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RESUMO

O fenantreno ¢ um dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) mais abundantes no
ambiente marinho. Apresentando alta persisténcia ambiental, 0 mesmo pode provocar impactos
severos a diversos organismos, incluindo organismos bentonicos como os da meiofauna e
dentre eles, os nematoides. Embora o fenantreno ja demonstre efeitos bastante negativos para
diversos organismos marinhos, esses efeitos podem ser agravados quando somados com outros
impactos como 0 aumento da temperatura global. Logo, o objetivo do presente trabalho
investiga os efeitos do fenantreno isoladamente e em combinagdo com aumentos de temperatura
em estudos laboratoriais focados numa comunidade meiobentdnica marinha em experimentos
de microcosmo, e no ciclo de vida de uma populacdo do nematoide marinho da espécie
Diplolaimelloides delyi em cultivo monoespecifico em laboratério. No total, 6 experimentos
foram realizados, 3 em microcosmos, que consistiam em beckers de 1L com 300g de sedimento
e agua marinha com salinidade a 25 e aerada, dentre esses 3 experimentos, o 1° avalia o efeito
de diferentes concentragdes de fenantreno na meiofauna, 2° avalia o efeito de diferentes
temperaturas na meiofauna e o 3° avalia o efeito de diferentes concentracfes de fenantreno
expostas a uma temperatura mais elevada na meiofauna. Os outros 3 experimentos, foram
realizados em cultivos monoespecificos, os mesmos foram realizados em placas de Petricom 5
cm de diametro e 5ml de &gar bacteriologico. O 1° experimento avaliou diferentes
concentracdes de fenantreno na populacdo de nematoides Diplolaimelloides delyi, os 2°efeitos
de diferentes temperaturas na populacdo de Diplolaimelloides delyi e o 3° avalia o efeito de
diferentes concentracdes de fenantreno a uma temperatura mais elevada (30°C). As
concentracdes de fenantreno utilizadas em todos os experimentos de microcosmos sejam eles,
em sedimento ou em cultivo no agar foram de 0,1, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 ppm. As
temperaturas utilizadas em todos os experimentos de temperaturas foram 25°C, 28°C 30°C,
32°C e 35°C e os experimentos para avaliacdo de efeitos somados foram realizados em 35°C
(experimento da meiofauna) e 30°C (cultivo monoespecifico). Em relacdo aos experimentos
para analise da meiofauna, as diferentes concentracdes de fenantreno ocasionaram mudancas
na densidade e estrutura da fauna, além de reducdo da riqueza e equitabilidade de acordo com
0 aumento das concentracGes. Quando a fauna foi submetida ao fenantreno com uma
temperatura mais elevada, foi possivel observar reducdo das densidades totais sem seu
reestabelecimento, diferencas na riqueza e equitabilidade além da extingdo de alguns taxa

mesmo em concentracGes consideradas baixas (quando comparadas ao estudo apenas com



fenantreno). O fenantreno também se mostrou téxico para 0s nematoides da espécie
Diplolaimelloides delyi modificando seu crescimento populacional a partir da concentragdo de
1,0 ppm, seus tempos de desenvolvimento e fecundidade foram afetados a partir da
concentracdo de 2,5 ppm. Esses efeitos se mostraram potencializados com o aumento da
temperatura, causando mortalidade em 100% da populacdo, fato que ndo ocorre nessas mesmas
concentragdes em interacdo com a menor temperatura testada. Com isso pode-se concluir que
0 aumento da temperatura pode potencializar o efeito do fenantreno tanto nas comunidades da

meiofauna quanto nas populacdes dos nematoides da espécie Diplolaimelloides delyi.

Palavras-Chaves: Hidrocarbonetos. Aquecimento Global. Meiofauna. Nematoda.



ABSTRACT

Phenanthrene is one of the most abundant polycyclic aromatic hydrocarbons (HPA's) in the
marine environment. With high environmental persistence, it can cause severe impacts to
several organisms, including benthic organisms such as meiofauna and nematodes. Although
Phenanthrene already has quite negative effects on several marine organisms, these effects may
be aggravated when added to other impacts such as increasing global temperature. Therefore,
the objective of the present work investigates the effects of Phenanthrene alone and in
combination with temperature increases in laboratory studies focused on a marine meiobenthic
community in microcosm experiments, and on the life cycle of a marine nematode population
of the species Diplolaimelloides delyi in monospecific cultivation in the laboratory. In total, 6
experiments were performed, 3 in microcosms, which consisted of 1L beckers with 300g of
sediment and marine water at 25 aerated, among these 3 experiments, the 1st evaluates the
effect of different concentrations of Phenanthrene in meiofauna, the 2nd evaluates the effect of
different temperatures in meiofauna and the 3rd evaluates the effect of different concentrations
of Phenanthrene exposed to a higher temperature in meiofauna. The other 3 were carried out in
monospecific cultures, the same ones were made in Pedri plates with 5 cm diameter with 5 ml
of bacteriological agar. The first experiment evaluated different concentrations of Phenanthrene
in the nematode population Diplolaimelloides delyi, the 2nd effects of different temperatures in
the population of Diplolaimelloides delyi and the 3rd evaluates the effect of different
concentrations of Phenanthrene at a higher temperature (30°C). The concentrations of
Phenanthrene used in all microcosm experiments, whether in sediment or agar culture, were
0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 ppm. The temperatures used during the temperature experiments
were 25°C, 28 °C30°C, 32 °Cand 35 ° C and the experiments for the evaluation of effects
were carried out at 35 ° C (meiofauna experiment) and 30 ° C (monospecific cultivation). In
relation to the meiofauna analysis, the different concentrations of Phenanthrene caused changes
in the density and structure of the fauna, as well as the reduction of richness and equitability
according to the increase in concentrations. When the fauna was submitted to Phenanthrene
with a higher temperature, it was possible to observe a reduction of the total densities without
their reestablishment, differences in wealth and equitability, besides the extinction of some taxa
even in concentrations considered low (when compared to Phenanthrene only). Phenanthrene
was also toxic for nematodes of the Diplolaimelloides delyi species, modifying their population
growth from the concentration of 1.0 ppm, their development times and fecundity were affected

from the concentration of 2.5 ppm. These effects were potentiated with increasing temperature,



causing mortality in 100% of the population, a fact that does not occur in these same
concentrations in interaction with the lowest temperature tested. It can be concluded that the
increase in temperature may potentiate the effect of Phenanthrene in both the meiofauna and
nematode populations of the species Diplolaimelloides delyi.

Keywords: Hidrocarbons. Global warming. Meiofauna. Nematode.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) s3o compostos que possuem
tipicamente de dois a seis anéis aromaticos fundidos na sua estrutura molecular, e cujo peso
molecular varia de 128 a 278 g mol™. Solubilidade e pressdo de vapor sdo propriedades fisicas
e quimicas importantes destas moléculas que regulam a sua distribuicdo entre 0s
compartimentos ambientais atmosférico e aquatico. A pressdo de vapor € maxima no HPA’S
naftaleno, que € significativamente volatil, sendo transferido da agua para a atmosfera com
relativa facilidade nas primeiras fases de um derramamento de petrdleo. HPA’s de trés ou mais
anéis aromaticos apresentam pressdo de vapor significativamente menor que o naftaleno. A
solubilidade em agua dos HPA’s é inversamente proporcional ao nimero de anéis aromaticos
presentes na molécula, sendo igual a 31 mgL™ no HPA’s mais solivel representado pelo
naftaleno com dois anéis aromaticos, 1,1 mgL™ no HPA’s de trés anéis fenantreno, e 0,0038
mgL™? no HPA’s de 6 anéis Benzo (a)-pireno. Por outro lado, a solubilidade em lipideos
caracterizada pelo coeficiente de particdo octanol-4gua (Kow ou LogKow) aumenta
proporcionalmente ao nimero de aneis aromaticos presentes na molécula, sendo que o LogKow
é igual a 3,38 para o naftaleno e atinge valores superiores a 6 nos HPA’s de 6 anéis aromaticos
(DOUBEN, 2003).

De todos os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos existentes, 16 sdo considerados
importantes no monitoramento ambiental de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA) dos Estados unidos (CRISTALE e colab., 2008), pelo seu significativo potencial toxico
(Figura 1). Com relacdo a este potencial de toxidade elevado, tem sido destacado o potencial
de alguns HPA’s atuarem como precursores mutagénicos e tumorais como ja Visto em peixes
(NADLER, 2017) e mamiferos (SIDDENS e colab., 2015). Além da toxicidade relacionada ao
potencial mutagénico e carcinogénico, HPA’s podem provocar impactos sobre 0s seres Vivos
através de mudancas fisiologicas e metabdlicas, e ocasionando problemas em seu
desenvolvimento e sobrevivéncia (LOUATI e colab., 2014). Diversos estudos tém demonstrado
os efeitos deletérios dos HPA’s em organismos marinhos, incluindo problemas fisiolégicos,
metabolicos e sensoriais em moluscos (NAHRGANG e colab., 2013), crustaceos (REN e
colab., 2015), anfipodas (ENGRAFF e colab., 2011) e peixes (ALVES e colab., 2017).
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Figura 1- Estrutura molecular dos 16 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos considerados prioridade em pesquisa
pela agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA). Fonte: USEPA
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O fenantreno apresenta em sua estrutura molecular trés anéis aromaticos (Figura 1), peso
molecular igual a 178 g mol?, e logKow igual a 4,53 (JENSEN e colab., 2012). Este composto
é considerado toxico, e hidrofobico, além de ter uma alta persisténcia ambiental (STRINGER
e colab., 2012). Esta molécula é encontrada principalmente em 6leo bruto e derivados, sendo
também um dos principais HPA’s encontrados em ambientes aquéticos (CERNIGLIA, 1993;
LOTUFO, 1997). O fenantreno tende a ser liberado no ambiente principalmente através de
derrames de petréleo e descargas industriais, chegando até os oceanos, onde tende a ligar-se a
particulas em suspensdo (seja sedimento ou orgénica) e decantar para 0 ambiente bentdnico,
onde tende acumular-se no sedimento (SOCLO e colab., 2000), potencialmente prejudicando a
fauna ali encontrada (LOUATI e colab., 2014). Essa molécula é altamente toxica para varios
organismos marinhos entre eles se inclui gastropodes, crustaceos e peixes (CORREIA e colab.,
2007); dentre seus efeitos, podem ser exemplificados a redug@o do crescimento populacional
em copépodas (STRINGER e colab., 2012), problemas histolégicos como visto em bivalves
(DOS REIS e colab., 2015), diminuicdo da qualidade visual e da captura de presas em peixes
(CARVALHO e colab., 2008), assim como, malformacdo e mortalidade durante o

desenvolvimento também em peixes (ALVES e colab., 2017).

As espécies componentes da meiofauna, por apresentarem uma vasta heterogeneidade e
serem onipresentes nos ambientes bentdnicos marinhos, se tornaram importantes
bioindicadoras de impactos antropogénicos. Algumas caracteristicas destas espécies que sdo
convenientes neste sentido incluem o seu tipico ciclo de vida curto, possibilitando o
acompanhamento dos efeitos de fatores diversos ao longo de varias geracdes num curto
intervalo de tempo. Além disso, apresentam pouca capacidade de fuga (motilidade), tornando-
0s susceptiveis a alteracdes de fatores abidticos como a temperatura bem como a contaminacao
quimica dos sedimentos, tornando a utilizacdo desses organismos adequada para uma analise
rapida e de qualidade em estudos ecotoxicoldégicos com sedimentos (GIERE, 2009;
SCHRATZBERGER e INGELS, 2018). Dentre os taxa da meiofauna, a nematofauna é o grupo
mais abundante que oferece 6timas possibilidades de interpretacdo das condic6es ecoldgicas do
ambiente (MOENS, e colab., 2013).

