos das algas agitando-se as frondes em bandejas com dgua do mar. Estes animais
foram acondicionados em dois pequenos aqudrios e levados para laboratério de cultivo no
Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. Os
anfipodes foram transferidos para um aqudrio maior (aqudrio de cultura) com 20L de 4gua do mar, este
sistema foi mantido a temperatura média de 24°C com fotoperiodo de 12 horas de luz e sob aeragado
constante por duas semanas para aclimatacdo dos anfipodes antes do inicio das observagdes sobre o
comportamento de reprodutivo de C. filosa. A cada semana, cerca de 75 % da agua do aquario foi

trocada e mais frondes de S. furcatum. foram adicionadas para alimentacdo e abrigo dos animais. Apos
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o periodo de aclimatacdo 10 machos e 10 fémeas foram individualizados em pequenos aqudrios com

300 mL de dgua do mar e foliolos de S. furcatum para alimentagdo e construgao de abrigo.

3. Observagoes do comportamento reprodutivo

Para obter informagdes a cerca do comportamento reprodutivo os animais foram separados em
dois grupos.
e Grupo 1: Cinco machos foram adicionados em cinco aqudrios com uma fémea
em cada um deles.
e Grupo 2: Cinco fémeas foram adicionadas em cinco aqudrios com um em cada

um deles.

A separacdo em dois grupos foi feita com intuito de se observar em qual abrigo ocorre a cépula.

Os animais foram mantidos sob temperatura média do ar de 24°C com fotoperiodo de 12 horas
de luz, sendo que metade da dgua dos aqudrios dos casais de C. filosa foi substituida a cada 48 h e
novos foliolos de S. furcatum foram adicionados. As observagdes foram realizadas diariamente entre
14:00 as 16:00h e os comportamentos foram registrados.

Com a identificagdo do aumento do volume da regido do marstpio das fémeas, indicativo de
houve ovulacdo, as fémeas foram anestesiadas com dgua do mar a temperatura de 10°C e foram
examinadas quanto a presenga de ovos por meio de microscopio estereoscopico.

As fémeas ovigeras foram transferidas para aquarios com 300mL de dgua do mar e observacoes
diarias foram feitas até a saida dos filhotes do marstpio. Para estas observagdes também foi utilizado o

microscopio estereoscopico.

4.Maturidade sexual
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Para saber quanto tempo leva para C. filosa se tornar madura sexualmente, os filhotes foram
individualizados em pequenos aquarios com 300 mL de 4gua do mar e foram fornecidos foliolos de
Sargassum para alimentacdo e construcdo de abrigo. Dados referentes a presenca de exuvias até a
observacdo da maturidade sexual, visualizacdo das gonadas na regido dorsal por meio de transparéncia
em fémeas (Sheader & Chia 1970) e identificacdo de caracteristicas secunddrias em machos sob o
microscopio estereoscopico, foram registrados diariamente.

Foi avaliado se a quantidade de exudvias diminui de a acordo com o desenvolvimento dos
filhotes por meio de ANOVA de um fator (semana de vida) e apds a diferenciacdo destes filhotes em
machos e fémeas foi verificado se existe diferenca entre a quantidade de mudas ocorridas entre eles

utilizado o teste t de Student.

Resultados

Comportamento reprodutivo

Foram observados e identificados os comportamentos de interagdes agressivas entre machos e
fémeas, construcdo de tubos por ambos e a ocorréncia de tubos conjugais. As interacdes agressivas
eram caracterizadas pelo contato fisico entre os casais, onde o macho e fémea investiam seus
gnatépodos um contra o outro.

As interacdes agressivas entre machos e fémeas foram observadas logo no inicio do estudo,
machos, pertencentes ao grupo 2(n=3), os quais investiram seus gnatopodos contra fémeas, quando as
elas tentaram ocupar seus abrigos. Por outro lado, as fémeas do grupo 1 nfo reagiram agressivamente
contra os machos, permitindo a entrada em seus abrigos (n=2). Entretanto, em seguida abandonaram
estes abrigos e comecgaram a construir novos.

Nao foi observado cépula, contudo notou-se a formagdo de quatro tubos conjugais (Fig.2), ou
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seja, sdo tubos compartilhados por ambos os sexos os quais foram construidos inicialmente pelas
fémeas. Esta formacdo permaneceu estavel por um periodo de até dois dias por casal e foi possivel
observar que os machos monitoravam as entradas do tubo durante este periodo. Todas as fémeas que
formaram tubos conjugais realizaram ecdise, em virtude de ter sido notada a presenca de exuvia
feminina nos aquarios.

Ap6s sete dias de observacdo apenas nas fémeas que formaram abrigos conjugais continham
ovos em seus marsupios. Estes ovos eclodiram em média 5,75 dias (+ 0,5 devio padrdo) depois da
formacdo dos tubos conjugais e permaneceram no marstipio por um periodo de até 3 dias (Fig. 3).
Contudo, os filhotes de uma mesma fémea ndo saiam sincronicamente do marsupio, eles deixavam o
marstpio aos poucos.

Durante a permanéncia dos filhotes no marsipio observou-se que duas fémeas alimentavam
seus filhotes. Estas fémeas utilizando seus aparelhos bucais, cortavam fragmentos dos foliolos de S.
furcatum que formavam seus tubos e os trituravam e com os gnatdpodos direcionavam estes fragmentos
para o marsupio onde foram disputados pelos filhotes.

