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RESUMO

A partir do século XVIII, atividades humanas tais como as emissdes de gases de
efeito estufa tém se tornado um componente adicional que afeta o sistema
climatico. De acordo com o IPCC (Painel Intergovernamental de Mudancgas
Climaticas), a concentragdo atmosférica desses gases vai continuar a subir.
Assim, é esperado um aumento da temperatura média entre 1,4 a 5,8°C até ao
final do século 21. O aumento das concentragdes de gases de efeito estufa,
também podem causar um decréscimo no pH das aguas da superficie oceanica
de até 0,4 unidades em 2100. Essa alteragao de pH, influencia na formacgao de
recifes de corais, animais e algas calcificantes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a variacdo temporal na composigdo e abundancia das familias de
Copepoda Harpacticoida em ambiente natural e em condi¢cao experimental de
diminui¢cado de pH e aumento de temperatura da agua do mar, com as hipéteses
de que o0 aumento da acidez e temperatura da agua do mar modifica a estrutura
da associagdo e reduz significativamente a riqueza e equitabilidade de
Harpacticoida. Trinta e duas algas (Halimeda sp.) coletadas na Praia de
Serrambi — PE foram mantidas em condi¢gbes laboratoriais de controle e de
Cenario de mudanca climatica, no ultimo sendo alterados o pH e temperatura da
agua de acordo com previsdes para 2100, utilizando aquarios preparados para
injecdo de CO:2 e controle de temperatura. O experimento de laboratério teve
duracgédo de 30 dias, sendo realizadas coletas de algas na mesma praia ao inicio
de final do experimento. As algas foram processadas para retirada e identificacéo
dos Copepoda Harpacticoida assim como para analises de clorofila. Foram
registradas 17 familias de Copepoda Harpacticoida. A familia Ameiridae foi
identificada ao nivel especifico, sendo encontradas 18 espécies. Os resultados
das analises das algas indicaram um efeito significativo do cenario de mudanca
climatica sobre a proporcao de clorofilas e aumento da calcificacdo de Halimeda
sp.. Resultados estatisticos mostraram diferengas significativas na estrutura da
comunidade de Copepoda Harpacticoida entre a situagao controle e o cenario
previsto para 2100. A associacdo de espécies de Ameiridae nao apresentou
alteracao sob condigdes de mudancga climatica, um maior tempo de exposi¢cao

dos animais a condigdes de acidificagao, poderia mostrar resultado significativo



para as espécies estudadas, aproximando a familia Ameiridae ao resultado

obtido para os Harpacticoida.

Palavras-chaves: Acidificacdo, meiofauna, Copepoda



ABSTRACT

From the eighteenth century, human activities such as emissions of greenhouse
gases have become an additional component that affects the climate system.
According to the IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), the
atmospheric concentration of these gases will continue to rise. Thus, it is
expected to increase the average temperature of 1.4 to 5.8 ° C by the end of the
21st century. The increase in greenhouse gas concentrations, can also cause a
decrease in the pH of ocean surface waters of up to 0.4 units in 2100. This change
of pH, influence the formation of coral reefs, animals and calcifying algae. The
objective of this study was to evaluate the temporal variation in the composition
and abundance of the families of Copepoda Harpacticoida natural environment
and experimental condition of decreased pH and increased temperature of sea
water, with the hypothesis that the increase in acidity and temperature seawater
modifies the structure of the pool and significantly reduces the richness and
evenness of Harpacticoida. Thirty-two algae (Halimeda sp.) Collected in Serrambi
Beach - PE were kept in laboratory conditions control and climate change
scenario, the latter being altered pH and temperature according to forecasts
water to 2100, using prepared aquariums for injection of CO2 and temperature
control. The laboratory experiment lasted 30 days, algae collections being held
on the same beach at the beginning of the end of the experiment. The algae were
removed and processed for identification of Copepoda Harpacticoida as well as
of chlorophyll analysis. 17 families of Copepoda Harpacticoida were recorded.
The Ameiridae family was identified to species level, and found 18 species. The
results of the analysis of algae showed a significant effect of climate change
scenario on the proportion of chlorophylls and increased calcification of Halimeda
sp .. Statistical results showed significant differences in Copepoda Harpacticoida
community structure between the control situation and the scenario for 2100. the
combination of species Ameiridae showed no change under conditions of climate
change, a longer exposure of animals acidification conditions, could show
significant results for the species studied, approaching Ameiridae family to the
result for Harpacticoida.

Keywords : Acidification, meiofauna, Copepod
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INTRODUCAO

O sistema climatico da Terra apresenta naturalmente uma variedade de
escalas temporais, incluindo ciclos sazonais ou alteragbes em escala
multimilenar como as transi¢des do periodo glacial para o interglacial. Entretanto,
ao longo dos ultimos séculos, as atividades humanas se tornaram um
componente adicional para o sistema climatico terrestre (Harley et al. 2006, Feely
et al. 2004).

As acgbes climaticas de origem antropogénica sdo mediadas principalmente
pela emisséo de gases do efeito estufa (principalmente o COz2) para a atmosfera.
Esses gases aprisionam parte da energia/calor que re-irradiaria para o espago

ajudando a aquecer o planeta (Harley et al. 2006, Feely et al. 2004).

Desde o inicio da revolugéao industrial a liberagao de didxido de carbono (CO32),
principalmente devido a queima de combustiveis fosseis, resultou em um
aumento da concentracdo de CO2 atmosférico de aproximadamente 280 para
380 ppm (Feely et al. 2004). Atualmente, estima-se que essa elevagdo nas
emissdes de CO2 tenha causado um aumento de 0,74 [entre 0,56 e 0,92]°C na
temperatura global (IPCC 2007) e uma diminuicdo do pH da agua superficial

oceanica de 0,1 unidades durante o século passado (Caldeira e Wickett 2003).