Os nematoides sdo considerados cosmopolitas e s@o encontrados com alta riqueza e
abundancia em todos ambientes marinhos (HEIP e colab., 1985; MOENS e colab., 2013). Os
nematoides também s&o envolvidos em muitos processos ecossistémicos como decomposicao
de matéria organica, estimulo de crescimento microbiano (COULL, 1999), e outros processos
como fluxo de energia em teias alimentares bentdnicas (SCHRATZBERGER e INGELS,
2018). Com a riqueza de espécies encontrada na nematofauna, tem-se desde espécies sensiveis
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a tolerantes para uma vasta gama de estressores ambientais, como, contaminacéo por poluentes
e aumento da temperatura (BONGERS e FERRIS, 1999; MOENS e colab., 2013), aumentando
assim a sua importancia nos estudos de bioindicadores ambientais.

Espécies da nematofauna j& foram utilizadas como modelos em estudos de
ecotoxicologia para avaliagdo do efeito de metais. Nestes estudos, foram vistos mudancas
obtendo-se redugdo do crescimento populacional e mudangas em seu comportamento,
respectivamente (LIRA e colab., 2011; MONTEIRO e colab., 2014). Com HPA’s foi-Se visto
também a bioacumulacdo desses compostos em seus tecidos, levando a problemas em seu
desenvolvimento e sobrevivéncia.

O género Diplolaimelloides € bastante utilizado como biomodelo para estudos de
impactos, estes, sdo constituidos de oportunistas que habitam macrofitas em ambientes
litoraneos com temperaturas semelhantes as tropicais, como outros da familia Monhysteridae,
também podem ser encontrados em sedimento infralitoral. Diplolaimelloides alimenta-se
basicamente de bactérias, todavia, pequenos protistas também podem fazer parte da sua
alimentacdo (MOENS e VINCX, 1997). Dentre os estudos realizados com o presente género
h& experimentacdes relacionadas a varios tipos de estresse como variacdo da temperatura
ocasionando alteracdes no crescimento populacional (VAFEIADOU e CHINTIROGLOU e
colab., 2018), salinidade afetando tempos de desenvolvimento (MOENS e VINCX, 2000a),
alimentacdo afetando crescimento populacional das espécies (SANTOS e colab., 2008) e
ecotoxicologicamente falando, com metais, desde mudancas no crescimento populacional a
letalidade (BOGAERT e colab., 2000; NASIRA e colab., 2010).

O aquecimento global é um dos problemas ambientais mais notérios atualmente, sendo
este causado pela intensificacdo do efeito estufa, devido as atividades antropogénicas. As
atividades humanas como a queima de combustiveis fésseis, desmatamento, e atividades
industriais sdo 0s grandes responsaveis pela emissdo de gases do efeito estufa e estes, em
exacerbada quantidade, ocasionam a formacdo de uma camada de gases, que impede 0s raios
solares de se dissiparem para o espaco em forma de calor (HOUGHTON, 2009).

Em relacdo aos oceanos, a temperatura da superficie do mar (SST) aumentou cerca de
0,8°C nos ultimos 100 anos e modelos de mudanca climética indicam que esta temperatura
aumentara de 1°C a 4°C na superficie, e de 0,6°C a 2°C nos primeiros 100 metros de
profundidade até o final do século 21 (COLLINS e colab., 2013; IPCC, 2014).

Consequéncias ambientais como reducdo da abundancia e distribuicdo das espécies causadas
pelo aumento datemperatura ja foram vistas em ecossistemas terrestres e marinhos nas ultimas
décadas (COLLINGHAM e colab., 2004; HARLEY e colab., 2006). Em ecossistemas
marinhos, a vida marinha é bastante afetada por essas mudangas desde as regides polares até os

trépicos, modificando a dindmica das populacGes e consequentemente todo o ecossistema ali
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existente (COLLINGHAM e colab., 2004; HARLEY e colab., 2006; IPCC, 2014).

O aumento da temperatura na superficie do mar tem sido associado a graves
consequéncias para a vida marinha, desde a nivel de individuo, como a reducdo da abundancia
e tamanho de alguns organismos como copépodas (GARZKE e colab., 2015) até niveis
deinteracdes ecossistémicas, como a reducdo de algas, prejudicando ouri¢os- do -mar entre
outros (GARZKE e colab., 2015; WERNBERG e colab., 2011). Assim que a temperatura
afeta o0 ecossistema marinho, a interacdo de espécies € modificada, alterando
subsequentemente a dinamica populacional e influenciando negativamente a estrutura da
comunidade (WERNBERG e colab., 2011), causando assim, mudancas negativas nos nichos
das espécies, levando a disfungdo da comunidade marinha (DANOVARO e colab., 2001) e
gerando um efeito devastador para o ecossistema com reflexo para a populagdo humana
(ROSENZWEIG e colab., 2008).

Em um cenario de aumento da temperatura global os organismos terrestres e aquaticos
estariam sendo expostos a alteracdo deste fator abiotico fundamental em combinagdo com a
exposi¢cdo a contaminantes quimicos, e, a avaliagdo de efeitos combinados destes dois fatores
s0 atraiu atencdo do mundo cientifico nas ultimas décadas (NOYES e colab., 2009; SCHIEDEK
e colab., 2007). Hoje em dia existem evidéncias de que aumentos da temperatura podem levar
a um aumento da toxicidade de contaminantes pela aceleracdo da biotransformacdo desses
contaminantes para metabolitos mais bioativos e mais potentes (NOYES e colab., 2009;
SCHIEDEK e colab., 2007).

Embora os HPA’s ligados ao aumento da temperatura possam causar efeitos adversos
aos organismos, 0 nimero desse tipo de investigacao é bastante escasso havendo a necessidade
de estudos com esta combinacdo a nivel populacional e de comunidade (NADAL e colab.,
2015) ja que ambos ocorrem simultaneamente no ambiente. Atualmente ndo ha nenhum estudo
em relacao aos efeitos combinados de HPA’s ¢ o aumento da temperatura em comunidades
meiobentonicas incluindo a nematofauna mesmo sendo eles organismos importantes para toda
a cadeia ecossistémica marinha. Com isso ressaltamos a importancia de estudos de efeitos
combinados em relacdo a contaminacdo e aumento da temperatura com o intuindo de prever

futuros impactos para mitiga-los posteriormente.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos do fenantreno isoladamente e em combinagdo com aumento detemperatura
focados numa comunidade meiobenténica marinha em experimentos de microcosmo, e no ciclo
de vida de uma populagdo do nematoide marinho da espécie Diplolaimelloides delyi em cultivo

monoespecifico em laboratério.

1.1.2 Objetivos especificos
Artigo 1

Analisar as mudancas na comunidade meiobentdnica (alteracbes nas densidades, riqueza
abundancia e equitabilidade) sobre diferentes concentracGes de fenantreno, assim como seu
possivel agravamento com o aumento da temperatura

Artigo 2

Analisar mudancas nos parametros populacionais de uma espécie de nematoide
(Diplolaimelloides delyi) sob diferentes concentragdes de fenantreno, assim como sua possivel

potencializagdo e incremento da letalidade com o0 aumento da temperatura.
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2. RESULTADOS
2.1. ARTIGO 1

EFEITO LETAL E SUB-LETAL DE FENANTRENO SOB A PERSPECTIVA DO
AQUECIMENTO GLOBAL, UM ESTUDO DE CASO SOBRE A FAUNA INTERSTICIAL
DE AMBIENTE PRAIAL.

RESUMO

O fenantreno ¢ um dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) mais abundantes no
ambiente marinho. Apresentando alta persisténcia ambiental, 0 mesmo, pode provocar impactos
severos a diversos organismos marinhos incluindo organismos benténicos como a meiofauna.
Embora o fenantreno ja demonstre efeitos bastante negativos para diversos organismos
marinhos, esses efeitos podem ser agravados quando somados com outros impactos como o
aumento datemperatura global. Logo, o presente estudo tem o objetivo de avaliar mudangas na
comunidade meiobenténica (alteracGes nas densidades, riqueza abundancia e equitabilidade)
sobre diferentes concentracdes de fenantreno, assim como seu possivel agravamento com o
aumento da temperatura (previsdes do IPCC sobre o clima). Os meiobentos forma expostos a
diferentes concentracOes de fenantreno, temperatura e diferentes concentracdes de fenantreno
com temperatura mais elevada, através de microcosmos consistindo 300g de sedimento. As
diferentes concentracGes de fenantreno ocasionaram mudancas na densidade e estrutura da
fauna, além de reducéo da riqueza e equitabilidade de acordo com o0 aumento das concentragdes.
Quando a fauna foi submetida ao fenantreno com uma temperatura mais elevada, foi possivel
observar reducdo das densidades totais sem seu reestabelecimento, diferencas na riqueza e
equitabilidade além do desaparecimento de alguns taxa mesmo em concentragcdes consideradas
baixas, quando comparadas ao estudo apenas com fenantreno. Com isso pode-se concluir que
0 aumento da temperatura pode potencializar o efeito do fenantreno nas comunidades da

meiofauna.

Palavras-Chaves: Ecotoxicologia, Meiofauna, Aquecimento global, Hidrocarbonetos.

ABSTRACT

Phenanthrene is one of the most abundant polycyclic aromatic hydrocarbons (HPA's) in the
marine environment. Featuring high environmental persistence, it can severely impact various

marine organisms including benthic organisms such as meiofauna. Although Phenanthrene
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already has very negative effects on many marine organisms, these effects can be aggravated
when added to other impacts such as global warming. Thus, the present study aims to evaluate
changes in the midbenthic community (changes in density, richness abundance and evenness)
over different Phenanthrene concentrations, as well as its possible worsening with temperature
increase (IPCC climate predictions). The mediums were exposed to different concentrations of
Phenanthrene, temperature and different concentrations of higher temperature Phenanthrene
through microcosms consisting of 300g of sediment. The different concentrations of
Phenanthrene caused changes in the density and structure of the fauna, as well as richness and
evenness reduction as the concentrations increased. When the fauna was subjected to
Phenanthrene at a higher temperature, it was possible to observe a reduction in total densities
without reestablishment, differences in richness and evenness and the disappearance of some
taxa even at low concentrations, when compared to the study with Phenanthrene alone. Thus, it
can be concluded that the increase in temperature may potentiate the effect of Phenanthreneon

meiofauna communities.

Keywords: Ecotoxicology, Meiofauna, Global Warming, Hydrocarbons.

1 INTRODUCAO

Muitos processos antropogénicos afetam o ecossistema marinho, um deles, é o
derramamento de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s). Os HPA’s sdo poluentes
derivados de petroleo, encontrados em todos os ambientes marinhos, devido a descargas
industriais, derrames acidentais, atividades de transporte maritimo, exploracdo de gas e 6leos
entre outros (CERNIGLIA, 1993; YE e colab., 2007). Ha décadas, vem surgindo um grande
interesse em estudar a origem, distribuicdo, destino ambiental e os impactos causados
pelos HPA’s (ARIAS e colab., 2010; KUCKLICK e colab., 1997; LIPIATOU e SALIOT, 1991,
LOUATI, Afifa e colab., 2001; MAGI e colab., 2002; PERUGINI e colab., 2007; YUNKER e
colab., 2002) devido a sua ocorréncia generalizada, propriedades cancerigenas e sua
persisténcia nos ambientes aquaticos (LOUATI, Afifa e colab., 2001). Esses compostos
provocam impactos sobre os seres vivos através de mudancas fisiologicas e metabdlicas,
causando problemas em seu desenvolvimento e sobrevivéncia, como ja visto em moluscos
(NAHRGANG e colab., 2013), crustaceos (REN, Xianyun e colab., 2015), e mamiferos
(SIDDENS e colab., 2015), incluindo humanos (GENKINGER e colab., 2015).
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Embora os HPA’s j& tenham comprovado efeitos negativos em varios organismos, no
Brasil os impactos dos HPA’s ainda sdo bastante ignorados. O fenantreno é um dos HPA’s mais
abundantes no ambiente marinho (CERNIGLIA, 1993), sendo também, considerado
um composto com toxidade intermediaria e alta persisténcia ambiental (STRINGER e colab.,
2012), com comprovado impactos severos em organismos, incluindo gastropodes, mexilhGes,
crustaceos e peixes (CORREIA e colab., 2007). Esses efeitos podem ser acentuados quando
somados com outros impactos como o aumento da temperatura (SCHIEDEK e colab., 2007).