Os filhotes apds deixarem os marstpios de suas f€émeas, construiram abrigos com pelotas fecais
de suas progenitoras e também com suas préprias pelotas fecais (Fig. 4-A). As fémeas sofreram ecdise
em 2,5 + 1,0 (X+ desvio padrio) dias ap6s o inicio da construgio do abrigo pelos filhotes (Fig. 3-B).
Maturidade sexual

No total foram gerados 54 filhotes e durante o desenvolvimento houve uma reducio 38 % em
seu nimero, e desta forma 32 filhotes chegaram a maturidade sexual.

A quantidade de exuvias observada foi diferente entre as setes semanas de vida (Fs, 261 = 96,5; p
< 0,01), sendo que os filhotes sofrem mais mudas nas duas primeiras semanas de vida (Fig.5) e a

medida que se desenvolviam o nimero de mudas diminuiram.
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Figura 2: Tubo conjugal: nota-se a presenga do macho e fémea ambos ocupando a mesma abertura.

Figura 3: Fémea de Cymadusa filosa com filhotes no marstpio
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Figura 4: A- Tubo construido por um filhote de C. filosa. B- Extivia da fémea e vérios tubos dos seus

filhotes.

A presenca de gdnadas em fémeas e a identificacdo dos machos foi possivel entre 6 a 7 semanas
vida. Assim dos 32 filhotes que sobreviveram até a 7* semana, 16 se desenvolveram em machos e os
outros 16 em fémeas. Também foi registrado a presenca de ovos ndo fecundados em duas fémeas em
com seis semanas de vida.

Verificou-se que as fémeas apresentaram maior nimero de mudas 11,5 + 0,91 (X% desvio
padrio) que os machos, 9,6 + 0,73 (X% desvio padrio). O resultado do teste t revelou que as fémeas

sofrem significativamente mais mudas que machos (t = 6,01; gl = 30; p< 0,001).
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Figura 5: Numero médio de exivias observados durante sete semanas de vida dos filhotes.

Discussao

Comportamento reprodutivo

O comportamento reprodutivo dos anfipodes gamarideos esta fortemente relacionado com seus
hibitos de vida (Borowsky 1983a), por exemplo, as espécies epibiontes do género Gammarus,
apresentam comportamento de guarda de fémeas pelos machos (Prender et al. 2006) que utilizam os
gnatépodos 2 para se prenderem as fémeas. O casal se mantém desta forma até que elas passem pelo
processo de muda (muda reprodutiva) quando se tornam receptivas ao acasalamento, ocorrendo neste
momento a copula (Borowsky 1984; Borowsky & Borowsky 1987). Comportamento semelhante foi
observado nas espécies de hialideos (Leite 1996a; Tsoi & Chu 2005) que também sdo epibiontes. Por
outro lado este tipo de comportamento ndo € observado entre as espécies construtoras de tubos ou
abrigos (tubicolas) (Borowsky 1983a) e pode ndo permitir a visualizacdo da copula. Segundo esta
autora a formacdo de tubos conjugais consiste em um comportamento andlogo a guarda da fémea de

anfipodes epibiontes, sendo que a cOpula ocorre no interior do tubo. Tubos conjugais ja foram
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observados em Ampithoe valida Smith, 1873, Jassa falcata Montagu, 1808 (Borowsky 1983a, 1986) e
Casco bigelowi Blake 1929 (Thiel 1998) e também foi observado no presente estudo com C. filosa. A
cOpula ocorre imediatamente apds a muda reprodutiva (Leite 1996a). Neste momento as fémeas
depositam seus ovos no marstpio e sdo fertilizados pelos machos (Sheader & Chia 1970; Borowsky
1983a, 1983b; Leite 1996a). A presenca de exivias femininas do lado dos abrigos conjugais de C.
filosa confirma, portanto, que houve cépula e consequente a fecundagao dos 6vulos.

A formacgdo de abrigos conjugais indica a receptividade da fémea para a cépula, uma vez que é
induzida pela liberacdo de feromonios femininos (Borowsky 1990) desta forma, a ndo formacgdo de
tubos conjugais em seis casais de C. filosa sugere que as fémeas poderiam ndo estar receptivas
sexualmente. Consequentemente, as interagdes agonisticas entre machos e fémeas também podem ser
indicativas ja que os machos ndo deixaram as fémeas entrarem em seus tubos.

Os machos de anfipodes buscam continuamente outras oportunidades de se acasalar, assim a
migracdo diferencial pode ser uma das estratégias utilizadas por eles para aumentar seu sucesso
reprodutivo, uma vez que machos tendem a deixar a casas das fémeas apds a cépula (Borowsky 1983a)
e como a reproducdo ndo € sincronica para espécies de anfipodes que ocorrem em regides tropicais
(Sainte-Marie 1991), os machos de C. filosa poderiam deixar os abrigos conjugais s em busca novas
fémeas receptivas e na auséncia das mesmas ha constru¢cdo de um novo abrigo, como observado neste
estudo.