Esta diminuicdo vai acarretar um processo de acidificagdo do oceano que
consiste de reagdes quimicas que irdo reduzir o pH da agua do mar a partir da
liberacdo de ions carbonato, afetando também o estado de saturacdo de
minerais biologicamente importantes como calcita e aragonita (Caldeira e
Wickett 2003, Feely 2009). De acordo com o “Intergovernmental Panel on
Climate Change” (IPCC) as concentragdes desses gases continuardo
aumentando e deverao alcancar cerca de 490-1260 ppm no ano de 2100. O
aumento continuo dessas concentracbes também podera causar mudancgas
drasticas na bioquimica dos oceanos. Estima-se uma diminui¢do no pH da agua
superficial oceanica de até 0,4 unidades em 2100 (Caldeira e Wickett 2003, Feely
et al. 2004) e de cerca de 0,7 unidades em 2250 (Caldeira e Wickett 2003).
Dependendo do cenario de emissao utilizado nesses modelos podera haver uma
reducao de até 1,4 unidades nos préximos 300 anos (Caldeira e Wickett 2005).
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Como o CO2 é um gas de efeito estufa, mudancas no CO2 atmosférico
também induzem o aquecimento global. Mudangas na temperatura média anual
observada forneceram dados suficientes para construir modelos de previsdo
robustos mostrando um aumento mais ou menos drastico de temperatura (IPCC
2014). E previsto um aumento na temperatura média global de 1,4-5,8°C até o
final do século 21, podendo atingir de 2-6,4°C dependendo do cenario de
emisséo utilizado (IPCC 2007).

E amplamente aceito que as previsdes de reducdo no pH oceanico e de
aquecimento global terdo efeitos negativos sobre os organismos bentdnicos,
principalmente devido as alteragdes fisioldgicas e/ou metabdlicas que podem
desencadear mudangas no crescimento e sobrevivéncia (Byrne et al. 2010,
Findlay et al. 2010, Anthony et al. 2011, Dissanayake e Ishimatsu 2011, Wood et
al. 2011). Entretanto, as respostas as mudangas climaticas globais variam
bastante entre os grupos taxondémicos, inclusive ao nivel de filo: enquanto os
equinodermos, moluscos e cnidarios demonstram grande vulnerabilidade, os
artrépodes e anelideos parecem ser menos vulneraveis (Orr et al. 2005, Bibby
et al. 2007, Widdicombe e Spicer 2008, Hale et al. 2011).

Apesar do crescente numero de trabalhos sobre os impactos das mudancgas
climaticas, a maioria é conduzida ao nivel de organismos (e.g. Bibby et al. 2007,
Byrne et al. 2010, Findlay et al. 2010, Dissanayake e Ishimatsu 2011, Hart e
Gotelli 2011, Haye et al. 2011, Wood et al. 2011).

Embora os experimentos que investigam as respostas das espécies as
alteracbes de pH e temperatura em comunidades bentdnicas intactas ou em
comunidades multi-especificas sejam escassos (Kurihara et al. 2007,
Widdicombe et al. 2009, Hale et al. 2011) acredita-se que a tolerancia ou
sensibilidade espécie-especificas somada as interagdes bioldgicas devem
representar um papel chave na resposta das comunidades benténicas marinhas
as mudangas climaticas (Widdicombe e Spicer 2008, Widdicombe et al. 2009,
Hale et al. 2011).

Neste contexto, ainda se sabe muito pouco sobre como as mudangas
climaticas podem afetar os individuos e provocar mudancas em niveis de

organizagéao superiores como populagdes, comunidades e ecossistemas.
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Ambientes recifais sao regides rochosas ou coralineas, que constituem cerca
de um sexto da linha costeira mundial e suportam centenas de milhares de
espécies animais e vegetais, estando entre os ecossistemas marinhos de maior
diversidade e significado econdmico para nagdes costeiras tropicais (Sale 1991;
Birkeland 1997; Roberts et al. 2002; Venn 2011). Eles s&o usados como zona de
reproducao, bergario, abrigo e alimentagao por diversos organismos, e fornecem
uma variedade de bens e servigos como protecédo do litoral contra a acédo das

ondas, uso recreativo, turistico e econémico (Moberg e Folke, 1999).

Apesar da grande importancia ecoldgica e econdmica, os recifes de coral de
areas rasas estdo sujeitos a diversos tipos de impactos locais como a
sobrepesca, aporte de nutrientes, polui¢cdo relacionada a agricultura e industria,
turismo e obras de engenharia (Ledo e Kikuchi 2005, Davenport e Davenport
2006, Defeo et al. 2009). Somado a estas ameacas, é crescente 0 numero de
estudos que vém demonstrando a susceptibilidade destas comunidades as
mudangas climaticas globais (Harley et al. 2006, Byrne et al. 2010, Ainsworth et
al. 2011, Anthony et al. 2011, Hale et al. 2011).

O processo de acidificacdo, altera a concentragdo e capacidade de
associacdo de ions minerais. Dentre esses ions, os formadores do CaCOea:
calcita (Qca) e aragonita (Qar) sao afetados (Caldeira e Wickett 2003, Feely
2009). A liberagao de CO2 advinda de ag¢des antropogénicas podem alterar a
concentracéo ibnica em cerca de 60% das aguas superficiais do oceano (Feely
et al., 2004, Jokiel et al. 2008). Isto induz um aumento de carbono inorganico
dissolvido e uma queda no pH e estado de saturagao de carbonato (Feely et al.,
2004).

A superficie dos recifes € normalmente recoberta por espessos tapetes de
algas (Maida e Ferreira, 2004). Este ambiente, denominado fital (do grego
phyton, planta), é definido como um habitat marinho dominado por macrdfitas
(ou planta-substrato) permitindo a existéncia de uma diversidade enorme de
animais e epifitas associadas (Masunari, 1987). A comunidade de meiofauna é
um dos componentes do ambiente fital, e se utiliza da grande diversidade de
recursos desse habitat, usufruindo-o como superficie para viver e/ou se

alimentar ou ainda como refugio contra predadores (Giere, 2009).
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Em meio ao ambiente fital da Praia de Serrambi, as Halimeda se apresentam
como uma das algas mais abundantes. Estudos como o de Price (2011),
mostram que a alga Halimeda exibe respostas negativas a acidificagao, tendo
uma redugao na capacidade fotossintética apds duas semanas de exposicao a
pH reduzido, e em algumas espécies mudando a forma de concentragado de
CaCOg3 para manter sua integridade estrutural. O exosqueleto da Halimeda sp.
atua como uma barreira estrutural na ecologia da alga, tornando-a menos
sensivel a quebra na estrutura molecular (Ries 2009). Esse mesmo
exoesqueleto calcario ainda funciona como protegéo contra pastagem tornando
a alga menos exposta a predacgao (Littler 1986). Esse exoesqueleto é encontrado
de forma mais densamente calcificado em Halimeda de maiores profundidades,
normalmente com segmentos menores e com adaptagdes morfologicas as

condigdes ambientais (Johns e Moore 1988; Kooistra e Verbruggen 2005).