O aumento da temperatura global hd décadas vem afetando e criando varias
consequéncias aos ecossistemas marinhos em grande escala (IPCC, 2014). A temperatura da
superficie do mar (SST) aumentou cerca de 0,8°C nos Gltimos 100 anos e modelos de mudanca
climatica indicam que esta temperatura aumentara de 1°C a 4°C ate o final do século 21
(COLLINS e colab., 2013; IPCC, 2014). Isso influencia negativamente o0s nichos das espécies
levando a mudancgas nas comunidades marinhas (DANOVARO e colab., 2001) gerando um
efeito devastador para o ecossistema com reflexo para populagdo humana (ROSENZWEIG e
colab., 2008). Embora ja se tenha a conscientizacao sobre consequéncias do aquecimento global
(ROSENZWEIG e colab., 2008) e sobre os efeitos dos HPA’s (LOUATI e colab., 2014; REN,
Xianyun e colab., 2015) nos ecossistemas marinhos individualmente, apenas temos uma
compreensdo rustica de como multiplos estressores interagem e afetam o equilibrio ecoldgico
(SCHIEDEK e colab., 2007).

Para o estudo de tais estresses, a meiofauna apresenta uma grande vantagem sobre 0s
demais organismos bentdnicos, pois ela é composta por um conjunto de metazoarios que
apresentam um ciclo de vida curto, possibilitando o acompanhamento do efeito em varias
geracOes, também apresentam um relacionamento intimo com o substrato e pouca capacidade
de fuga (motilidade) tornando-os susceptiveis a impactos ambientais, por isso, S&o
utilizados como bioindicadores de impactos antropogénicos em ambientes marinhos (GIERE,
2009; SCHRATZBERGER e INGELS, 2018).

Estudos anteriores utilizando o fenantreno (LOUATI e colab., 2014) e temperatura (
Vafeiadou et al., 2018) como um fator prejudicial a organismos da meiofauna ja foram
executados separadamente. Todavia, desestruturacdo das comunidades meiobent6nica
causados por diferentes concentracdes de fenantreno e sua possivel potencializacéo através do
estresse térmico ainda ndo foram analisados. Com isso, 0 objetivo do presente trabalho €
analisar as mudangas na comunidade meiobenténica (alteracdes na abundancia, riqueza e

equitabilidade) sobre diferentes concentragdes de fenantreno, assim como seu possivel



27

agravamento com o0 aumento da temperatura. Subsequentemente espera-se que Hi- 0
meiobentos apresente uma reducdo na riqueza, abundancia e equitabilidade ocasionados por
diferentes concentragdes de fenantreno Ha.1- tendo seu efeito (alteragfes na abundancia, riqueza
e equitabilidade) potencializado através do aumento da temperatura.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Planejamento experimental e area de coleta

Para obtencdo dos resultados foram feitos 3 experimentos de microcosmos, seguindo
um design de microcosmo ja realizado (VAFEIADOU e colab., 2018). O primeiro experimento,
feito com diferentes concentragdes de fenantreno (para indicacéodo efeito do contaminante), o
segundo com diferentes temperaturas (para indicacdo do efeito da temperatura) e o terceiro com
diferentes concentracdes de fenantreno associados a temperatura de 35°C, (simulando um
possivel aquecimento daqui em média 100 anos segundo o painel intergovernamental de
mudangcas climaticas de 2014) (IPCC, 2014) .

As 3 coletas dos 3 experimentos foram realizadas na praia do Cupe que localizado na
cidade de Ipojuca —PE (8°27'29.4"S 34°59'03.2"W), onde efetuou-se uma raspagem do
sedimento superficial, que equivale aos dois primeiros centimetros do sedimento. Em seguida,
o sedimento foi transferido para um compartimento e homogeneizados (para homogeneidade
da fauna). Nas mesmas areas de coleta, também se coletou uma quantidade extra de sedimento
para controle ambiental (C.amb) e andlise de fatores abidticos (matéria organica e

granulometria).

2.2 Processamentos e estabilizacdo da matriz sedimentar em laboratorio

Apos a chegada em laboratdrio, o sedimento rico em meiofauna foi armazenado e mantido
em compartimentos com aeracdo, regulacdo da temperatura, salinidade e Ph por uma semana
para a estabilizacdo da fauna como ja visto em outros trabalhos (LOUATI e colab., 2001;
MONTEIRO e colab., 2019). Apos a estabilizacdo, retirou-se uma amostra de sedimento com

4 réplicas para analise da fauna encontrada antes das montagens dos experimentos (T0).

2.3 Processos de montagens dos 3 experimentos realizados

2.3.1 Contaminagédo e montagem do experimento de exposi¢do da meiofauna a diferentes
concentragdes de fenantreno em temperatura ambiente (25°C)
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Uma parte do sedimento foi congelada de descongelada 3 vezes para defaunizagéo e
contaminagdo com uma mistura fenantreno (98% de pureza, Sigma Aldrich), diluidos ao
solvente (acetona com 99% de pureza). Subsequentemente, usou-se 0 sedimento nos
microcosmos, que consistiram em beckers de 1L com 300 g de sedimento (200g de sedimento
com fauna e 100g de sedimento contaminado). No total, oito tratamentos foram realizados, para
0 experimento, sendo eles: Controle (sem contaminante), Controle do solvente (CA), 0,1ppm,
1,0ppm, 2,5ppm, 5,0ppm, 10,0ppm e 20,0ppm de fenantreno. Cada concentracgdo foi efetuada
em quadruplicata totalizando 32 beckers (microcosmos). Uma cobertura plastica (filme PVC)
foi utilizado em cada becker afim de evitar a evaporagéo e subsequentemente o aumento radical
da salinidade, durante todo o experimento. O experimento foi realizado em uma sala
climatizada a 25°C, os beckers ficaram em banho Maria com termostatos para a manutencao da
temperatura, no total, o experimento teve duracédo de 30 dias.

2.3.2. Montagem do experimento da exposicdo da meiofauna a diferentes temperaturas

O experimento com diferentes temperaturas consistiu também em microcosmos feitos
com beckers de 1L com 300 g de sedimento. No total, 5 temperaturas foram utilizadas: 25°C,
28°C, 30°C, 32°C e 35°C. As temperaturas variaram desde a minima (25°C) até a maxima (30°
C) encontradas na praia, com duas temperaturas excedendo a maxima (32°C e 35°C), simulando
assim, um aquecimento causado pelas mudancgas climaticas futuras. Cada tratamento foi
realizado em quadruplicata totalizando 20 beckers (microcosmos). Uma cobertura plastica
(filme PVC) foi utilizada em cada becker para evitar a evaporacdo e subsequentemente o
aumento exacerbado da salinidade. O experimento foi realizado em uma sala climatizada, os
beckers ficaram em banho Maria com termostatos para a manutencdo das temperaturas

desejadas durante os 30 dias de experimento.

2.3.3 Montagem do experimento da meiofauna a diferentes concentracdes de fenantreno em
temperatura aumentada (35°C)

A mesma metodologia utilizada para contaminag¢do (com as mesmas concentracoes) e
montagem do experimento apenas com fenantreno foi utilizado neste experimento, onde
também consistiu em beckers de 1 L com 300 g de sedimento (200g de sedimento com fauna e
100g de sedimento contaminado), seguindo 0 mesmo modelo dos dois experimentos anteriores
(Vafeiadou et al., 2018). No total, 32 beckers foram utilizados para o presente experimento e

0 mesmo, foi realizado em uma sala climatizada a 35°C, simulando um possivel aumento da
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temperatura global. Os beckers ficaram em banho Maria com termostatos para a manutengéo

da temperatura e o experimento apresentou duragéo de 30 dias no total.

2.4. Coleta e processamento amostral

Para coleta do sedimento durante os experimentos, foi-se utilizado seringas com 3cm de
didmetro e 4 cm de profundidade, estas, foram utilizadas para coleta em cada microcosmo ap06s
15 dias (T15) e 30 dias (T30) a contar do inicio de cada experimento. Subsequentemente as
amostras foram lavadas usando peneiras de 300um e 45um e posteriormente, usada a técnica
de elutriagdo para a separagdo do sedimento da meiofauna. Em seguida as amostras foram
fixadas em formol 4%, triadas com a ajuda de um estereomicroscopio e identificadas a nivel de
ordem ou superior para posteriores analises de dados. A temperatura, Ph e salinidade foram
monitorados diariamente durante todos os experimentos, sendo o Ph em torno de 8 e a
salinidade 35.

2.5 Andlise dos fatores abioticos

Para a analise de Ph e potencial redox foi utilizado o equipamento portéatil, Compact
Water Quality. O Teor de matéria organica TOM foi determinado com base na diferenca entre
0 peso seco das amostras de sedimento apos secagem em estufa a 60°C por 24h e o0 peso medido
apos a combustdo a 450°C por 4 h, expresso como uma porcentagem do peso seco total (%
TOM). Para granulometria foi utilizado o agitador magnético (Rotap), no qual separou 0s gréos
de sedimento de acordo com seu tamanho. As analises dos fatores abidticos foram realizados

em todas em réplicas de todos os experimentos aqui realizados.

2.6 Evitando hipoxia/anoxia

Um sistema de aeracdo foi utilizado para a ciclagem por pressao negativa do sedimento
fazendo atotal passagem de agua pela coluna sedimentar contida nos beckers (Vafeiadou et al.,
2018). Esse sistema foi utilizado em todos os experimentos anteriores aqui citados para evitar

anoxia dos mesmaos.

2.7 Anélise de dados
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Os dados para analise de comunidade foram analisados pelo programa PRIMER 6.1 +
PERMANOVA, foi feito uma andlise multivariada bidirecional da variancia (PERMANOVA),
usando o indice de similaridade de Bray-Curtis com 9999 permutacdes, para testar os efeitos
das concentragdes, temperaturas e tempo(de acordo com cada experimento realizado) na
composicao da comunidade. Comparacdes de pares (Pair-Wase) foram realizadas quando foram
detectados efeitos significativos nas concentracGes, temperaturas e tempos. A Analise
Permutacional de Dispers6es multivariadas (PERMDISP) com 9999 permutacdes foi realizada
para testar a homogeneidade de dispersfes multivariadas (variancias) entre tratamentos com
base nas distancias médias para agrupar centroides para todos os grupos dentro de cada fator
(concentracdo, temperatura e tempo). A andlise de percentagem de similaridade (SIMPER) foi
utilizada para determinar a contribuicdo relativa de cada taxa para as similaridades ou
dissimilaridades dentro ou entre cada tratamento (de cada experimento). A ordenacdo de
escalonamento multidimensional ndo-metrica (nMDS) foi usada para visualizar similaridades
na fauna com efeito das concentracdes e temperaturas. A riqueza (S) e equitatividade de Pielou
(J), também foram calculadas utilizando o programa PRIMER 6.1 + PERMANOVA. Todas as

andlises realizadas foram feitas para os 3 experimentos.