O periodo de incubagdo dos ovos de C. filosa foi cerca de seis dias, 0 mesmo periodo
encontrado para Apohyale media Bousfield & Hendrycks, 2002 (Leite 1996a), no entanto, Sheader &
Chia (1970) observaram que o tempo de incubagdo para Marinogammmarus obtusatus Dahl, 1938, foi
de 14 dias. Estas diferencas podem ser atribuidas a temperatura da dgua onde foram cultivados os
organismos. Para M. obtusatus a temperatura foi de 9°C enquanto que para C. filosa e A. media foi de

24°C e quanto menor a temperatura maior € o periodo de desenvolvimento do ovo (Sheader 1996).
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Cuidado parental € uma estratégia utilizada para uma série de animais que buscam aumentar a
sua aptiddo. Os anfipodes apresentam cuidado parental ja que as fémeas carregam seus ovos ou filhotes
no marsipio protegendo-os contra predadores (Thiel 1999), entretanto algumas espécies também
aumentam a sobrevivéncia dos ovos ou embrides aumentando a oxigenacdo no marstpio e removendo
ovos invidveis deste local (Dick ef al. 1998, 2002). Outras espécies de anfipodes promovem cuidado
parental apds a os filhotes deixarem seus marsutpios tais como Leptocheirus pinguis Stimpson, 1853,
Casco bigelowi e Leucothoe comportamento € conhecido como cuidado parental expandido, onde os
parentes podem alimenté-los ou tolera-los em seu corpo ou em seus hospedeiros (Thiel 1999, 2000). O
comportamento de prover alimento enquanto os embrides estdo no marsipio constitui outra forma de
aumentar a sobrevivéncia dos filhotes, caracterizando o cuidado parental de C. filosa o qual ainda ndo

havia sido descrito.

Maturidade sexual

Os crusticeos para crescer e se desenvolver precisam passar pelo processo de ecdise ou muda
(Hartnoll 1982), assim o crescimento de C. filosa é bem intenso nas trés primeiras semanas de vida, ja
que a periodicidade das mudas foi maior e intervalo entre elas foi menor. Por outro lado este processo
requer energia e é considerando um periodo critico para os crustidceos deixando-os bastante vulneraveis
a predadores e a qualquer alteracdo ambiental (Hartnoll 1982) e isto pode explicar a elevada
mortalidade dos filhotes de C. filosa durante estas tr€s semanas.

A construc¢do de abrigos com pelotas fecais pelos jovens de C. filosa também foi observado por
Appadoo & Myers (2003) e o uso deste material provalvelmente ocorre pela incapacidade dos filhotes
em fragmentar e aglutinar os foliolos de Sargassum, mas a medida que crescem, comecam a utilizar
adequadamente a alga para constru¢do de abrigos.

Fémeas de C. filosa sofreram mais mudas do que os machos, de acordo com Borowsky (1983a)
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esta caracteristica € comum para fémeas de gamarideos, j4 que a maturidade ocorre quando ostégitos
estdo completamente desenvolvidos. A reproducdo estd relacionada com o processo de muda e f€meas
realizam mais mudas que os machos para desenvolvimento do oostégitos e assim alcancarem a
maturidade sexual (Borowsky 1983a), tendo o mesmo tempo de vida que os machos (Tsoi & Chu
2005).

A maturidade sexual de C. filosa foi observada entre 36 a 42 dias de vida (6 a 7 semanas). Em
Apohyale crassicornis Haswell 1879, a maturidade foi observada entre 38 a 53 dias (Tsoi & Chu 2005)
enquanto que para de Hyalella pleoacuta e H. castroi ,Gonzalez, Bond-Buckup & Araujo 2006, foi em
torno de 52 dias (Silva-Castiglioni et al. 2007). Esta variagdo observada em termos de idade de
maturidade sexual pode estar relacionada ao ambiente e as diferentes condi¢cOes de culturas de
laboratdrios que estas espécies foram expostas (Silva-Castiglioni et al. 2007). O crescimento e o
desenvolvimento das espécies de anfipodes sdo afetados pela disponibilidade de alimento e a
temperatura (Steele & Steele 1991). Anfipodes que vivem em regides mais frias demoram mais tempo
para se tornarem sexualmente maduros e atingem tamanhos corporais maiores que anfipodes das
regides tropicais (Sainte-Marie 1991). Cymadusa filosa e A. crassicornis foram mantidas em condicdes
de temperaturas semelhantes (24°C) enquanto que H. pleoacuta e H. castroi foram mantidas a 19°C,
desta forma a variagdo da temperatura pode explicar em parte a variagdo em termos de maturidade
sexual entre as espécies, um vez que o suplemento de alimento foi mantido continuo.

De forma geral as observacOes sobre o comportamento reprodutivo de C. filosa demonstram
que esta espécie tem periodo de incubagdo curto, rdpido desenvolvimento e com a maturidade sexual
sendo alcancanda em poucas semanas, caracteristicas previstas para as espécies de anfipodes de regides
tropicais (Sainte-Marie 1991). Estas caracteristicas também favorecem o uso de Cymadusa filosa em
experimentos de ecotoxicidade cronica e aguda, uma vez que possibilitam respostas comportamentais

em um periodo de tempo relativamente curto.
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Capitulo 6: Cymadusa filosa Savigny, 1816 (Amphipoda: Ampithoidae) uma nova proposta de

organismo para ensaios ecotoxicologicos marinhos.