Dentre os grupos da meiofauna, Harpacticoida (juntamente com Nematoda) é
um dos taxons mais abundantes no ambiente fital (Coull et al. 1983, Hall e Bell
1993, Giere, 2009) e apresenta altos valores de diversidade (Hicks 1977). Os
Harpacticoida desempenham um papel importante na transferéncia de energia
no sistema bentdnico, servindo como um elo tréfico entre os produtores,
principalmente diatomaceas, e consumidores secundarios do macrobentos ou
peixes (Coull, 1988). Harpacticoida é uma das nove Ordens da Subclasse
Copepoda, sendo constituida por pequenos animais que variam de 0,2 a 2,5 mm
de comprimento (Boxshall e Halsey 2004). Segundo Wells (2007) até outubro de
2006 foram registradas aproximadamente 4.300 espécies de Harpacticoida em
589 géneros e 56 familias. Sendo esses animais relatados como ameagados
diretamente pelos efeitos da mudanga climatica (Danovaro et al. 2007, Giere
2009, Sarmento et al. 2015).

Apesar do grande esforgo da comunidade cientifica internacional para
compreender os potenciais efeitos das mudangas climaticas globais sobre os
organismos e ecossistemas marinhos, estudos ao nivel de comunidades
bentdnicas ainda sao incipientes (Kurihara et al. 2007, Widdicombe et al. 2009,

Hale et al. 2011). O presente trabalho tem como objetivo avaliar a variagéo
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temporal na composi¢cao e abundancia das familias de Copepoda Harpacticoida
em ambiente natural e em condi¢cdo experimental de elevacao de pH e de
temperatura da agua do mar, além disso foi avaliado esse efeito sobre as algas
substrato (Halimeda sp.), com as hipoteses de que o aumento da acidez e
temperatura da agua do mar modifica a estrutura da associagdo reduzindo

significativamente a riqueza, e equitabilidade de Harpacticoida.
MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

A coleta foi realizada na praia de Serrambi (8°33’36,36’S e
35°00°20,8270), localizada no municipio de Ipojuca, Pernambuco. A area de
estudo (figura 1) é constituida por recifes de formagao arenitica com cobertura
organica do tipo franja ou margem com uma area total de aproximadamente 4,5
km ao longo da praia, e esta situada a cerca de 57 km da cidade de Recife
(Pereira e Accioly, 1989; Guerra e Manso, 2003). A regido se destaca por uma
alta diversidade faunistica, com atividade de pesca artesanal, pratica de pesca
submarina e esportes nauticos sendo protegida pela Lei Federal 7.661/88
(institui o Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro - PNGC), pelo Decreto
Federal de 23/10/1997 (cria a APA Costa dos Corais) e pelo Decreto Estadual
21.135/98 (aprova o Zoneamento Ecoldgico-Econémico e cria o Conselho
Gestor da APA de Guadalupe) (CPRH, 1999).
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Figura 1: Localizagdo da &rea de coleta, localizada na Praia de Serrambi, Ipojuca-PE, Brasil.
Seta inserida no mapa detalhado indica o ponto de coleta das amostras.

Coleta

O experimento consistiu em duas coletas em campo, com experimento de
laboratério com duragdo de um més, realizado entre os dias 29 de setembro de
2014 e 28 de outubro de 2014.

A primeira coleta foi realizada no dia 29 de setembro de 2014 (sob maré
0,5 m), onde foram coletadas algas (Halimeda sp.) sob a condigdo de apneia.
Para padronizar o tamanho das algas levadas ao laboratdrio, foi utilizado um
corer de 10 cm de diametro, e espatula, para facilitar a desafixar a alga. Desta
forma foram coletadas 34 algas, quatro réplicas, que representaram o dia 0 de
experimento em situagdo de Campo, e mais 32, que foram levadas aos

tratamentos de Controle e Cenario de Mudanga Climatica (CMC).

Ao final do experimento de laboratério, dia 28 de outubro de 2014 (maré 0,5 m).

Foram coletadas quatro réplicas de algas do ambiente natural, utilizando a
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mesma metodologia de coleta. Com o objetivo de retratar as diferengas do

ambiente entre o dia 0 e o periodo apds um més.

Laboratorio

Apos a chegada das amostras ao laboratoério, as algas que caracterizam
o dia 0 foram fixadas em formalina 4%. As demais algas, foram distribuidas
aleatoriamente entre os tratamentos Controle e CMC, sendo 16 para cada um
dos tratamentos seguindo a metodologia de Sarmento et al. 2015 com algumas

alteracgdes.