3. RESULTADOS

3.1 Efeitos da exposicdo da meiofauna a diferentes concentracdes de fenantreno em
temperatura ambiente (25°C)

3.1.1 Respostas na densidade total da meiofauna

A densidade da meiofauna total (figura 1), diferiu significativamente entre os
tratamentos (PERMANOVA: Pseudo-F = 4,79; p = 0,045), no qual, quando comparados aos
pares (Pair wise), as duas maiores concentracdes diferiram das demais, tanto no T15 quanto no
T30 (<0,05). As densidades também variaram em relacdo aos tempos (PERMANOVA: Pseudo-
F = 3,36; p = 0,024), no qual, o T15 apresentou uma reducdo de sua densidade em todas as
concentracdes diferindo este, dos demais tempos (0,05) (C.amb, TO, T15 e T30). Também
foram vistas diferencas no cruzamento dos diferentes tratamentos em relacdo aos tempos
(PERMANOVA: Pseudo-F=10,382; p<0,05), um exemplo das alteraces do efeito das
concentracdes em relacdo ao tempo € visto nas duas maiores concentracGes (10,0ppm e
20,0ppm), onde 0s mesmos, mostraram o decaimento da fauna sem seu reestabelecimento até
o final do experimento (T30), enquanto os tratamentos C, CA, 0.1 e 5,0ppm apresentaram uma

queda durante o T15 porém suas densidades voltaram a crescer durante o T30. A analise de
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permutacdo multivariada PERMANOVA néo apresentou diferenca significativa entre C.ambe
0 TO com p = 0,20.

Figura 1- Média da densidade total (10cm?) com erro padrdo da meiofauna ao longo do tempo. Camb representa
o controle ambiental, TO controle apds a estabilizacdo, T15 apds 15 dias de experimento e T30 apos 30 dias de
experimento. Cada cor representa uma concentragdo utilizada.
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3.1.2 Respostas da estrutura da comunidade da meiofauna a diferentes concentragdes de
fenantreno.

A estrutura da meiofauna apresentou diferenca entre os tratamentos (PERMANOVA:
Pseudo-F=1,32; p = 0,01), e no cruzamentos dos diferentes tratamentos em relacdo aos tempos
(PERMANOVA: Pseudo-F=2,72; p = 0,02),

onde os tratamentos de C, CA, 0,1ppm, 1,0ppm, 2,5ppm, 5,0ppm formam um grupo,
ndo apresentando diferenca significativa entre si, da mesma forma que as duas maiores
concentracdes (10,0ppm e 20,0ppm) também ndo apresentaram diferencas entrei si (p>0,05),
todavia, estes dois grandes grupos variaram significativamente (p<0,05), como demonstrada na
analise de ordenacdo multidimensional ndo métrica (nMDS) (Figura 2). Ainda no MDS, a
correlacdo de Person realizada (correlacionando os taxa aos diferentes tratamentos), com o0s
taxa demonstrados através dos vetores, indica que a fauna correlaciona positivamente com as
concentracBes mais baixas, sendo eles, os taxa nematoda, copépoda, gastrotrincha, polychaeta,
oligochaeta e ostracoda. J& o taxon tardigrada, apresentou uma correlagdo negativa, em relagdo

aos demais taxa.
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A dispersdo entre as réplicas de cada concentracdo também foi medida (PERMEDISP)
ndo mostrando diferenca significativa (p = 0,81), desta maneira é possivel afirmar que ndo

houve homogeneidade entre os tratamentos.

Figura 2- Escalonamento Multidimensional ndo Métrico (nMDS) da fauna nas concentragfes de fenantreno
estudadas (C, CA, 0,1,1,0,2,5,5,0,10,0,20,0ppm) demonstrando a correlacdo dos taxa da meiofauna encontrados.
Tamanho do vetor indica o valor da correlacdo de Pearson, os taxa mostrados possuem correlacdo maior que 20%.
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3.1.3 Efeitos das diferentes concentracGes de fenantreno na abundancia relativa, riqueza e
equitabilidade.

No presente estudo foram encontrados 8 taxa (nematoda, copepoda, oligochaeta,
turbellaria, ostracoda, tardigrada, gastrotricha e polychaeta). Houve diferenca significativa na
riqueza de acordo com as concentracdes (Pseudo-F = 1,79; p<0.05), tendo a diminui¢do do
namero de taxa visto, principalmente nas duas maiores concentracdes. O tempo de exposicao
também influenciou na reducéo dos taxa, um exemplo desse efeito, é visto no taxon polychaeta
onde 0 mesmo esta presente nos tratamentos de C, CA, 0,1, 1,0 e 5,0 ppm durante o T15 (figura
3) e no T30 (Figura 4), 0 mesmo sO aparece nos tratamentos controle. Algo parecido também
acontece como taxon tardigrada onde, no T15 o mesmo aparece nos tratamentos de C, CA, 1,0
e 2,5 ppm e durante o T30 aparece apenas no C.

Em relacdo a equitabilidade (J), se obteve diferenca significativa (Pseudo F = 3,970;
p<0.05) sem um padréo de aumento ou redugdo com o aumento das concentragdes. No T15,

gastrotricha, oligochaeta e turbellaria apresentaram uma reducéo na sua abundéncia relativa
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com o0 aumento das concentragfes, no qual gastrotricha reduziu em media 10%, Oligochaeta
4% e turbellaria 12% entre 10,0ppm e 20,0ppm. Ao final do T15 na maior concentragéo
(20,0ppm), 45% eram apenas de nematoides e 38% de copepodas, restando apenas 17% para
os demais taxa (oligochaeta, gastrotrincha, turbellaria e ostracoda). Embora os taxa aqui citados
apresentem uma reducdo durante o T15, no T30 (Figura 4) os mesmos voltaram a crescer,
exceto turbellaria onde, na concentragdo de 20,0ppm houve sua extingdo. Embora no T15
copepodas representaram cerca de 38% na maior concentracdo, ao final do experimento T30
eles corresponderam apenas 17% do total da amostra, havendo um aumento de polychaetas e

gastrotricha 15% e 9% respectivamente.

Figura 3- Abundéncia relativa (%) dos grupos da meiofauna em cada tratamento (Camb, TO, C, CA, 0,1, 1,0, 2,5,
5,0, 10,0 e 20,0 ppm) no tempo 15 (T15). Cada cor representa um taxon encontrado no experimento.
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Figura 4- Abundancia relativa (%) dos grupos da meiofauna em cada tratamento (Camb, TO, C, CA, 0,1, 1,0, 2,5,
5,0, 10,0 e 20,0ppm) no tempo 30 (T30). Cada cor representa um taxon encontrado em cada tratamento.
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3.1.4 Similaridade da fauna exposta a diferentes concentrac6es de fenantreno.

No presente estudo a fauna de cada concentracdo apresentou um grau de
similaridade que ultrapassa 60% em todas as concentragdes aqui estudadas. De acordo com o
teste de similaridade (SIMPER) a concentragdo de 0,1ppm foi a mais similar com 91,54% de
similaridade, seguido de 5,0ppm (90,16%),2,5ppm (89,87%), Controle (86,53%), 1,0ppm
(84,85%), 10,0ppm (76,35%) e 20,0ppm (64,56%). O taxon Nematoda foi 0 que mais contribuiu
na similaridade da fauna dentro das amostras de cada tratamento com (C) 24,18%, (CA)22,10%,
0,1ppm 22,31%,1,0ppm 25,60%,2,5ppm 23,89%, 5,0ppm 25,91%, 10,0ppm 37,71% e 20,0ppm

60,41%.Seguindo de copepodas com (C) 19,22%, (CA)17,23%, 0,1ppm18,56%, 1,0ppm
19,28%, 2,5ppm 20,7%, 5,0ppm 17,29%, 10,0ppm 31,20% e 20,0ppm 31,93% de similaridade.
O terceiro taxa mais abundante em todas as concentracGes foi turbellaria contribuindo

com menos que 15% em todas as concentragcdes exceto em 20,0ppm, onde 0 mesmo ndo foi
encontrado no T30. Em 10,0ppm e 20,0ppm a similaridade é decrescente com 76,35% e 64,56%
respectivamente. Embora a dissimilaridade destes dois tratamentos seja ampliada com o
aumento das concentracdes, o efeito permanece direcional, ou seja, o efeito é maior nos taxa
mais raros. Ainda em relacdo a dissimilaridade, diferentes combinacbes de taxa foram
responsaveis por essas heterogeneidades, sendo os polychaeta, oligochaeta e turbellaria os taxa
que somados contribuiram com >50% da dissmilaridade, o filo polychaeta foi o que mais
contribuiu com essa dissimilaridade, variando de 11,71% no (C) e (CA) até 31,14 % entre

10,0ppm e 20,0ppm.
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3.1.4 Variacéo dos fatores abioticos

A temperatura no local de coleta foi de 25°C sendo mantida durante todo o experimento.
As particulas de sedimento de caracteristica arenosa variaram de 300um a 36um, com cerca de
79% sendo entre 125 e 63 um. A matéria organica total (MOT) teve em média 2,37% + 0,33ndo
apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05). O potencial redox
encontrado foi de 178mV no local de coleta (Camb), 198mv no TO e em média 220mv ao final
do experimento (ndo apresentando diferenca significativa entre eles) e o Phteve média de 8.05+
0,23 durante todo o experimento.

3.2 Exposicdo da meiofauna a diferentes temperaturas
3.3.2.1 Respostas na densidade total da meiofauna

A densidade da meiofauna total, diferiu significativamente entre as temperaturas
(PERMANOVA: Pseudo-F = 6,334; p<0,05), no qual as densidades diminuiram com o aumento
das temperaturas. Ainda sobre as temperaturas, quando comparado aos pares (pair-wise test)
25°C diferiu significativamente (p<0,05) entre as temperaturas de 30°C, 32°C e 35°C tanto no
T15 quanto no T30, essa diferenca pode ser notada na Figura 5 onde, a densidade total da
meiofauna é sempre maior em 25°C do que nas demais temperaturas durante os dois tempos de
experimento (T15 e T30). Em relacdo a diferenca significativa de tempo (PERMANOVA:
Pseudo-F = 11,804; p<0,05), esta, foi relacionada a uma queda brusca da densidade total em
todas as temperaturas durante o T15, tendo algumas temperaturas (25°C,28°C, 30°C, 35°C)
aumentado durante o T30 (Figura 5).

Na densidade total, também houve diferenca significativa no cruzamento dos diferentes
tratamentos em relacdo aos tempos (PERMANOVA: Pseudo F = 3,40, p<0,05), no qual nas
temperaturas de 25°C e 28°C ha um crescimento significativo da densidade da fauna entre o
T15e0 T30, e 0 mesmo ndo ocorre no T30 com as demais temperaturas. A analise multivariada
PERMANOVA ndo mostrou que essa diferenca significativa entre Camb e TO (Pseudo-F = 1,57
eop=0,71).
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Figura 5- Média da densidade total (10cm?) com erro padrdo da meiofaunaao longo do tempo.Camb representa o
controle ambiental, TO controle ap0s a estabilizacdo, T15 apds 15 dias de experimento e T30 ap6s 30 dias de
experimento. Cada cor representa uma temperatura utilizada e o Meio, representa a cor de tempos que néo
houveram diferentes temperaturas
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3.2.2 Respostas da estrutura da comunidade da meiofauna a diferentes temperaturas

A estrutura da comunidade ndo variou em relacdo as temperaturas (PERMANOVA:
Pseudo-F = 1,04; p = 0,47), entretanto, houve uma diferenca significativa no cruzamento das
diferentes temperaturas em relagdo aos tempos (PERMANOVA: Pseudo-F = 1,8; p = 0,016). E
possivel observar também, através da correlagdo de Person que taxa como nematoda, ostracoda,
priapullida e acaro demonstrados através dos vetores, apresentam uma correcdo positiva com
as temperaturas mais baixas (25°C e 28°C) (nMDS) (Figura 6). A dispersao entre as réplicas de
cada temperatura também foi medida (PERMEDISP) ndo mostrando diferenca significativa (p

=0,07), desta maneira é possivel afirmar que ndo hd homogeneidade entre as temperaturas.
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Figura 6- Escalonamento Multidimensional ndo Métrico (nMDS) da fauna nas temperaturas estudadas (25°C,
28°C, 30°C, 32°C e 35°C) demonstrando a correlacdo dos taxa da meiofauna encontrados. Tamanho do vetor indica
o0 valor da correlagdo de Pearson, os taxa mostrados possuem correlagdo maior que 30%.
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3.2.3 Efeitos das diferentes temperaturas na abundancia relativa, riqueza e equitabilidade

No presente estudo 10 taxa (nematoda, turbellaria, oligochaeta, tardigrada, ostracoda,
polychaeta, gastrotricha, acari, copépoda e priapullida) foram encontrados, se obteve diferenca
significativa na riqueza (Pseudo-F = 2,39; p<0.05) sendo reduzido o nimero de taxa de acordo
com o0 aumento da temperatura. Esta reducdo é vista na figura 7, onde, no T15, alguns taxa
como tardigrada, oligochaeta e gastotrincha, presentes nas menores temperaturas ndo estdo
presentes na maior temperatura, e este efeito se agrava ao longo do tempo como em polychaeta
tardigrada e oligochaeta que estavam presentes até a temperatura de 30°C e ndo se encontram
mais presentes no T30 (Figura 8) na mesma temperatura, mostrando assim o efeito das
temperaturas ao longo do tempo.