Introducao

A degradacdo dos ambientes marinhos e estuarinos decorrente da presenca de efluentes
domésticos e industriais, de petréleo e seus derivados torna necessiria a tomada de medidas
preventivas e corretivas, que venham a salvaguardar esses ecossistemas (Badar6-Pedroso 1999), visto
que introduzem uma grande quantidade de substincias que podem ter efeitos sinérgicos, aditivos ou
antagonicos sobre os organismos nestes ambientes (Reynier 1996). A preocupacdo com a qualidade das
dguas costeiras tem motivado a criagdo de programas de gestdo e manejo nestas areas (Vieira 2004).
Neste sentido varios paises vém reunindo esfor¢os para desenvolver uma forma de avaliar os
ecossistemas baseando-se em suas propriedades fisico-quimicas, diversidade ecoldgica e ou
caracterizacdo quimica para definir qualidade ecoldgica de ambientes aquaticos e desta forma poder
criar politicas que visam o controle da qualidade ambiental ou minimizam os efeitos dos xenobidticos
sobre ambientes marinhos (Hellou 2011).

As agéncias ambientais como a Agéncia de Protecio Ambiental (EPA) e NOAA nos Estados
Unidos, a Agencia Ambiental do Canadd (Environment Canada) e a Companhia Ambiental do Estado
de Sdo Paulo (CETESB) no Brasil sdo alguns dos exemplos de agé€ncias responsaveis pelo controle dos
impactos antropicos e a qualidade ambiental nos estudrios e ambientes costeiros destes paises.

Uma das formas utilizadas para avaliar a qualidade ambiental de ambientes marinhos, € por
meio de estudos ecotoxicolégicos. A ecotoxicologia € uma ciéncia que compreende a interacao entre a
ecologia e a toxicologia (Chapman 1995; Baird et al. 1996), tendo como objetivo principal
compreender e predizer os efeitos de substancias quimicas em comunidades biolégicas, sob

circunstancias reais de exposi¢do. Tornando-se uma importante ferramenta na avaliacdo de como
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substancias quimicas afetam diferentes organismos e populacdes, fornecendo subsidios para avaliar e
proteger adequadamente a qualidade ambiental (Chapman 2002; Calow 1996).

Os testes ecotoxicolégicos consistem em expor os organismos aqudticos representativos do
ambiente a vdrias concentracdes de uma ou mais substancias, durante um determinado periodo de
tempo, avaliando os efeitos causados nos organismos- teste (CETESB, 1990). A escolha das espécies a
serem utilizadas em testes de ecotoxicologia deve basear-se em critérios, tais como a disponibilidade e
abundancia na natureza, a capacidade de adaptacdo a condicdes de laboratdrio, tamanho conveniente
para manipulacdo e observacdo, além de informacdes relativas a biologia das espécies, como a duracao
do ciclo de vida, hébitos alimentares, longevidade e mortalidade natural (Brendolan & Gomes 2003;
Shafir et al. 2003). Segundo Thomas (1993), os anfipodes apresentam caracteristicas que os qualificam
como potenciais bioindicadores ambientais devido a sua importancia ecoldgica, abundancia e a
sensibilidade a uma variedade de poluentes, desta forma, algumas espécies de anfipodes sao
amplamente usadas em testes ecotoxicoldgica para avaliar a qualidade ambiental, principalmente em
sedimentos marinhos como: Amphiporeia virginiana Shoemaker 1933, Corophium volutator Pallas
1766, C. areanarium Crawford 1937, C. orientale Schellenberg 1928, Gammarus locusta Linnaeus
1758, Ampelisca abdita Millis 1964, Leptocheirus plumulosus Shoemaker 1932, Tiburonella viscana
Barnard 1964, Monoporeia affinis Lindstrom 1855, Eohaustorius estuarius Bosworth 1973, E.
washingtonianus Thorsteinson 1941, Rhepoxynius abronius Barnard 1960, Grandidierella japonica
Stephensen 1938, e Ampelisca abdita Millis 1964 (ABNT NBR 15638: 2008). Como a maioria destes
anfipodes nao ocorre na costa brasileira os estudos de avaliagdo ambiental por meio de ecotoxicologia
marinha no Brasil sdo realizados com 7. viscana (Abessa & Sousa 2003; Seriani et al. 2008; Maranho
et al. 2009) e principalmente avaliam a polui¢do nos sedimentos. Entretanto, devido as dimensdes da
costa brasileira e a crescente preocupacdo de preservar e acessar a qualidade ambiental, varios estudos

de ecotoxicologia estdo sendo desenvolvidos no Brasil com intuito de se obter um niimero maior de
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espécies sensiveis que possam ser utilizadas como bioindicadoras de qualidade ambiental marinha tanto
quanto se referem ao sedimento como da coluna d’agua. Assim novos estudos estdo sendo
desenvolvidos para avaliar a eficiéncia de espécies representativas do ambiente marinho como
bioindicadoras, como por exemplo Apohyale media (Valério-Berardo & Domingos 2008).