Para alcancar as condi¢des de temperatura e pH necessarias, foi montada
no laboratério de dindamica de populagdes de invertebrados marinhos benténicos
na UFPE uma estrutura simulando um ambiente de mudanca climatica prevista
para o ano de 2100, aumento de 2,5°C e diminuicdo de 0,3 unidades de pH
(IPCC, 2007). Essa estrutura foi formada por quatro aquarios grandes com
capacidade de 50 litros (Figura 2), e cerca de vinte litros de agua doce,
equipados com termostatos com aquecedor (RESUN; SUNLIKE — 100W) e
circuladores de agua (BOYU; SP-601E), com a intencdo de manter a
temperatura homogénea em todo o aquario. Cada um dos grandes aquarios
recebeu 8 aquarios menores com capacidade de 3 litros, com agua salgada,
coletada na praia de Serrambi, onde foram colocadas as algas para o
experimento de laboratorio. Os aquarios no tratamento controle, receberam
aeracao de Oz continua. Enquanto os aquarios no tratamento cenario receberam
aeracao continua de Oz e injecao controlada de COz2 individualmente. Todos os
aquarios eram iluminados com lampadas especiais de simulacdo da luz solar
(lampadas BOYU; 20W; Red e Blue Sunlight), ligadas a um temporizador, a fim
de criar um fotoperiodo de 15:9h claro - escuro. A injecdo de gases na agua de
cada aquario do tratamento de CMC foi feita com a ajuda de cilindros de CO:

com regulagem fina do tipo (T3) e bombas de oxigénio (BOYU; ACQ — 001).
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Figura 2: Montagem do sistema em laboratério, com aquario maior (contendo agua doce
aguecida), aquecedor e aquarios menores contendo agua salgada

Os tratamentos estabelecidos foram: Controle, no qual foram mantidas as
condi¢cbes de pH e temperatura observadas no ambiente natural na Praia de
Serrambi; Cenario de Mudanga Climatica (CMC), no qual foi utilizado aumento
de 2,5°C na temperatura e reduc¢ao do pH em 0,3 unidades. Este cenario € um
intermediario entre os previstos para o ano de 2100 considerando um aumento

continuo nas emissdes de gases do efeito estufa (IPCC, 2007; IPCC, 2014).

Durante o periodo de experimento o pH e temperatura foram medidos
diariamente com a ajuda de um pHmetro (HANNA; HI 991003). O oxigénio
dissolvido (INSTRUTHERM; MO-910) e a salinidade foram medidos
semanalmente, a fim de verificar problemas causados pela evaporagao da agua

dos aquarios e quantidade de oxigénio injetada no sistema.

Semanalmente quatro aquarios pequenos eram retirados de cada
tratamento, para o acompanhamento dos efeitos da mudancga climatica durante
o tempo. As algas retiradas desses aquarios, foram submetidas as metodologias

a seqguir.

Algas: clorofila, biomassa e taxa de calcificacdo
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As concentracgdes de clorofila a e B foram quantificadas seguindo
metodologia de Santos et al. (2004), afim de detectar variagbes no sistema
fotossintético geradas pelo estresse a qual as algas foram submetidas durante o
experimento em laboratorio. As réplicas retiradas do experimento de laboratoério
tiveram articulos com cerca de 100 mg retirados, secos em papel absorvente e
macerados com adicdo de 5 ml de acetona 80%. Apds a maceragdo o material
foi colocado em frascos ambar, resfriados e sem exposi¢cao a luz, durante 12
horas. Apds extracdo em acetona, o material foi filtrado em papel filtro qualitativo
(Celab) apenas sob luz verde a fim de ndo degradar a clorofila e analisado em
espectrofotdometro, em comprimentos de onda de 645 e 663 nm, utilizando como
branco, acetona 80%. A quantidade de clorofila a e 3, foi calculada subtraindo os
comprimentos de onda corrigidos, sendo esses valores somados posteriormente

para calcular a clorofila total.

Ap0s a retirada do material necessario para quantificacao de clorofila, as
algas foram fixadas em formalina 4% e posteriormente lavadas com agua filtrada
sobre peneiras de 500 ym e 0,45 ym com a intencado de separar a meiofauna,
que foi estudada neste trabalho. Em seguida, as algas foram levadas a estufa a
80°C onde permaneceram por 24 horas. Apds esse periodo as algas foram
pesadas em balanga analitica de precisao para obtencado da biomassa em peso

SecCo.

No dia 30 de Abril de 2015, novas algas foram coletadas em ambiente
natural utilizando a mesma técnica do experimento anterior, entdo outro teste foi
realizado utilizando apenas algas para medir sua taxa de calcificacdo a partir da
alcalinidade total, seguindo a metodologia descrita por Smith e Key (1975). A
retirada dos animais das algas foi realizada utilizando uma solugéo de 73,2 g/L
de cloreto de magnésio dissolvidos em agua salina (Hulings e Gray 1971), para
anestesia da fauna, sendo as algas expostas a solugdo por 15 minutos,
passando posteriormente por 2 lavagens em agua salgada para a retirada dos

animais retidos e de vestigios da solugéao.

No total 10 algas foram submetidas a condigbes experimentais
semelhantes as do experimento anterior (5 controles e 5 CMC) durante 1

semana, sendo posteriormente incubadas por 3 horas em recipiente de plastico
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acrilico transparente. Apds a incubacgao foram retirados 250 ml do recipiente de
incubacéo, que foram fixados com 100 ul de cloreto de mercurio supersaturado,
e posteriormente realizados testes para quantificar a alcalinidade total no
laboratério de Oceanografia Quimica (Departamento de Oceanografia, UFPE).
Ao inicio da incubagdo uma amostra de 250 ml de agua foi coletada para

representar a alcalinidade inicial.

A alcalinidade total (G) deste experimento foi determinada por titulagédo
potenciométrica do HCI (0,1 N) conforme descrito em Dickson et al. (2007) com
precisdo de 5,1 pymol Kg' e 0,25% usando o titulador automatico Apollotion
SciTech. A titulagao foi calculada a partir da quantidade de HCI necessaria para
retirada de todos os ions base da agua, com no minimo 2 repetigcdes para obter

melhor precisdo de medida.