Em relacdo a equitabilidade, se obteve diferenca em relacdo as temperaturas (Pseudo-F
= 3,23; p = 0,022) sem um padrdo de aumento ou reducdo de acordo com o aumento das
temperaturas. No T15 gastrotricha apresenta uma percentagem menor com 0 aumento da
temperatura onde 0 mesmo reduz de 18% em 25°C para 9% em 28°C e 3% em 32°C até seu
desaparecimento em 35°C. Ao final do T15 na maior temperatura (35°C), 43% eram apenas de
nematoides, 22% turbellaria e 15% de ostracoda, restando apenas 20% distribuidos entre os

taxa copepoda e &cari. Ja no T30 as temperaturas de 28°C, 30°C e 32°C a abundancia relativa
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de gastrotricha aumentou enquanto Acari obteve uma reducdo nas temperaturas de 30°C, 32°C
e 35°C. Ao final do experimento T30 na maior temperatura 45% eram apenas do filo nematoda,
25% turbellaria e 19% de copepodas restando apenas 13% para dos demais filos (ostracoda e

acari).

Figura 7- Abundancia relativa (%) dos grupos da meiofauna cada tratamento (Camb, TO,
25°C,28°C,30°C,32°C,35°C) no tempo 15 (T15). Cada cor representa um tdxon encontrado em cada tratamento.
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Figura 8- Abundancia relativa (%) dos grupos da meiofauna cada tratamento (Camb, TO,
25°C,28°C,30°C,32°C,35°C) no tempo 30 (T30). Cada cor representa um tdxon encontrado em cada tratamento.
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3.2.4 Similaridade da fauna exposta a diferentes temperaturas.
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A fauna de cada tratamento apresentou um grau de similaridade superior a 60% em todos
0s tratamentos aqui estudados. De acordo com o teste de similaridade (SIMPER) a temperatura
de 32°C foi a mais semelhante com 74,37% seguido de 30°C (72%), 28°C (69,87%), 25°C
(68,20%) e 35°C com 61,20%. O taxon nematoda foi 0 que mais contribuiu na similaridade da
fauna dentro das amostras de cada temperatura com variagdo de 29,53% em 32°C a 45,53% em
25°C. O segundo taxon mais abundante foi turbellaria com variacdo de 22,31% em 30°C a
31,72% em 35°C. O terceiro taxon mais abundante foi ostracoda, exceto em 32°C (onde ele
ficou em segundo com 25,14% de similaridade, enquanto a terceira colocacdo foi ocupada pelo
filo turbellaria), contribuindo com menos de 19,4% em todas as temperaturas. Embora o
aumento da temperatura ocorra no presente experimento, entre 32°C e 35°C a similaridade cai
drasticamente de 74,37% para 61,20% respectivamente. Apesar de a dissimilaridade aumentar
entre essas duas temperaturas o efeito é direcional afetando assim, os taxa mais raros.

Ainda em relacdo a dissimilaridades, distintas combinacOes de taxa responsaveis por
essas diferencas, sendo os turbellaria, ostracoda e acari os taxa que somados contribuiram com
>50% da dissimilaridade. O taxon turbellaria foi o que mais contribuiu com essa dissimilaridade
que variou desde 22,26% até 23,83%.

3.2.5 Variacédo dos fatores abioticos

A temperatura no local de coleta foi de 27°C sendo modificada para cada temperatura
adequada na montagem do experimento, as particulas de sedimento arenoso variaram de 36 a
300um, com 81% entre 125 e 63um. A matéria organica total (MOT) teve em média 1,25%z=
0,12, ndo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05). O potencial redox
encontrado foi de 187mV no local de coleta (Camb), 203mv no TO e em média 227mv ao final

do experimento e 0 PH em média de 8,01 £ 0,20 durante todo o experimento.

3.3 Exposicdo da meiofauna a diferentes concentrac@es de fenantreno em temperatura
aumentada (35°C)

3.3.1 Respostas na densidade total da meiofauna

A densidade da meiofauna total no presente experimento diferiu significativamente
entre as concentracfes (PERMANOVA: Pseudo-F = 7,68; p = 0,007) e no cruzamento dos
tratamentos em relacdo aos tempos (PERMANOVA: Pseudo-F = 2,26; p = 0,02). Em relacédo
as concentracOes, foi observado que houve diferenca dos mesmos em relacdo ao tempo de
exposic¢éo no qual, (C), (CA) e 0,1, 1,0 PPM tiveram um leve aumento da densidade total entre
0 T15 e T30 (Figura 9). A concentracdo intermediaria manteve-se constante (2,5 ppm) e as

maiores concentracées (5,0ppm, 10,0ppm e 20,0ppm) permaneceram em queda brusca até o
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final do experimentoT30. Isso nos mostra que na densidade total os efeitos das concentracoes

diferem relativamente de acordo como tempo de exposigé&o.

Embora haja diferenca entre os tempos (PERMANOVA: Pseudo-F = 1,27; p = 0,032),
0 T15 e T30 néo diferiram significativamente p= 0,092 variando apenas ambos entre 0 Camb e
0 TO (p<0,05). Essa variacdo € notdria na Figura 10, onde hd uma queda da densidade total
entre 0 TO e o T15 tendo um leve aumento nas menores concentragdes (C, CA, 0.1 e 1,0ppm)
durante o T30. N&o houve diferenca significativa entre Camb e TO com p>0,05, demostrando
assim, que o periodo de estabilizacdo ndo interferiu na densidade da fauna.

Figura 9- Média da densidade total (10cm?) com erro padrdo da meiofauna ao longo do tempo exposto a uma
temperatura de 35°C.Camb representa o controle ambiental, TO controle ap6s a estabilizacdo, T15 apds 15 dias de
experimento e T30 ap6s 30 dias de experimento. Cada cor representa uma concentracdo utilizada e o Meio,
representa a cor de tempos que ndo houveram diferentes tratamentos.
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3.3.2 Respostas da estrutura da comunidade da meiofauna a diferentes concentracdes de
fenantreno em 35°C

Em relacdo a estrutura da fauna, houve diferenca significativa entre as concentracdes,
(PERMANOVA: Pseudo-F = 2,34; p = 0,008), todavia ndo se obteve diferenca nos cruzamentos
dos tratamentos em relacdao aos tempos, (PERMANOVA: Pseudo-F = 1,45; p = 0,07). Tanto o
T15 quanto no T30 néo se obteve diferenca significativa entre as menores concentracdes de (C,
CA, 0,1ppm, 1,0ppm, 2,5ppm) nem entre as maiores 5,0ppm, 10,0ppm e 20,0ppm (P>0,05),
porém todas as menores concentragdes variaram em relacdo as trés maiores (p<0,05). Este

resultado pode ser visto representando na anélise de ordenagdo multivariada ndo métrica
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(nMDS) (figural0). Ainda no MDS, a correlacdo de Person realizada nos mostra que os taxa
nematoda, copépoda, turbellaria, gastrotrincha, polychaeta, oligochaeta e ostracoda apresentam
uma correlacdo positiva com as menores concentragdes (C, CA, 0,1ppm, 1,0ppm, 2,5ppm) do
que com as trés maiores (5,0ppm, 10,0ppm e 20,0ppm).

Né&o houve diferenga significativa entre os tratamentos controle (C) e o controle do
Solvente (CA) nem no T15 (p = 0,627) nem ao final do experimento T30 (p = 0,394) indicando
que o solvente ndo interferiu no experimento aqui citado mesmo o experimento sendo mantido
a uma temperatura elevada 35°C. A dispersao entre as réplicas de cada concentracdo também
foi medida (PERMEDISP) ndo mostrando diferenca significativa (p = 0,242), ndo mostrando
homogeneidade entre os tratamentos.

Figura 10- Escalonamento Multidimensional ndo Métrico (nMDS) da fauna nas concentracfes de fenantreno
estudadas(C, CA, 0.1,1.0,2.5,5.0,10.0,20,0ppm) expostas a uma temperatura de 35°C, demonstrando a correlacéo
dos taxa da meiofauna encontrados. Tamanho do vetor indica o valor da correlacdo de Pearson, os taxa mostrados
possuem correlacdo maior que 20%.
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3.3.3 Efeitos das diferentes concentrac6es de fenantreno na abundancia relativa, riqueza e
equitabilidade em 35°C

No presente estudo 10 taxa (nematoda, turbellaria, oligochaeta, tardigrada, ostracoda,
polychaeta, gastrotricha, acari, copépoda e priapullida). A rigueza também apresentou diferenca
significativa nas amostras de acordo com as concentragdes (Pseudo-F = 3,22; p = 0,007)
apresentando uma reducdo de taxa nas maiores concentragdes. Em relagcéo ao T15 (Figura 11)

nota-se a diminuicdo da riqueza com a auséncia de alguns taxa como polychaeta que ndo esteve
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presente a partir 0,1ppm, tardigrada que também ndo surgiu a partir de 1,0ppm e gastrotricha
que ndo esteve presente a partir de 20,0ppm. No T30 (Figura 12), ocorreu algo parecido o qual,
houve a auséncia do taxon Acari a partir de 1,0ppm, polychaeta e priapullida a partir do
tratamento CA, tardigrada a partir do C e ostracoda e gastrotricha a partir da maior concentracao
(20,0ppm).

Em relacdo a equitabilidade (J), houve diferenca significativa de acordo com as
concentragdes (Pseudo-F = 3,16; p = 0,001) sem um padrdo de aumento ou reducdo da mesma,
com o aumento das concentracdes. No T15, gastrotricha teve uma percentagem de 13% no (C),
reduzindo para 6% em 10,0ppm até seu desaparecimento em 20,0ppm. copepodas apresentaram
um resultado curioso no qual o nimero dos mesmos aumentou em média 10% do (C) & 20,0ppm
superando até a percentagem de nematoides em algumas concentragdes como 2,5ppm, onde,
copepodas contribuiram com 30% e nematodas com 26% do total da fauna. Em relacdo ao
nematoides a medida que as concentracdes foram aumentando houve uma oscilagdo na sua
percentagem tendo apenas uma contribuicdo de 20% do total da fauna em 5,0ppm, sendo
superado pelo tdxon copepoda que contribuiram com 32% e Turbellaria com 21% do total da

fauna.

No T30 também houve a reducdo de alguns taxa como Acari, gastrotricha e ostracoda
apresentando seu desaparecimento na ultima concentracéo (20,0ppm) (Figura 13). Em relacao
a percentagem de nematodas e copepodas tanto no (C) quanto no (CA), a percentagem de
nematodas foram maiores que a de copepodas, porém, a partir de 1,0ppm, nota-se a inversdo
no qual copepodas contribuem com cerca de 35% do total da fauna e nematodas com apenas
26% essa inversdo é revertida apenas na ultima concentracdo onde o filo Nematoda contribui

com 50% do total da amostra e copepoda com 27%.
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Figura 11- Abundancia relativa (%) dos grupos da meiofauna cada tratamento (Camb, TO, C, CA, 0.1, 1.0, 2.5,
5.0, 10.0 e 20.0 PPM) no tempo 15 (T15) exposto a uma temperatura de 35°C. Cada cor representa um taxon
encontrado em cada tratamento.
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Figura 12- Abundéncia relativa (%) dos grupos da meiofauna em cada tratamento (Camb, TO, C, CA, 0.1, 1.0,
2.5, 5.0, 10.0 e 20.0 PPM)exposto a uma temperatura de 35°C no tempo 30 (T30). Cada cor representa um taxon
encontrado em cada tratamento.
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3.3.4 Similaridade da fauna exposta a diferentes concentragdes de fenantreno em 35°C.