Cymadusa filosa Savigny 1819, representante da familia Ampithoidae é um anfipode que possui
ampla distribui¢do geografica ocorrendo associada a diferentes espécies de algas (Barnard & Karaman
199; Peart 2004). No Brasil, especialmente no litoral de Sdao Paulo, é frequentemente encontrada
associada a alga parda Sargassum spp., com expressiva representacdo numérica (Jacobucci & Leite
2006) e no Canal de Sao Sebastido, um ambiente que sofre forte impacto antrépico devido as atividades
turisticas, ao lancamento de esgotos e a operagdo do Duto e Terminais Centro Sul (DTCS) (Zanardi et
al. 1999b, CETESB 2008), C. filosa pode ser encontrada associada a diferentes bancos de Sargassum
furcatum Kiirting1843. Este anfipode apresenta elevada taxa de fecundidade, curto periodo de
incubacado e alcanca a maturidade sexual entre cinco a seis semanas de vida (Capitulo 4) e pode ser
facilmente mantida em laboratério, assim C. filosa possui caracteristicas bioldgicas consideradas
favordveis a sua ado¢@o como organismo-teste potencial em ensaios ecotoxicolégicos. Neste sentido o
objetivo deste trabalho foi testar a sensibilidade de C. filosa a trés xenobidticos: o sulfato de cobre
como substancia de referéncia, naftaleno e fracdo solivel de petréleo em dgua (FSA), poluentes
ambientais que podem estar disponiveis na regido de ocorréncia de C. filosa, por meio de experimentos
de ecotoxicidade aguda de 48h e avaliar a eficiéncia desta espécie para acessar a qualidade ambiental

de ambientes marinhos.

Material e métodos

Foram coletadas frondes de Sargassum furcatum no costao rochoso da Praia de Guarapocaia (S

23°44.972> WO 45° 20.945’) localizada na cidade de Ilhabela na Ilha de Sao Sebastido em dezembro de
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2010, janeiro, marco e maio de 2011 (Fig.1).
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Figura 1: Localizacdo do costodo rochoso no Canal de Sao Sebastido, litoral norte do Estado de Sao

Paulo. Modificado de Denadai (2001).

1.Procedimento de amostragem

Obtencido de Cymadusa filosa

Por meio de mergulho livre em cada coleta, as frondes de Sargassum furcatum foram cobertas
com sacos de tecidos de malha de 0,2mm para impedir a fuga dos organismos e destacadas do
substrato. Em seguida este material coletado foi acondicionado em caixa térmica com dgua do mar e
transportado até o laboratorio do Centro de Biologia Marinha da Universidade de Sdo Paulo (CEBIMar
- USP). No laboratério cerca de 15 fémeas ovigeras Cymadusa filosa foram removidas das algas
agitando-se as frondes em bandejas com dgua do mar. Estes animais foram acondicionados em dois
aquérios de volume igual a 2L, mantidos em ambiente resfriado e levados para laboratorio de aquérios
no Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.

As fémeas ovigeras foram individualizadas em pequenos aquarios com 300 mL de dgua do mar
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reconstituida a 34%o0 com foliolos de Sargassum furcatum para alimentacdo e construgcdo do abrigo, a
4gua foi trocada a cada 48h e novos foliolos de Sargassum foram acrescentados. A medida que os
filhotes foram saindo dos marsuipios das fémeas, foram transferidos para um cristalizador com 2 litros
de 4gua do mar reconstituida. Este sistema foi mantido sob aeracdo constante, fotoperiodo de 12h/luz
no qual a 4gua foi substituida em 48h e novos foliolos de Sargassum foram adicionados para
alimentacdo dos filhotes até a realizacdo dos experimentos de toxidade aguda de 48h. Nestes
experimentos foi observada a sobrevivéncia dos filhotes de C. filosa com idade entre 7 a 10 dias
conforme sugere a norma da ABNT NBR 15470 (2007), expostos a trés xenobidticos: cobre, naftaleno

e fracdo solivel de petréleo em dgua (FSA) durante o periodo de 48h.

Preparacio das solucdes os para os textes de toxidade

As solucdes utilizadas para realizacdo dos experimentos foram preparadas no Laboratério de
Ecologia Quimica do Departamento de Biologia Animal-IB/UNICAMP.

A solucdo estoque de cobre 1000mg/L foi obtida da mistura de 1,9645g de sulfato de cobre
(CuSO4 5H,0) diluida em 4dgua destilada em baldo volumétrico de 0,5L. A partir desta solu¢do por
meio de diluicdo em agua do mar recostitida a 34%o foram obtidas as concentracdes testes de 0,5L:
0,0001; 0,001;0,01; 0,10; 1,00 mg/L de cobre.

Para obtecdo de seis concentragdes dilferentes de naftaleno (C;oHg): 0,01; 0,10; 1,00; 5,00;
10,00 mg/L, 10g de naftaleno foram diluidos em 0,5L de acetona PA, devido a baixa solubilidade desta
substincia em dgua do mar (Eganhouse & Calder 1976). Desta solugdo foi retiradoa 1 mL e diluido em
agua do mar reconstituida até se prefazer um volume total de 1000mL. Desta forma a solugdo estoque
de naftaleno teve concentracdo de 20 mg/L a qual foi utilizada para preparar as concentragdes testes de
volume igual a 0,5L. A quantidade de acetona PA presente na maior concentracdo de naftaleno

utilizada para realizacdo dos testes (10,00 mg/L) foi de 125uL/L, o qual ndo afeta a sobrevivéncia de
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anfipodes em testes de toxidade aguda (Ohji et al. 2002).

A fracdo solivel de petréleo em dgua (FSA) foi obtida adicionado 1g de petréleo (Mistura
MSSI/MSMS D= 0,9199, provinente da Bacia de Campos, RJ) em dgua do mar reconstituida até
prefazer um volume de 1000 mL em um frasco com capacidade de 2L, neste sistema foi colocado uma
barra magnética de 6 cm de comprimento. O frasco foi fechado e agitado com agitador magnético a
uma velocidade de 100 RPM por um periodo de 24h a temperatura de 22°C, apds este periodo a
solu¢do foi colocada para descansar por 1h (Anderson et al. 1974) e no fim deste processo apenas a
fase aquosa da solucdo foi utilizada para preparacdo das concentracoes testes: 1 ppm; 10 ppm; 100 ppm

e 1000 ppm de FSA.