Foi utilizada a formula de Riebesell (2010) descrita abaixo:

G= (0,5*AAT*(Vchamber-Valga)*seawater density)/(AT*Dry weight*1000)
G: Alcalinidade total

AAT: Alcalinidade final — alcalinidade total inicial (umol)

Seawater density: Densidade da agua do mar (1.03)

Dry Weight: Peso seco (mg)

Vchamber: Volume do recipiente de incubagao (ml)
Valga: Volume da alga (ml)

AT: Tempo de incubagéo (3 horas)

Apbs obtencao dos resultados de calcificagao, as taxas de calcificagao do
Cenario de mudanga climatica, foram comparadas a uma média populacional

igual a 0, afim de observar se essas diferengas seriam significativas.
Analise material biologico

Foi realizada uma contagem de Copepoda Harpacticoida com a ajuda de
estereomicroscopio, para verificar a abundéancia total dos Copepoda em
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ambiente natural e nos tratamentos. Apdés a contagem, 30 individuos de
Harpacticoida foram retirados de cada réplica de ambos os tratamentos para
identificacdo ao nivel de familia, sendo os individuos da familia Ameiridae
identificados ao menor nivel taxondémico possivel. A identificacdo das familias
dos Harpacticoida e espécies de Ameiridae foi baseada na chave de Wells (2007)

e bibliografias especializadas.
Analise dos dados

Para as analises estatisticas foram utilizados os seguintes testes:
PERMANOVA para avaliar o efeito dos diferentes tratamentos (controle e CMC)
ou a variagado ao longo das diferentes semanas (ambiente natural e controle)
sobre as comunidades de Copepoda Harpacticoida. Para esta analise foi
utilizado o indice de Bray-Curtis para avaliar a similaridade entre réplicas. O MDS
representou graficamente a similaridade entre réplicas. ANOVA 2-fatores foi
utilizada para avaliar as diferengas entre os niveis dos fatores sobre a densidade,
riqueza e diversidade das familias de Copepoda Harpacticoida. O teste de
Similaridade (SIMPER) foi realizado para identificar a porcentagem de
participagédo de cada grupo no resultado da similaridade de cada tratamento. As
analises multivariadas seguem as recomendacdes de Anderson (2001), McArdle
e Anderson (2001) e Clarke e Warwick (1994), enquanto que as analises
paramétricas univariadas seguem as sugestdes de Zar (1996). Foi adotado o

nivel de significancia de 5% para todas as analises.
Resultados
Sistema experimental

O sistema manteve-se estavel durante todo o experimento, com médias
de temperatura e pH acompanhando a situagdo determinada (Controle —
27,55°C e 7,98; CMC - 30,25°C e 7,67) com baixa variagao (tabela 1).
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Tabela 1: Média (+ desvio padrdo) dos valores de temperatura, pH, salinidade e oxigénio
dissolvido para os diferentes tratamentos no final do experimento.

R Salinidade oD
T°C pH A A :
(Refratémetro) (Oxigénio dissolvido)
Controle 27,55(0,33) 7,98 (0,07) 35,41(2,73) 7,08 (0,41)
CMC 30,25(0,42) 7,67 (0,09) 35,83(2,18) 6,46 (0,34)
Halimeda sp.

O resultado da ANOVA (tabela 2) indicou diferengas significativas na

proporcao de clorofila a, que diminui com a exposi¢ao ao cenario de mudancga

climatica.

Tabela 2: Resultado das Analises de variancia para as clorofilas a e B contidas na Halimeda sp.,

(Clordfila a, clorofila B e a + B) e suarazdo (a/ (a + B)). (trat. = Tratamento).

clorofila a MS F o] clorofila B df MS F p
Trat 1 0,000034 0,13 0,725956| (Trat 1 0,000097 1,07 0,330223
erro 8 0,000254 erro 8 0,000091
clorofilaa + B df MS F p| | razdo o/ (a+B) df MS F p
Trat 1 0,000043 0,60 0,462585| [Trat 1 0,001193 6,97 0,029686
erro 8 0,000071 erro 8 0,000171

A taxa de calcificagdo das algas em ambos os tratamentos apods a

incubacao é mostrada na figura abaixo (figura 3).

Taxa de calcificacdo (mmol/mg.h)

B Controle mCMC

Figura 3: Resultado da taxa de calcificagdo para os tratamentos, Controle (azul) e Cenario de
Mudanca Climatica (vermelho). As barras representam o intervalo de confianga de +95%.
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A taxa de calcificagao foi positiva para as algas em condi¢cédo controle e
negativa para as algas em condicdo de CMC. Apesar da pequena variagao
absoluta da calcificagdo entre os tratamentos, o teste t para a comparagao da

calcificacao entre o controle e o CMC foi significativo (t=7,1476; p < 0,0001).

O resultado do teste t para comparar a taxa de calcificagdo no CMC a uma
média populacional tedrica igual a 0 (zero), mostrou que o valor negativo de

calcificag&o era significativo (t= -6,2027; p = 0,0017 unilateral) (tabela 3).

Tabela 3: Resultados dos testes t, para comparagéo da taxa de calcificagdo do CMC a uma
média populacional tedrica de 0.

t P
Controle x CMC 7,1476 <0,0001 Bilateral
Controle x 0 -6,2027 0,0017 Unilateral

Familias de Copepoda Harpacticoida

Os individuos das familias mais representativas de Copepoda

Harpacticoida s&o mostrados no grafico abaixo (figura 4).

A variacdo na estrutura da comunidade de Copepoda Harpacticoida
quanto aos fatores tratamento e tempo pode ser observada na representacao
MDS (figura 5).
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Figura 4: Frequéncia relativa em porcentagem das familias de Copepoda Harpacticoida
presentes no Controle e no CMC.

2D Stress: 0,18 || Tratamento
mC
4 £
1 [ |
2
2 5 u
2 3
vl 1 ag ; -
; : &
| * 2 2 [ |
3 m
[ ] [ ] 4
1 3 4 3 [ |
|
u 2
4 [ |
4
[ |

Figura 5: Ordenacdo MDS da estrutura da comunidade de Copepoda Harpacticoida, onde os

quadrados representam o Controle (C) e os triangulos representam o Cenario (S), e 0s nimeros
representam as semanas dos tratamentos.

O resultado da analise multivariada PERMANOVA, para avaliar

estatisticamente a variagdo da comunidade de Copepoda Harpacticoida,
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mostrou diferengas significativas entre os tratamentos (Controle e CMC) e entre
os tempos de exposi¢cao (Semana 1, 2, 3, 4), porém nao houve interagéo entre

os tratamentos e o tempo (tabela 4).