No experimento aqui citado a fauna de cada concentracdo apresentou um grau de
similaridade que ultrapassa 40% em todas as concentragdes aqui estudadas De acordo com o
teste de similaridade (SIMPER) o Controle foi 0 mais similar com 74,35% de similaridade,
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seguido de 0,1ppm (71,42%), 5,0ppm (69,36%), 1,0ppm (69,13%), 10,0ppm (63,75%), 2,5ppm
(60,69%) e 20,0ppm (49,23%). O taxon Nematoda foi 0 que mais contribuiu na similaridade
da fauna dentro das amostras das concentrac6es de Controle (C), Controle do Solvente (CA), e
0.1 Pppm com 32,59%, 39,72% e 36,15% de contribuicdo respectivamente. A partir de 1,0ppm
nematoda perde seu posto de melhor contribuidor (ficando em segundo lugar) para o filo
copepoda que contribui com 33,58% em 1,0ppm, 34,65% em 2,5ppm, 36,30% em 5,0ppm e
31,22% em 10,0ppm. O tdxon Nematoda volta a ser o tdxon que mais contribui com a
similaridade em 20,0ppm onde sua contribuicéo é de 50,84%. O terceiro filo mais abundante
em todas as concentracOes foi turbellaria contribuindo com mais de 15% em todas as
concentragdes. Embora similaridade seja reduzida nas maiores concentragfes mostrando um

efeito direcional na fauna afetando assim os taxa mais raros.

3.3.5 Variacéo dos fatores abioticos

A temperatura no local de coleta foi de 26°C sendo modificada para 35°C namontagem
do experimento, as particulas de sedimento variaram de 36 a 300 um, com cerca de 80% sendo
gréos entre 125 e 63 um. A matéria organica total (MOT) teve em média 1,75% * 0,22 nédo
apresentando diferenca significativa entreos tratamentos (p>0,05). O potencial redox
encontrado foi de 162mV no local de coleta (Camb), 190mv no TO e em média 222mv ao final

do experimento e o Ph teve uma média de 7.95%z 0,34 durante todo o experimento.

4 DISCUSSAO

4.1 Efeitos da exposicdo de diferentes concentrac@es de fenantreno em temperatura ambiente
(25°C)

Estudos anteriores ja mostraram que os componentes da meiofauna sao sensiveis aos
HPA’Ss (LINDGREN e colab., 2012; MAHMOUDI e colab., 2005; SUNDBACK e colab.,
2010), A respeito do fenantreno, ja se tem resposta que este HPA’S, afeta negativamente os
taxas da meiofauna (LOUATI, Hela e colab., 2014) havendo a reducdo de nematoides e
desaparecimento de outros taxa como polychaetas e copépoda submetidos a 20 dias de
experimento, no entanto, a concentracdo utilizada foi relativamente alta (LOOPPM) considerado
ao que é encontrado nos ambientes marinhos, uma vez que estudos mostram que em sedimentos
marinho as concentragOes geralmente nédo ultrapassam 1ppm (MACDONALD, D D, 1994b, a),
havendo a necessidade de novos estudos com concentragdes geralmente encontradas no

ambiente marinho e em periodos mais longos, demonstrando assim, os efeitos prolongados do
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contaminante na meiofauna marinha. No presente estudo, obtivemos respostas (a nivel de
densidade, riqueza e equitabilidade) mais sucintas dos efeitos causados pelo fenantreno
utilizando diferentes concentragdes (concentracGes ja encontradas no ambiente) e avaliando em
diferentes tempos durante um periodo de 30 dias.

4.2 Repostas a densidade total da meiofauna a diferentes concentragfes de fenantreno em
temperatura ambiente (25°C)

Emrelacdo a reducdo do T15 no presente experimento, esta, é reducdo durante é considerada
comum, principalmente em experimentos de microcosmos, onde, esta reducao, geralmente esta
relacionados a montagem do experimento (manuseio do sedimento) e efeitos de contencéo (falta
de oxigenacdo, falta de movimentos de maré e reducdo de adgua entre os grdos) (AUSTEN e
WARWICK, 1995; GINGOLD e colab., 2013; LINDGREN e colab., 2012). Todavia, no
presente experimento, houve o monitoramento diario de oxigenacao e outros fatores como Ph,
salinidade e potencial redox, evitando assim, que as respostas das comunidades sejam
relacionadas a alguns desses fatores, assim como, um continuo refluxo de agua entre 0s gréos
de sedimentos imitando as correntes de aguas intersticiais. A queda da densidade total no T15,
provavelmente esta relacionado ao fato de que a ciclagem de nutrientes foi interrompida, ou
seja, a introducao de alimento e matéria organica foi parada, necessitando assim, que a ciclagem
de matéria organica volte para reestruturacdo da cadeia tréfica. Todavia o reestabelecimento de
alguns tratamentos no T30, demonstra que a reestruturacéo da cadeia alimentar apresentou um
equilibrio tardio de 30 dias. Além dos artigos acima citados, outro estudo utilizando
microcosmo aponta essa reducdo durante o periodo médio do experimento, havendo a
reestabilizacdo da fauna no T30 (SANTOS, Anna Carolina Chaaban e colab., 2018).

A reducdo da fauna no T15 e continuacdo da reducdo durante T30 nas duas maiores
concentracdes (10.0 e 20,0ppm), apontam que estas concentracBes, podem causar danos graves
ao ecossistema como perda a biodiversidade bentbnica. A perda na biodiversidade em
ambientes marinhos podem acarretar consequéncias ecoldgicas severas, como declinio
exponencial do funcionamento do ecossistema (DANOVARO e colab., 2008).

Um resultado até entdo idiossincratico foi vista em 5,0ppm, onde a densidade total da fauna
foi maior que em concentracdes menores como 2,5 e 1,0ppm. Entretanto, este aumento nédo foi
visto apenas em um taxon, e sim, por todos os taxa ali presentes, logo, esta concentra¢do ndo
segue um padrdo dependente das demais concentragdes. Alguns estudos apontam que
concentragdes intermediarias podem levar ao estimulo do crescimento

No presente experimento ndo houve diferenca significativa (p>;0,05) na densidade total da

meiofauna entre o (Camb) e (T0), o que demonstra que o periodo de estabilizacdo néo foi
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relevante no presente estudo. Alguns estudos j& foram realizados sem este periodo de
estabilizacdo, ndo interferindo no sucesso de seus respectivos experimentos em microcosmos
(LOUATI, Hela e colab., 2014; SANTOS, Anna Carolina Chaaban e colab., 2018). Todavia,
alguns autores ainda preferem manter este periodo (MONTEIRO e colab., 2019), a fim de
analisar possiveis mudancas na fauna, causado pelo estresse da coleta e pelas novas condicfes
em laboratorio.

4.3 Respostas da estrutura da comunidade da meiofauna a diferentes concentragdes de
fenantreno

Na estrutura da comunidade da meiofauana, a aproximagéo das pequenas concentracoes

com o controle visto na analise de ordenacdo multivariada ndo métrica (Figura 2), nos mostra
que estas, foram menos afetadas em comparacao com as concentracées maiores (10,0 e
20,0ppm). Este resultado corrobora com um estudo realizado com outros HPA’s onde, as
diferentes concentragdes de criseno e trifenileno afetaram a estrutura da comunidade da
meiofauna, reduzindo o nimero de taxa como copepoda e polychaetas (VEIGA e colab., 2009).
O taxon tardigrada se mostrou mais sensivel do que os demais taxa, uma vez que no T15
(figura 3) este sO aparece em concentracdes baixas de fenantreno (0,1; 1,0 e 2,5ppm), enquanto
gue em concentracdes intermediaria e altas 0 mesmo ndo foi encontrado (5,0; 10,0 e 20,0ppm).
No T30 (figura 4), tardigrada néo se reestabelece, aparecendo apenas no controle. Fato que ndo
ocorre com 0s outros taxa, que no T15 diminuiram, porém no T30 se reestabelecem, o que
implica que a tentativa de abundancia dos demais taxa ndo foi acompanhado pelo taxon
tardigrada e isso explica o fato do vetor tardigrada esta oposto aos outros na analise de

ordenacdo multivariada ndo métrica (Figura 2).

4.4 Efeitos das diferentes concentracdes de fenantreno na abundancia relativa, riquezae
equitabilidade

A reducdo da riqueza extinguindo taxa menos abundantes como tardigrada e polychaeta e a
reducdo da equitabilidade de outros taxa como gastrotricha e oligochaeta com o aumento das
concentragdes, corrobora com um outro estudo ao qual, houve também a reducdo da riqueza e
equitabilidade afetando principalmente os taxa mais raros com o aumento das concentracdes
dos HPA’s (BAGULEY e colab., 2015). Deve-se também levar em consideragdo quetaxa com
densidades menores como polychaeta e tardigrada presentam uma desvantagem no presente
experimento e em outros trabalhos que mostram a mesma resposta, pois 0S mesmos por
possuirem uma densidade mais baixa estdo mais sujeitos a serem extintos pela sua dificuldade

em competir por espaco e recursos (LOUATI, Hela e colab., 2014).
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O taxon nematoda, apresentou uma maior abundancia relativa com o aumento das
concentragdes, se mostrando um taxon mais “resistente” ao fenantreno quando comparado aos
demais taxa em todas as concentragoes, principalmente na de 20,0ppm, no qual no T15 e T30
sua abundancia ultrapassa 40% (Figura 3 e 4). Tal fato, também é not6rio ndo s6 com
fenantreno, mas também com outros contaminantes como metais (MILLWARD e GRANT,
1995), além de outros hidrocarbonetos como fluoranteno e pireno (LOUATI, Hela e colab.,
2015; MAHMOUDI e colab., 2005) este fato pode ser explicado devido ao tdxon nematoda ser
extremamente diverso, quanto a modos de reproducdo e alimentagdo, possibilitando, deste
modo, um leque de oportunidades frente a mudancas no ambiente o que fornece aos mesmos,
uma maior vantagem em relacéo aos demais taxa das comunidades. Além disso, 0 sucesso dos
nematoides também corrobora com a ideia de que algumas espécies de nematoides,
possivelmente criaram um mecanismo (metabolicos) de resisténcia para enfrentar a
contaminacdo por HPA’Ss, facilitando assim, sua densidade em ambientes disponiveis a
estresses (LOUATI, Hela e colab., 2014; NAIDOO, 2015).

Embora nos copépodas ja foram observados diversos efeitos em relagédo as diferentes
concentracdes de fenantreno como: queda brusca na abundancia total em 13,36 ppm de
fenantreno (EVANS e NIPPER, 2007), efeito narcotico evidenciado pela falta de mobilidade
em 48h de exposicdo (BARATA e colab., 2005), bioacumulacdo no corpo atingindo estagio
estacionario em 96h de exposicdo (JENSEN e colab., 2012) e até o desaparecimento dos
mesmos em concentracfes extremamente altas (100ppm) de fenantreno (LOUATI, Hela e
colab., 2014). No presente estudo, copepodas apresentaram um aumento na abundancia relativo
no T15 mesmo na maior concentracdo. O atual resultado pode ser relacionado ao seu poder de
motilidade e de habitar a regido epibentdnica, fugindo assim, de uma exposicdo mais severa
como entre os graos de sedimento, porém essa exposicdo mesmo que reduzida pela fuga
epibentdnica, se torna inevitavel pelo periodo experimental corroborando com a ideia de que,
mesmo 0s copepoda reduzindo sua exposi¢do, quando 0 mesmo é exposto durante um longo
periodo de tempo esta exposicdo se torna negativa, causando efeitos como a reducdo da
abundancia total (VINCX e HEIP, 1991) como foi visto no T30.