Descricdo dos experimentos de ecotoxicidade

Para cada substancia foram realizados trés experimentos de toxicidade. O sistema dos testes foi
estdtico, ou seja, ndo houve renovacdo do volume das diferentes concentracdes utilizadas e sem
aeracdo. O fotoperiodo foi de 12h de luz, a temperatura média de 24,5+ 0,6 °C, enquanto que a
salinidade das solucdes teste foi de 34%. Os filhotes de C. filosa utilizados nos experimentos foram
alimentados previamente com foliolos de Sargassum, assim, eles ndo foram alimentados durante a
realizacao dos testes.

Em cada teste e para as diferentes concentragdes das solugdes de cobre, naftaleno e FSA, foram
expostos 10 filhotes de C.filosa, os quais foram individualizados em beckers, de volume total de 50
mL, com 20 mL das solu¢des. Para diminuir a evaporagdo, cada becker foi tampado com placa petri.

Nos experimentos de toxicidade com o naftaleno foi utilizado dois tipos de controle: o controle
1 com apenas dgua do mar reconstituida (Red Sea Salt) e no controle 2 no qual foi adicionado 125uL
de acetona PA em 4gua do mar reconstituida até se obter o volume de 1000 mL, este segundo controle

foi realizado para ver o possivel efeito da acetona sobre a sobrevivéncia dos filhotes de C. filosa. Para

85



os experimentos com o cobre e a FSA foi realizado apenas um tipo de controle, onde 10 filhotes foram

expostos separadadamente a 20 mL de d4gua do mar reconstituida em beckers de 50 mL.

2. Andlise dos dados

A sobrevivéncia dos filhotes de C.filosa foi observada apds as 48h e para cada teste foi estimada
pelo método de Trimmed Spearman-Karber com a corre¢do de Abbott (Hamilton et al., 1977) a CL50-
48h, ou seja a concentracdo do xenobidtico capaz de provocar a mortalidade de 50% da populagcdo do

organismo teste, apds o periodo de 48h (Costa et al. 2008).

Resultados

A sobrevivéncia dos filhotes de Cymadusa filosa nos experimentos de ecotoxicologia com o
cobre, o naftaleno e a FSA de forma geral foi elevada nas concentra¢des mais baixas testadas, variando
entre 100 a 80% e baixa ou nula em concentragdes maiores (Figs. 2-4). Entretanto nota-se uma redugao
brusca da sobrevivéncia dos filhotes entre as concentragdes de 0,001 e 0,01mg/L de cobre (80 para
30%) e de 100 e 1000ppm de FSA (70 para 20%) (Figs. 1 e 4). A reducdo da sobrevivéncia dos filhotes
expostos ao naftaleno diminui de forma mais gradativa de acordo com o aumento da concentra¢do
desta substancia, contudo observa-se uma variagdo em termos de sobrevivéncia dos individuos

expostos as concentracdes de 1 e Smg/L de naftaleno (Fig, 3).

86



100 ] ]

_ m°
2 80 20
g 03°
o
=
= 3 60
S
o &
= 3
o =
g3 %
Z =
5O
Ha
S 20
Q
o
s IH

0

0,1 1

0 0,0001 0,001 0,01
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Figura 3: Sobrevivéncia média em porcentagem dos filhotes de Cymadusa filosa expostos a 7
concentragdes de naftaleno (mg/L). C1- Controle sem acetona; C2- Controle com acetona. N=10 para

cada concentracao.
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Figura 3: Sobrevivéncia média em porcentagem dos filhotes de Cymadusa filosa expostos a 5

concentragdes da Fracdo Soluvél em dgua (FSA) de petréleo (ppm). Barras representam os desvios.

A CL50-48h média obtida nos trés testes ecotoxicologia foi de 0,01 mg/L, enquanto que para
naftaleno a CL50-48h média foi de 0,08mg/L e a concentracdo média da fracdo solivel de petréleo em
dgua para causar a morte de 50% da populagao de filhotes de C. filosa foi de 148,50 ppm.

Tabela 1: Resultados da CL50-48h obtidos nos 3 testes agudos com cobre, naftaleno e a fragdo soluvél
do petrdleo em dgua (FSA) conduzidos com filhotes de Cymadusa filosa. O intervalo de confianca é

apresentado entre parénteses. DP- Desvio padrao.