Tabela 4: Analise multifatorial PERMANOVA para a estrutura da comunidade de Copepoda
Harpacticoida sobre o fator Tratamento (Tr) e Semana (Se).

Source df SS MS Pseudo-F P(perm)
Tr 1 2859,9 2859,9 2,2488 0,0364
Se 3 7789 2596,3 2,0416 0,0093

TrxSe 3 4246,9 1415,6 1,1132 0,334

O teste t, a posteriori da ANOVA, demonstrou diferenga entre as semanas

1x3, 1x4 e 2x4 demonstrado na tabela abaixo (tabela 5).

Tabela 5: Resultados da andlise para a estrutura da comunidade de Copepoda Harpacticoida
sobre o fator Semana, em ambos os tratamentos.

Groups t P(perm) Unique perms
1,2 0,83156 0,6746 9940
1,3 1,5954 0,0419 9930
1,4 1,888 0,004 9939
2,3 1,517 0,0475 9933
2,4 1,6494 0,0209 9939
3,4 0,72966 0,7933 9940

Os resultados do SIMPER para comparagdo dos tratamentos sao

apresentados na tabela 6.
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Tabela 6: Resultados da andlise multifatorial SIMPER para a estrutura da comunidade de
Copepoda Harpacticoida sobre o fator Tratamento.

Controle Controle x Cenario

Average similarity: 42,76 Cum.% Average dissimilarity = 50,80 Cum.%

Miraciidae 33,25 Ameiridae 22,12

Ameiridae 53,89 Miraciidae 41,02

Ectinosomatidae 74,23 Ectinosomatidae 57,02

Dactylopusiidae 84,59 Dactylopusiidae 71,6

Laophontidae 91,93 Tisbidae 81,12
Laophontidae 87,3

Cenario Pseudotachidiidae 93,12

Average similarity: 61,08 Cum.%

Miraciidae 34,98

Ectinosomatidae 66,2

Dactylopusiidae 80,67

Ameiridae 92,19

O resultado do SIMPER para comparacdo das semanas, Ssao

apresentados nas duas tabelas abaixo (tabela 7 e 8).

Tabela 7: Resultados da andlise multifatorial SIMPER para a estrutura da comunidade de
Copepoda Harpacticoida sobre o fator Semana.

Semanal Semana 3

Average similarity: 54,74 Cum.% Average similarity: 50,26 Cum.%
Miraciidae 32 Miraciidae 39,77
Ectinosomatidae 55,36 Ectinosomatidae 67,89
Dactylopusiidae 77,14 Ameiridae 85,34
Ameiridae 83,73 Dactylopusiidae 93,02
Laophontidae 90,26

Semana 2 Semana 4

Average similarity: 50,29 Cum.% Average similarity: 52,39 Cum.%
Miraciidae 31,96 Miraciidae 33,57
Ectinosomatidae 61,69 Ameiridae 61,12
Dactylopusiidae 77,4 Ectinosomatidae 87,2
Ameiridae 87,16 Dactylopusiidae 92,65
Pseudotachidiidae 95,16
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Tabela 8: Resultados da andlise multifatorial SIMPER para a estrutura da comunidade de
Copepoda Harpacticoida sobre o fator Semana.

Semanalx2 Semana2x3

Average dissimilarity = 46,89 Cum.% Average dissimilarity = 55,68 Cum.%
Dactylopusiidae 26,39 Miraciidae 22,01
Ectinosomatidae 45,86 Ameiridae 44
Miraciidae 62,79 Ectinosomatidae 63,1
Ameiridae 76,37 Tisbidae 74,11
Tisbidae 81,24 Dactylopusiidae 84,87
Laophontidae 86,1 Pseudotachidiidae 91,48
Pseudotachidiidae 90,7

Semanalx3 Semana2x4

Average dissimilarity = 52,60 Cum.% Average dissimilarity = 54,25 Cum.%
Ameiridae 20,63 Ameiridae 31,67
Dactylopusiidae 40,31 Miraciidae 52,88
Miraciidae 57,12 Ectinosomatidae 67,74
Ectinosomatidae 72,7 Tisbidae 77,1
Tisbidae 84,54 Dactylopusiidae 84,6
Pseudotachidiidae 91,07 Pseudotachidiidae 90,2
Semana1lx4 Semana3x4

Average dissimilarity = 53,28 Cum.% Average dissimilarity = 48,03 Cum.%
Ameiridae 29,1 Ameiridae 24,77
Miraciidae 46,95 Miraciidae 46,03
Dactylopusiidae 64,54 Ectinosomatidae 61,32
Ectinosomatidae 77,05 Tisbidae 75,56
Tisbidae 85,62 Dactylopusiidae 84,97
Pseudotachidiidae 91,13 Pseudotachidiidae 91,89

A variacado na estrutura da comunidade de Copepoda Harpacticoida do
controle e do ambiente nas semanas 1 e 4, pode ser observada graficamente no
MDS (figura 6).
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Figura 6: Ordenagdo MDS da estrutura da comunidade de Copepoda Harpacticoida, onde os
quadrados representam o controle e os triangulos representam o ambiente, e os ndmeros
representam as semanas dos tratamentos.

O resultado da analise multivariada PERMANOVA, para avaliar
estatisticamente a variacdo da comunidade de Copepoda Harpacticoida, entre o
tratamento Controle e o Ambiente, mostrou diferencas significativas entre os
tratamentos (Ambiente e Controle), assim como interagcao entre os tratamentos
e os tempos (tabela 9).

Tabela 9: Resultados da andlise multifatorial PERMANOVA para a estrutura da comunidade de

Copepoda Harpacticoida entre o tratamento Controle e 0 Ambiente sobre o fator Tratamento (Tr)
e Semana (Se).

Source df SS MS Pseudo-F P(perm)
Tr 1 2952,1 2952,1 2,6043 0,0113
Se 1 1393 1393 1,2289 0,3068

TrxSe 1 2785,4 2785,4 2,4572 0,0272

O teste t, a posteriori da ANOVA, para o tratamento (Controle) e o
ambiente comparando a primeira e a ultima semana de experimento, nao
demonstrou diferenga entre as semanas, demonstrado na tabela abaixo (tabela
10).
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Tabela 10: Resultados da analise para a estrutura da comunidade de Copepoda Harpacticoida
sobre o fator Semana para o Controle e Ambiente.