Em relacdo ao taxon oligochaeta, 0 mesmo apresentou uma reducao nas duas maiores
concentragdes (10,0 e 20,0ppm) durante o T15 tendo o0 aumento da abundancia relativa durante
0 T30, mostrando assim, uma possivel resiliéncia do tdxon. Resultado semelhante ja foi visto,
onde, os mesmo, demonstraram resilicencia a um outro HPA’S (antraceno), durante 20 a 40

dias de exposigdo (SAID e colab., 2015), um outro estudo mostra que 0 mesmo, é capaz de
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metabolizar alguns HPA’Ss como o Pireno, causando primeiramente um reducdo de sua
densidade e logo em seguida uma acréscimo do mesmo, mostrando assim a resiliéncia do
organismo (MAENPAA e colab., 2009). Estudos com oligochaeta e fenantreno ainda sio raros,
porém um estudo realizado mostra que a concentracao letal que mata 50% da populacdo (LC50)
de uma espécie de oligochaeta (Limnodrilu shoffmeisteri) é de 297,5ppm (LOTUFO e
FLEEGER, 1996) concluindo que as concentrac6es do presente estudo podem ser relativamente
baixas para alguns grupos de oligochaeta o0 que pode explicar sua resiliéncia no experimento,
porém é necessario estudos mais aprofundados com diferentes familias e espécies para real

toxidade do fenantreno em diferentes concentra¢des nos Oligochaetas.

4.5 Dissimilaridade da fauna exposta a diferentes concentragdes de fenantreno em
temperatura ambiente 25°C

Embora a dissimilaridade da fauna ndo apresente um padrdo de aumento de acordo com
0 aumento das concentracdes, em todas os tratamentos o efeito permaneceu direcional, ou seja,
0s taxa mais raros foram os mais afetados pelas diferentes concentracdes, esse resultado
também é visto em outros estudos de microcosmos onde normalmente os taxa mais raros
tendem a sofrer um efeito maior ao estresse (Louati et al., 2015; Said et al., 2015; Vafeiadou et
al., 2018) levando até o desaparecimento de alguns taxa. Este fato corrobora com a ideia de que
taxa mais raros podem ser 60timos bioindicadores de impactos ambientais (SANTOS, Anna
Carolina Chaaban e colab., 2018).

4.6 Efeito das diferentes temperaturas sob a fauna
4.6.1 Respostas na densidade total da meiofauna a diferentes temperaturas

Houve uma queda na densidade total em todos os tratamentos no T15, demonstrando
um provavel adaptacdo as condi¢des do experimento, sendo este, ja visto em outro estudo com
microcosmo (SANTOS, Anna Carolina Chaaban e colab., 2018). Todavia, essa adaptacéo se
mostrou temporario, tendo em vista que algumas temperaturas reestabeleceram a sua densidade
total no T30, mostrando assim, o0 reestabelecimento das densidades nos controles e o efeito do
estresse térmico nos tratamentos.

Ainda sobre a densidade total da fauna, o sucesso da temperatura 25°C no presente
experimento com maiores densidades tanto no T15 quanto no T30, corrobora com a ideia de
que esta, € uma temperatura favoravel a fauna existente, uma vez que a mesma é a temperatura
média encontrada na area de coleta. Além disso, ndo houve alteracdo da temperatura entre o

periodo de estabilizagdo e a montagem do experimento, o que contribui para o sucesso da fauna



49

neste tratamento. Levando em consideracdo que o sucesso dos grupos da meiofauna, em relagéo
ao estresse da temperatura varia de acordo com o ambiente em que 0s mesmos estdo adaptados
(HOPPER e colab., 1973).

Em relagdo as temperaturas de 30°C 32°C e 35°C estas obtiveram densidades baixas
quando comparados com o0 25°C e 28°C nos dois tempos (T15 e T30). Este resultado, corrobora
com (Vafeiadou et al., 2018) ao qual a densidade da meiofauna também foi reduzida quando a
fauna foi exposta a uma temperatura de 32°C constante. Esta queda da densidade pode ser
relacionada ao fato de que, a medida que as temperaturas se aproximam-se dos limites gEsteue
suportam a reproducéo, os ciclos de vida tornam-se rapidamente alongados, reduzindo assim
sua densidade no ambiente (HOPPER e colab., 1973).

4.6.2 Respostas da estrutura da comunidade da meiofauna a diferentes temperaturas.

A diferencga significativa na estrutura da comunidade no cruzamento dos tratamentos em
relacdo aos tempos, aponta que a estrutura da fauna foi afetada de acordo com as diferentes
temperaturas ao longo do tempo. Este resultado também corrobora com outro estudo ao qual a
estrutura da fauna também foi afetada de acordo com diferentes temperaturas (Vafeiadou et al.,
2018), reduzindo e desaparecendo alguns taxa em temperaturas maiores como em 32°C. A
correlacdo positiva demonstrada pelos vetores dos taxa nematoda, priapullida, ostacoda, e acari
com as menores temperaturas (25°C e 28°C), apontam que estes taxa apresentam uma afinidade
maior com as temperaturas mais baixas do que com as demais. Este resultado pode estar
atrelado ao fato de que estas, sdo temperaturas ja encontradas no ambiente de coleta ja havendo
a adaptacdo dos grupos a estas temperaturas. Outro trabalho também demostrou que 0s grupos
da meiofauna tendem a ter um melhor desenvolvimento em temperaturas ja por elas adaptadas,
e que com aumentos da temperatura relativamente baixos, ainda ha variacdo na estrutura da
fauna (SARMENTO e colab., 2017).

4.6.3 Efeitos das diferentes temperaturas na abundancia relativa, riqueza e equitabilidade

Em relacdo a abundancia relativa, o taxon Nematoda foi o tdxon mais abundante em
todas as temperaturas, tendo sua densidade aumentada com o aumento das temperaturas tanto
no T15 quanto no T30 (Figura 7 e 8), entretanto o que chama mais atencdo € o fato de os
nematoides possuirem maior abundancia na maior temperatura (35°C). Um estudo realizado
afirma que géneros de nematoides Diplolaimelloides, Litoditis, Diplolaimella, Ocellata,

Enoplus, Oncholaimus e Haliplectus apresentam seus ciclos de vida mais curtos com o
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aumento da temperatura aumentando assim, suas densidades, porém, a medida que as
temperatura se aproximam dos limites que suportam a reproducéo, os ciclos de vida tornam-se
alongados (HOPPER e colab., 1973) ndo corroborando com outros trabalhos que afirmam que
medida que as temperaturas se aproximam dos seus limites em relacéo a reproducéo os ciclos
de vida sdo mais curtos (MOENS, Tom e VINCX, 2000b; VAFEIADOU e CHINTIROGLOU
e colab., 2018). Entretanto, é importante salientar que os géneros podem apresentar limites de
reproducdo diferenciado quando se trata de toleréncia a diferentes temperaturas, o que pode
ocasionar divergéncia quanto a reproducdo dos géneros num mesmo experimento, ou seja,
enquanto algumas espécies estdo no seu limite de reproducdo, aumentando seu ciclo de vida,
outros, mais resistentes, permanecem reproduzindo, aumentando assim, a abundancia total na
fauna, este fato pode levar ao desaparecimento ou reducdo de espécies menos tolerantes, o que
influencia diretamente na riqueza e equitabilidade da nematofauna no ambiente.

Neste estudo, diferenca significativa na riqueza e equitabilidade de acordo com as
diferentes temperaturas, ao qual alguns taxa como tardigrada, gastrotricha, polychaeta e
oligochaeta apresentaram sua abundancia relativa reduzida ou extintas com o aumento das
temperaturas, corroborando com um trabalho atual no qual os mesmos foram expostos a
temperatura constante de 32°C, havendo também, a reducdo e desaparecimento dos mesmos
apos 30 dias (Vafeiadou et al., 2018), vale salientar que em ambos os trabalhos, as densidades
destes taxa eram relativamente pequena o que pode ter corroborado com a reducdo dos mesmos
no ambiente levando desaparecimento de alguns taxa ao final do experimento.

Em relacdo ao taxon Tardigrada, um estudo mostrou que 0s mesmos tendem a resistir
a choques térmicos com limite de tolerancia até 33°C (REBECCHI e colab., 2009), porém, os
mesmo foram expostos por um curto periodo de tempo (24h), mostrando assim, apenas um
resultado prévio da resisténcia dos tardigradas a altas temperaturas. No presente estudo, houve
a vantagem do tempo com o experimento de duracdo de 30 dias ao qual foi visto o efeito no
taxon Tardigrada a longo prazo.

Taxa como Nematoda, Copepoda, Ostracoda e Turbellaria, obtiveram sucesso na
abundancia relativa mesmo com o aumento da temperatura corroborando com outro trabalho(
Vafeiadou et al., 2018). Um outro fator que pode esta relacionando ao sucesso dos taxa aqui
citados, € a competicdo por espaco e recursos, onde, a medida que 0s taxa menos resistentes ao
estresse sdo extintos, favorecem espécies tolerantes como os taxa Nematoda e Copepoda
(LOUATI, Hela e colab., 2014)., os mesmos, aproveitam-se de recursos e ampliam seu nicho (

Vafeiadou et al., 2018) ocasionando sua dominancia no ambiente.
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Em relacdo ao sucesso do tdxon Copepoda, 0 mesmo se mostrou extremamente
resiliente, uma vez que no T15 abundancia relativa diminui consideravelmente, entretanto, no
T30 a partir de 28°C abundancia relativa aumenta significativamente. Este resultado também a
outro estudo, ao qual, quando expostos no T15 houve a reducdo da abundancia relativa dos
copépodas, havendo o aumento dos mesmos no T30 (Vafeiadou et al., 2018). A partir destes
resultados pode-se afirmar que alguns copépodas sdo organismos resilientes quando se trata de

temperaturas mais elevadas.

4.6.4 Dissimilaridade da fauna exposta a diferentes temperaturas

Embora a dissimilaridade da fauna ndo apresente um padrdo de aumento de acordo com 0
aumento das temperaturas, em todas os tratamentos o efeito permaneceu direcional, causando
efeitos maiores nos grupos menos abundantes nas comunidades podendo levar até o
desaparecimento dos mesmos. Este fato pode contribuir para estudos ambientais utilizando a
meiofauna, uma vez que, o desaparecimento de taxa mais raros, pode indicar impactos
ambientais no ambiente (SANTQOS, Anna Carolina Chaaban e colab., 2018).

4.7 Exposicao da meiofauna a diferentes concentragdes de fenantreno em temperatura 35°C

4.7.1 Respostas na densidade total da meiofauna a diferentes concentracdes de fenantreno em
35°C

A queda da densidade total no T15 sem o reestabelecimento da fauna em nenhuma das
concentracdes no T30 foi uma resposta antagdnica ao visto nas mesmas concentragdes com a
temperatura encontrada no ambiente de 25°C (Figura 1), onde, nas menores concentracdes foi
visto a reestabilizacdo da fauna. O experimento aqui citado também foi antagbnico ao
experimento de temperatura onde mesmo em 35°C houve um aumento da densidade total da
fauna no T30 (figura 5). Esses resultados fortalecem a ideia de que efeitos combinados de
contaminantes com aumento da temperatura podem ser mais prejudiciais para 0s organismos
do que quando vistos separadamente intensificando assim, seu efeito na fauna (SCHIEDEK e
colab., 2007).