Testes Cobre (mg/L) Naftaleno (mg/L) FSA (ppm)
1 0,01 (0,001-0,02) 0,05 (0,01-0,29) 146,78 (37,19-579,36)
2 0,01 (0,001-0,02) 0,21(0,09-0,51) 82,54 (24,35-279,83)
3 0,01 (0,001-0,01) 0,08 (0,01-0,57) 215,44 (58,30-796,12)
X 0,01 0,11 148,50
DP - 0,08 66,45
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Discussao

Diversas espécies de anfipodes sdio amplamente usadas em testes de ecotoxicologia marinha
para avaliar a qualidade ambiental de sedimentos e d4gua em ambientes costeiros em vdrias partes do
mundo (Cesar et al. 2004). No Brasil o anfipode Tiburonella viscana vem sendo usados para
caracterizar os sedimentos de diferentes ambientes estuarinos (Abessa & Souza 2003; Maranho et al.
2009), enquanto que qualidade da 4gua mar, por outro lado, é investigada por meio de testes
ecotoxicologicos com a espécie de Mysidopsis juniae Silva 1979 (Nipper et al. 1993; Badar6-Pedroso
1999; Marques 2008), outro peracarida pertencente ordem Mysidacea que possui norma padronizada
pela CETESB (L5.251 1992) e pela Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas NBR 15308(2005). O
sucesso do uso desta espécie nestes experimentos estd associado as suas caracteristicas bioldgicas como
a facilidade de obtencdo e manutencdo em laboratdrio, seu potencial reprodutivo e a sua sensibilidade a
uma variedade de xenobidticos (Kleine et al. 2010). A espécie C. filosa do presente estudo apresenta
caracteristica biologicas semelhantes a M. juniae como elevada fecundidade, facilidade de obtencdo e
manutencdo em laboratério. Adicionalmente os resultados obtidos com experimentos de ecotoxicidade
aguda com a substincia de referéncia sulfato de cobre sugerem sensibilidade elevada de C. filosa ao
cobre (CL50-48h: 0,01 mg/L), uma vez que este valor foi 20x menor que o encontrado para M. juniae ,
60 x menor que a CL50 encontrada para Corophium insidiosum Crawford 1937, 25x menor que CL50
de Elasmopus bampo Barnard 1979, (Reish 1993) e 8x menor que CL50 de cobre para Leptocheirus
plumulosus (Burton et al. 2011).

A sensibilidade de C. filosa ao naftaleno também foi bastante expressiva. O naftaleno de acordo
com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (EPA — Environment Protection Agency) €
um dos 16 tipos de hidrocarbonetos aromaticos considerados importantes no monitoramento ambiental

de poluentes orgénicos prioritarios (EPA 1986). O naftaleno, mesmo apresentando baixa solubilidade
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em agua do mar, 22mg/L a 35%0 (Eganhouse & Calder 1976), tem um grande efeito toxico em diversos
organismos marinhos (Lee & Nicol 1978; Landrum et al. 2003). A CL50-48h de naftaleno encontrada
para Elasmopus pectenicrus Bate 1853, foi de 2,8mg/L enquanto que em Parhyale hawaiensis Dana
1853, foi de Smg/L (Lee & Nicol 1978 a e b), estes valores também foram superiores a CL50-48 média
de C. filosa para naftaleno, contudo no presente estudo para aumentar a solubilidade do naftaleno foi
utilizado acetona PA, e a acetona em pequenas concentracdes pode agido sinergicamente com
naftaleno, ocasionando a CL50 média de 0,11mg/L. para C. filosa. Efeitos sinérgicos de outros
poluentes ambientais com o naftaleno foram encontrados no trabalho de Lee & Nicol (1978a) de forma
que a presenca de naftaleno no sistema estudado aumenta a toxidade da outra substancia. A utilizagao
de acetona como solvente de naftaleno foi realizada no estudo de Landrum er al. (2003) que
encontraram o valor de CL50 média de 1,75mg/L. para o naftaleno, apés 10 dias de exposicdo do
anfipode Diporeia spp, entretanto ha a necessidade de se testar a existéncia ou nao de efeitos sinérgicos
da acetona com o naftaleno ji que no tratamento controle com acetona, do presente estudo, a
sobrevivéncia dos filhotes de C. filosa foi em torno de 93%, valor aceitdvel para sobrevivéncia de
anfipodes expostos ao controle (ABNT NBR 15470 2007; NBR 15638 2008), adicionalmente, Ohji et
al. (2002) observaram que concentracdes de acetona inferiores a 125ul/L ndo causaram nenhuma
resposta negativa a vdrias espécies de anfipodes estudadas.

A toxidade da fragdo solivel de petréleo em Agua (FSA) depende do tipo de 6leo o qual ela foi
obtida (Tsvetnenko & Evans 2002). O petrdleo leve, com maior quantidade de hidrocarbonetos
aromdticos, tende a ser muito mais toxico que petréleo pesado (Ottway 1971) uma vez que estes
hidrocarbonetos apresentam de baixo peso molecular e sdo relativamente soliveis em dgua (Anderson
et al. 1974), porém sdo muito volateis. O 6leo utilizado para realizacdo dos testes de ecotoxidade da
FSA apresenta densidade em torno de 0,92 sendo classificado como 6leo pesado (ITOPF 2005), ou

seja, apresenta uma toxicidade potencial teoricamente menor. Tal caracteristica provavelmente
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explique a CL50 média de FSA para C. filosa de 148,50 que foi elevada quando comparada com a
CL50 de outros crustdceos como Mysidopsis almyra Bowman 1964 (CL50-48h: 37,5 ppm), Misidium
gracile Dana 1852 (CL50-96h: 9,16 ppm) (Reynier 1996). A variagdo observada entre os valores de
CL50 de FSA entre os teses podem ocorre em funcdo de pequenas variagdes relacionadas com a
preparacao da FSA, a diluicdo, por exemplo, nem sempre é considerada o melhor caminho para se
obter as diferentes concentracdes de FSA para uso em experimentos de ecotoxicologia (Hokstd et al.
1999; Singer et al. 2000; Tsvetnenko & Evans 2002) ou em funcdo do nimero pequeno de réplicas do
experimento.