Groups t P(perm) Unique perms P(MC)
Controle 1,4 1,4375 0,0847 35 0,1154
Ambiente 1,4 1,1826 0,2037 35 0,2574

Ja para os tempos comparando as semanas, demonstrou diferenca
significativa entre o controle e o ambiente na quarta semana de experimento,
mostrado na tabela 11.

Tabela 11: Resultados da analise para a estrutura da comunidade de Copepoda Harpacticoida
sobre o fator Tratamento para o Controle e Ambiente

Groups t P(perm) Unique perms P(MC)
Semanal CA 0,96305 0,5763 35 0,4635
Semana4d C,A 2,0505 0,0312 35 0,0218

Os resultados do SIMPER para comparacdo dos tratamentos sao

apresentados na tabela 12.

Tabela 12: Resultados da analise multifatorial SIMPER para a estrutura da comunidade de
Copepoda Harpacticoida sobre o fator tratamento.

Controle Controle x Ambiente

Average similarity: 46,66 Cum.% Average dissimilarity = 54,39 Cum.%

Miraciidae 31,77 Miraciidae 23,25

Ectinosomatidae 54,55 Ameiridae 45,59

Ameiridae 73,16 Dactylopusiidae 63,56

Laophontidae 82,79 Ectinosomatidae 74

Dactylopusiidae 90,87 Tisbidae 80,13
Pseudotachidiidae 85,56

Ambiente Laophontidae 90,71

Average similarity: 61,97 Cum.%

Miraciidae 31,6

Dactylopusiidae 57,01

Ectinosomatidae 80,57

Ameiridae 92,3

O resultado do SIMPER para comparagdao das semanas, sao

apresentados na tabela abaixo (tabela 14).
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Tabela 13: Resultados da analise multifatorial SIMPER para a estrutura da comunidade de

Copepoda Harpacticoida sobre o fator Semana.

Semanal

Average similarity: 53,08 Cum.%
Miraciidae 36,83
Ectinosomatidae 61,06
Ameiridae 71,16
Dactylopusiidae 81,22
Laophontidae 88,72
Tisbidae 93,55
Semana 4

Average similarity: 55,55 Cum.%
Miraciidae 26,75
Dactylopusiidae 52,27
Ectinosomatidae 74,53
Ameiridae 93,6

Semanalx4

Average dissimilarity = 50,40
Miraciidae

Ameiridae

Dactylopusiidae
Ectinosomatidae

Tisbidae

Pseudotachidiidae
Laophontidae

Cum.%
24,4
45,06
62,15
74,81
82,13
86,78
90,8

No presente estudo, a alteragcdo do pH e temperatura da agua do mar

levaram a alteragao na estrutura da comunidade de Copepoda da meiofauna

Foram identificadas 18 espécies identificadas para a familia Ameridae,

sendo Ameira sp1, Ameira sp 2 e Ameira sp3 as espécies mais abundantes e

encontradas em todos os dias de coleta (tabela 14).

Tabela 14: Lista das espécies de Ameiridae (Copepoda Harpacticoida) identificadas nas

amostras de CMC, Controle e Ambiente.

Ordem Harpacticoida Sars, 1903

Familia Ameridae Boeck, 1865

Ameira parvula nana
Ameira spl

Ameira sp2

Ameira sp3

Ameira sp4

Ameira spinipes
Ameira tenuicornis
Ameiropsis angulifera
Ameiropsis robinsoni
Leptomesochra hirsuta
Nitocra australis
Nitocra hamata
Nitocra swelli
Pseudameira reducta
Pseudameira perplexa
Psyllocamptus psyllocamptus
Sarsameira knorri
Stenocopia reducta

Dinet 1971

Nicholls 1940

Lang 1948

Lang 1948

Gurney 1927

Wiborg 1964

Soyer 1974

Bodin 1970

Gurney 1927

Klie 1950

Soyer 1974

Lang 1965

Reidenauer & Thistle 1983
Cottarelli, Saporito & Puccetti 1986
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Os resultados da analise multivariada PERMANOVA, para avaliar
estatisticamente a variacdo da estrutura da associacdo das espécies de
Ameiridae, ndo mostrou diferenga significativa entre os tratamentos (Controle e
CMC) ou entre os tempos de exposicdo (Semana 1, 2, 3, 4), assim como

interacdo ente os tratamentos e os tempos (tabela 15).

Tabela 15: Resultados da analise multifatorial PERMANOVA para as espécies de Copepoda
Harpacticoida sobre o fator Tratamento (Tr) e Semana (Se).

Source df SS MS Pseudo-F P(perm)
Tr 1 2424,7 2424,7 1,1263 0,3469
Se 3 9755,9 3252 1,5105 0,1075

TrxSe 3 5289,2 1763,1 0,81893 0,6631

No presente estudo, a associagao de espécies de Ameiridae ndao apresentou
alteragao sob condi¢cdes de mudanca climatica, mostrando ou uma falta de poder
estatistico devido ao baixo numero de animais identificados ou uma possivel
resisténcia as condi¢cdes de estresse que podem ser encontradas no final do

século.
Discussao

Em nossos resultados Halimeda apesentou uma diminui¢do da proporgao
de clorofila a em situacao de estresse sob condicdo de mudanca climatica. Assim
como uma diminuigdo da taxa de calcificagdo nas algas em condi¢cdo de
acidificagdo da agua do mar. Os estudos de efeitos da mudanca climatica sobre
as algas vém crescendo nos ultimos anos, sendo possivel afirmar que alteragdes
de luminosidade e de temperatura, assim como a pressao de CO2 podem causar
alteragdes significativas na producao primaria de algas (Sukran, 1998, Price
2011). Apesar de existir um aumento do numero de estudos sobre o assunto, o
foco da maioria desses estudos ainda s&o os corais formadores de recifes como
(Kamenos, 2013, Gaylord, 2015, Ries, 2015), que recebem maior atengao,
aparentemente devido a maior sensibilidade, quando comparados as algas ou a
comunidade da meiofauna. Outros estudos mostram resultados conflitantes,
onde Ries et al. (2009) em experimento in situ ndo identificou efeito de aumento

de pCOz2 no recrutamento de alga Halimeda, porém no mesmo trabalho foi visto
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uma alteragcdo na calcificagdo das algas, que pode ter sido causada pela

alteracao da pressao de COs..