Os resultados deste estudo indicam em principio que C. filosa tem um potencial como
organismo-teste para estudos de ecotoxicologia e assim ser usado para atestar a qualidade da dgua em
ambientes marinhos expostos a fontes de poluicdo ambiental, uma vez que no Brasil a ecotoxicologia
marinha € relativamente recente de forma que sdo poucas as espécies nativas que apresentam ensaios
ecotoxicologicos padronizados e protocolados (Thara et al. 2010). Por outro lado, estudos adicionais
avaliando os efeitos letais e subletais, cronicos de diferentes xenobidticos tanto em niveis
populacionais, bioquimicos, celulares e fisiolégicos podem fornecer dados mais detalhados acerca da
sensibilidade de uma espécie bem como da qualidade ambiental (Pereira et al. 2007), os quais sdo

necessarios para validar o seu uso como bioindicador.
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Consideracoes finais

Os resultados obtidos indicam que tanto a alga parda Sargassum furcatum e os anfipodes
ampitoideos encontrados nos costdes rochosos do Canal de Sdo Sebastido apresentam concentragdes
mensurdveis de hidrocarbonetos alifaticos (HA) e policiclicos aromdticos (HPA) de origem
petrogénica. As algas podem refletir as concentragdes destes compostos que estdo disponiveis por um
curto periodo de tempo, uma vez que os hidrocarbonetos sdo hidrofébicas, se adsorvendo rapidamente
a matéria organica. Os ampitoideos, por sua vez, podem acumular estas substancias por diferentes vias,
pelo contato direto ou pelo consumo da alga contaminada, contudo estudos mais detalhados sdo
necessarios para entender qual € o tempo de depuragdo destes hidrocarbonetos tanto na alga como nos
anfipodes e qual € a principal via de assimilacdo dos hidrocarbonetos pelos anfipodes e quais sdo os
efeitos sobre o crescimento e desenvolvimento nos animais e nas algas e assim poder usd-los em
programas de biomonitoramento da polui¢do por petréleo. Contudo o fato dos anfipodes ter niveis mais
altos que as algas sugerem transferéncia por via tréfica.

A identificag¢do de seis espécies de ampitoideos: Ampithoe ramondi, A. divisura, A. marcurzzi,
Ampithoe sp., Cymadusa filosa e Sunampithoe pelagica das quais duas s@o consideradas novas
ocorréncias (A. divisura e A. marcuzzi) e um espécie nova (Ampithoe sp.), indica o potencial dos
costoes rochosos do Canal de Sdo Sebastido de abrigar uma diversidade grande de anfipodes ja que a
regido € pouco estudada em relacdo a fauna de anfipodes associada a algas. Porem esta diversidade esta
ameacada pela poluicdo, devido a expansdo das atividades portudrias e petrolifera e o crescimento
desordenado do municipio de Sdo Sebastido, adicionalmente trabalhos realizados no Canal ja informam
sobre niveis moderados de poluicdo e neste trabalho foi observado bioacumulacdo nas algas e nos

anfipodes.
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Nao foi observado um padrio tinico em termos de variagdo temporal e espacial das espécies de
ampitoideos, isto ja foi observado em outros estudos e pode ser resultado da interacdo de diversos
fatores como a histéria de vida de cada espécie, caracteristicas estruturais da alga hospedeira,
interacOes entraespecificas e interespecificas e adicionalmente relacionadas com a polui¢do por
derivados de petréleo da regido que pode ocasionar uma reducdo nas densidades destas espécies, como
sugerido por alguns estudos.

Cymadusa filosa foi a espécie de ampitoideo mais frequente nos costdes rochosos onde sua
populacdo foi dominada por jovens e demonstrou desvio da razdo sexual a favor das fémeas, tal fato
pode ser explicado pela predacdo diferencial dos machos o qual apresenta comportamento migratorio,
devido a reproducdo ou por meio de uma maior suscetibilidade deste género a presenca de
hidrocarbonetos na alga. As fémeas produziram uma grande quantidade de ovos e observou-se uma
relacdo positiva entre o tamanho e o nimero de ovos produzidos da mesma forma que ocorre com
outras espécies de anfipodes, contudo comparando com outras populacdes de C. filosa de diferentes
locais observa-se que a fecundidade da populacdo do Canal de Sao Sebastido € levemente menor, o que
também pode estd relacionado com os teores de hidrocarbonetos presentes na alga uma vez que tais
compostos podem induzir a ma formacdo de ovos como ja foi constatado em estudos pretéritos.

O curto periodo de incubacdo, o cuidado parental e o riapido desenvolvimento sexual
caracterizaram o comportamento reprodutivo de C. filosa. Estas caracteristicas somadas aos dados de
campo sobre elevada fecundidade, representatividade numérica, sensibilidade expresiva a cobre e
naftaleno torna esta espécie uma candidata a uso como organismo- teste para experimentos de

ecotoxicidade marinha.
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Anexo 1: Espécies de anfipodes ampitoideos encontrados nos costdes rochosos do Canal de Sdo Sebastido: A -

Ampithoe divisura; B - Ampithoe marcuzzi; C - Ampithoe ramondi; D - Ampithoe sp.; E - Cymadusa filosa; F -

Sunampithoe pelagica. (Escala= 1mm)
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