Embora a relagdo entre a fotossintese e a calcificagdo seja complexa, o
aumento do CO2 na agua do mar pode aumentar a taxa de fotossintese do
organismo e o aumento de temperatura aumenta a capacidade de detecgao para
potenciais efeitos de acidificagcado (Smith et al., 2004, Ries et al 2009). Segundo
a revisdo bibliografica feita por Koch et al. (2013), as algas sob condigbes de
acidificacdo apresentam taxa de calcificagdo diferentes das algas controle,
apresentando sempre taxas de calcificagdo negativas. Nas temperaturas
elevadas previstas para 2100, os efeitos negativos da elevacdo de CO:2 na
calcificacdo foram comprovados em todos os estudos sobre Chlorophytas
(divisao da Halimeda) (Ries et al., 2009, Porzio, 2011, Olischlager et al., 2013).

O metabolismo das algas possivelmente ndo apresenta facilidade de
aclimatacdo ao aumento de temperatura e diminuicdo do pH. Anthony et al.
(2008) observaram diminui¢ao de produtividade das algas, em tratamentos de 8
semanas em condi¢cdes previstas pelo IPCC para 2020 — 2060, onde essa
diminuicdo caracterizou o ambiente como insustentavel para dois tipos de algas

coralineas incrustantes.

Quando comparada com outras algas, Halimeda tem variagdes mais sutis.
Isso pode ser explicado pelos varios caminhos da calcificacédo, a Halimeda é um
depositante de CaCOs em forma de aragonita, precipitando aragonita de forma
intercelular (Borowitzka e Vesk, 1978, 1979).

Wizemann et al. (2014) relataram que o desenvolvimento das
caracteristicas microestruturais, como formacéo interna do exoesqueleto e a
maior concentragdo de carbonato ndo s&o caracteristicas controladas
biologicamente pelas algas. A resposta da alga esta diretamente associada a
quimica da agua do mar. Além disso, a diferenga entre fotossintese e calcificagao
pode explicar as diferengas de resposta com o efeito, Langdon e Atkinson (2005)
mostraram uma interagcdo de concorréncia entre a calcificagao e a fotossintese
utilizando o método de alcalinidade total. Assim, a alta pressao de CO:2 deve
aumentar a taxa de fotossintese e reduzir a disponibilidade de ions disponiveis

para a calcificagdo. Essas mudancas quimicas no oceano, acarretadas pela
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acidificagao, podem tornar as algas do género Halimeda altamente sensiveis aos

niveis de CO2 estimados para 2100.

A alteracdo na estrutura da comunidade de Copepoda encontrada em
nosso trabalho pode ser corroborada por estudos, que mostram a acidificagao
como uma das principais causadoras de impactos para organismos

calcificadores e os dependentes desses.

Em estudo de animais calcificantes em fases larvais Kurihara (2008)
registrou com a diminuic&o do pH a reducéo do crescimento relativo dos animais,
inibicdo ou ma formagéo da concha e em pHs mais acidos foi registrado até 50%
de mortalidade. Fabry (2008) também avaliou o efeito da acidificagdo sobre
invertebrados em aguas oceanicas, sob a visdo das mudancgas avaliadas pelo
IPCC, tendo observado reducgao de calcificagdo em conchas, reducéo da taxa de
crescimento e diminuicdo do metabolismo. Em estudo com macrofauna sob
condigdes de acidificagdes vulcanicas Cigliano (2010) ndo encontrou diferengas
significativas para os Copepoda, classificando esses como tolerantes a

condi¢des de altos niveis de COx.

Fitzer (2012) utilizou Copepoda do género Tisbe providos de fazendas de
criacdo, em um gradiente de acidificagdo com pH entre 8,06 e 7,67. Neste estudo
foram analisados diariamente o numero de recrutas em condicbdes de dieta de
microalgas especificas, sendo observado um declinio da producao de nauplii ao
longo do gradiente de pH previsto para os préoximos 100 anos. O trabalho ainda
contou com o acompanhamento do crescimento de Tisbe, que demonstrou
significativa reducéo de tamanho, alcangando maturidade sexual com tamanhos
menores quando comparados aos individuos do controle, assim como alteracéo
na composigao da cuticula do animal, que demonstra, segundo o autor, uma

mudanca na estratégia de vida do animal.

Em nosso estudo, a associagao de espécies de Ameiridae ndo apresentou
alteracao sob condi¢gdes de mudanca climatica, mostrando ou uma falta de poder
estatistico devido ao baixo numero de animais identificados ou uma possivel
resisténcia as condi¢cdes de estresse que podem ser encontradas no final do

século.
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Algumas espécies de Copepoda apresentam resisténcia a essas
condi¢des. Kurihara (2004), mostrou que animais calcificantes em tais condi¢coes
de acidificacido, apesar de manterem-se presentes na comunidade, apresentam
alteracao no tempo de maturacao e deficiéncia na alocagao de nutrientes. Um
resultado semelhante foi encontrado por Pascal (2010), que observou duas
espécies de Miraciidae com alteragdes fisiologicas que permitiram a presenca
no ambiente de estresse. Fitzer (2012) e Hildebrandt (2014) encontraram
espécies de Copepoda com uma redugao na biomassa e no recrutamento. Essa
capacidade resistiva dos Copepoda relatada por varios autores pode ser
semelhante no comportamento de diversos dos Copepoda Harpacticoida
estudados, porém nosso estudo mostrou um efeito claro ao nivel de familia para
a ordem Harpacticoida, sendo assim um maior tempo de exposi¢ao dos animais
a condicao de acidificacdo poderia mostrar resultado significativo também para

as espécies estudadas.
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