4.7.2 Respostas da estrutura da comunidade da meiofauna a diferentes concentracoes de
fenantreno em 35°C.

Na estrutura da assembleia da meiofauna, a concentragdo de 5,0ppm assemelhou-se

mais com as concentracGes de 10,00 e 20,00ppm do que com as concentra¢Ges mais baixas
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(Figura 10), resposta antagbnica ao que foi visto no experimento apenas de fenantreno (Figura
2) onde a concentracdo de 5,0 ppm mais se assemelhou com as menores concentragfes. Este
resultado reforca a ideia de que mesmo em concentragcdes onde ndo haveria modificagdes da
estrutura da fauna se utilizado temperaturas menores, com temperaturas maiores, a estrutura é
afetada. Este reforca a ideia de que, 0 aumento da temperatura pode aumentar a toxicidade do
contaminante levando ao agravamento de seus efeitos em organismos (NOYES e colab., 2009).
Vale ressaltar que mais estudos devem ser realizados com efeitos somados, afim de obter
repostas mais detalhadas dos efeitos combinados também em outros grupos taxondmicos.

4.7.3 Efeitos das diferentes concentragfes de fenantreno na abundancia relativa, riqueza e
equitabilidade da meiofauna em 35°C

Os efeitos combinados das diferentes concentracbes de fenantreno com o aumento da
temperatura tambem resultaram na reducdo da riqueza e equitabilidade com a reducdo ou
desaparecimento de taxa como priapullida, tardigrada e gastrotricha ao final do experimento.
Este resultado corrobora com o0s experimentos vistos em 3.3.1 (Fenantreno) e 3.3.2
(Temperatura) ao quais 0s mesmos taxa reduziram ou desapareceram em diferentes
concentracdes e em diferentes temperaturas incluindo 35°C, mostrando que, 0S mesmos ndo sao
resistentes a nenhum dos dois fatores nem separadamente nem em efeitos combinados. Este
fato assemelha-se com outros estudos que mesmo tendo os efeitos da temperatura (Vafeiadou
et al, 2018) e do fenantreno (LOUATI, Hela e colab., 2014) separadamente, 0S mesmos
também apresentaram reducéo nas suas densidades. Vale salientar que, estes taxa apresentaram
densidades baixas em todos 0s experimentos o que pode ter influenciado ndo s6 em sua reducao
mas também no seu desaparecimento nos experimentos.

Em relacdo ao taxon Ostracoda, que embora no experimento de Fenantreno (3.3.1),
quanto no de Temperatura (3.3.2), resistiu a todas as concentracdes e todas as temperaturas
quando o estresse foram combinados, na maior concentracdo, 0 mesmo desapareceu
corroborando com a ideia de que a condicdo a ele submetida no presente experimento € a
condicdo limite para o taxon havendo ainda a necessidade de mais estudos em rela¢do a sua
resisténcia a estresses.

Na abundancia relativa, o taxon copepoda, aumentou sua densidade com o aumento das
concentracdes superando até mesmo o taxon nematoda a partir de 1,0ppm. Este fato fortalece
a ideia de que, quando submetido a alguns estresses, 0s copepodas tendem a usar toda sua

energia ndo no seu crescimento mas sim na sua reproducéao afim de manter sua abundancia no
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ambiente (STRINGER e colab., 2012), mesmo assim, ao final do experimento, o taxa copepoda
reduziu sua densidades (20,0ppm), mostrando que, mesmo este taxon reagindo ao estresse,
apresentando uma grande abundancia relativa, em um longo periodo de exposicao os efeitos se
tornam inevitaveis (VINCX e HEIP, 1991) reduzindo assim sua densidade ao longo do tempo.
Em relacdo ao tdxon nematoda a reducdo da sua abundancia a partir de 1,0ppm mostra

que o mesmo foi fortemente afetado aos efeitos combinados da temperatura e fenantreno, a
reducdo da sua abundancia relativa nas concentracdes pode ter favorecido, a outros taxa como
turbellaria e copepoda, aumentando assim a abundancia dos mesmos. Embora a Abundéncia
relativa do taxon Nematoda tenha caido com o efeito do presente experimento, 0 seu
reestabelecimento na maior concentracdo adquirindo cerca de 50% do total na fauna mostra que
0 mesmo ainda € mais resistente em relagdo aos estresses a ele expostos. Porém é de suma
importancia saber quais géneros sdo responsaveis por esta queda e reestabelecimento do taxon
relacionado a estresses combinados, tendo em vista que embora para tdxon a abundancia
relativa tenha aumentado, ndo se sabe as modificacbes causadas internamente no taxon

(variacOes da diversidade, riqueza e equitabilidade).

4.7.4 Dissimilaridade da fauna exposta a diferentes concentracdes de fenantreno em 35°C

Embora a dissimilaridade da fauna ndo apresente um padrdo de aumento de acordo com
0 aumento das concentragdes de fenantreno, seu efeito permaneceu direcional, afetando os taxa
mais raros. A mudanca na lideranca na contribuicdo da similaridade de nematodas para
copépodas nas concentracbes de 1,0, 2,5 e 5,0ppm pode ser explicada pelo fato de que
copépodas dominaram estas concentracGes aqui citadas, o que levou a sua lideranca na

contribuicdo da similaridade da fauna.

4.7.5 VariacGes dos fatores abidticos

Em relacdo as variacbes dos fatores abidticos, a pouca variacdo em todos o0s
experimentos aqui realizados, da matéria do teor de orgéanica da (MOT), dos tamanhos de gréo,
PH, de todas as réplicas em todos os tratamentos contribuiram para o sucesso do presente
experimento, tendo em vista que estes fatores quando variam significativamente nos
experimentos, podem causar a perda total do mesmo (SANTOS, Anna Carolina Chaaban e
colab., 2018). O sucesso do presente experimento durante os 30 dias, também nos mostra que

o0 design experimental utilizado pode ser considerado vantajoso em relacdo a outros tipos de



designs que s6 aeram a parte superior do sedimento podendo causar hipdxia ou até mesmo

indxia do experimento (Vafeiadou et al., 2018).

5 CONCLUSAO
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O presente estudo experimental expds a comunidade da meiofauna a
diferentes concentragfes de fenantreno, diferentes temperaturas e os efeito combinados de
diferentes concentragdes com sua temperatura aumenta. Com o experimento de fenantreno
obteve-se mudancas na densidade e estrutura da fauna, além de reducdo da riqueza e
equitabilidade de acordo com o aumento das concentraces. No experimento de temperatura
também houve a reducdo das densidades e diferencas na riqueza e equitabilidade com o
aumento das temperaturas, porém, a estrutura da fauna ndo foi modificada, afetando assim,
ostaxa de forma igualitaria. Ja no experimento com concentracdes de fenantreno submetida
a temperatura mais elevada, obteve-se a reducdo das densidades totais sem seu
reestabelecimento até o final do experimento, diferencas na riqueza e equitabilidade alem
da extincdo de alguns taxa mesmo em concentragdes consideradas baixas (quando
comparadas ao estudo apenas com fenantreno), o que comprova a gravidade da juncédo dos
fatores. Com isso pode-se concluir que o aumento da temperatura pode potencializar o efeito
do fenantreno nas comunidades da meiofauna, levando a quedas de suas densidades totais
sem seu reestabelecimento, modifica¢fes na estrutura da fauna além da reducéo e extincao
de grupos que nao seriam reduzidos ou extintos quando expostos apenas por um dos fatores
(Fenantreno ou Temperatura), mostrando assim a gravidade da juncéo de aguecimento com
a contaminacgdo que ocorre no ambiente. Também é importante salientar a necessidade de
mais estudos acerca destes efeitos somatdrios (contaminagdo e aumento da temperatura),
com mais contaminantes e diferentes temperaturas afim de aumentar nosso conhecimento a
respeito de como outros contaminantes afetam a meiofauna quando somados com diferentes

temperaturas.
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2.2. ARTIGO 2.

EFEITOS DO FENANTRENO NA POPULACAO DO NEMATOIDE DE VIDA-LIVRE
DIPLOLAIMELLOIDES DELYI (ANDRASSY,1958) E SUA POSSIVEL
POTENCIALIZACAO COM O AUMENTO DA TEMPERATURA

RESUMO

O fenantreno é um dos HPA’s mais encontrados no ambiente marinho, apresentando
lipoafinidade e alta persisténcia ambiental, 0 mesmo tende a decantar para 0 meio benténico,
causando efeitos em diversos organismos ali presente como os nematoides, esses efeitos, podem
ser agravados com o aumento datemperatura. Logo, o presente estudo investiga mudangas nos
parametros populacionais de uma especie de nematoide sob diferentes concentracGes de
fenantreno, assim como sua possivel potencializacdo e incremento com o aumento da
temperatura. O fenantreno se mostrou toxico para os nematoides da espécie Diplolaimelloides
delyi modificando seu crescimento populacional a partir da concentracéo de 1,0 ug mL™?, seus
tempos de desenvolvimento e fecundidade foram afetados a partir da concentracéo de 2,5 g
mL?. Esses efeitos se mostraram potencializados com o aumento da temperatura, causando
mortalidade em 100% da populacdo, fato que ndo ocorre nessas mesmas concentracfes em
interaca® com a menor temperatura testada com isso, conclui-se que, 0 aumento da temperatura
potencializou o efeito do fenantreno nos parametros populacionais dos nematoides da espécie

diplolaimelloides delyi.

Palavras-Chave: Ecotoxicologia, Fenantreno, Temperatura, Nematoda, Potencializacéo.

ABSTRACT

Phenanthrene is one of the HPA’S's most found in the marine environment, presenting lipid and
high environmental persistence, which tends to decant to the benthic environment, causing
effects in several organisms present as the nematoids, these effects can be aggravated with the
increase of temperature. Therefore, the present study investigates changes in the population
parameters of a nematode species under different concentrations of Phenanthrene, as well as its
possible potentiation and increase with increasing temperature. Phenanthrene was shown to be

toxic to the nematodes of the Diplolaimelloides delyi species, modifying their population
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growth from the concentration of 1.0 pug mL-1, their development and fecundity times were
affected fromthe concentration of 2.5 pg mL-1. These effects were potentiated with the increase
in temperature, causing mortality in 100% of the population, a fact that does not occur in these
same concentrations in interaction with the lower temperature tested with this, it is concluded
that, the increase of temperature potentiated the effect of Phenanthrene in the population
parameters of the nematodes of the species diplolaimelloides delyi.

Keywords: Ecotoxicology, Phenanthrene, Temperature, Nematoda, Potentiation.

1 INTRODUGAO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA’s) sdo um grupo de poluentes
bastante encontrado no ambiente marinho liberados de diversas formas nos oceanos atraves de:
descargas industriais; derrames acidentais; exploracdo de gas e oOleos (YE e colab., 2007),
podendo ser encontrados até em ambientes extremos como na Antartica atraves de naufragios,
navios encalhados entre outros (STARK e colab., 2017).

Coma liberacdo de HPA’s em todos os ecossistemas marinhos, pesquisadores a decadas
tentam entender quais problemas estes compostos podem trazer para estes ambientes
(CERNIGLIA, 1993; STRINGER e colab., 2012). Em resposta a este questionamento, foi-se
descoberto que, esses compostos, provocam impactos negativos aos organismos marinhos,
através de mudancas fisioldgicas e metabolicas, causando problemas em seu desenvolvimento
e sobrevivéncia (ALVES e colab., 2017; ENGRAFF e colab., 2011; LOUATI, Hela e colab.,
2014; NAHRGANG e colab., 2013; REN, Shijin, 2002). Além disso, também afetam a
abundancia e biomassa desses organismos (HAEGERBAEUMER e colab., 2018) podendo
bioacumular em concentracfes que ndo sdo permitidas (SOJINU e colab., 2019) e
subsequentemente levar a problematicas ainda maiores nos organismos e cadeia trofica.

Um desses HPA’Ss € o fenantreno, sendo um dos mais encontrados no ambiente marinho
(CERNIGLIA, 1993), apresentam alta lipoafinidade, alta persisténcia ambiental (STRINGER
e colab., 2012), exibindo também, alto poder mutangénico em diversos organismos (LOUATI,
Hela e colab., 2014). Ja se foi constatado estudos acerca do fenantreno em alguns organismos
marinhos, analisando sua toxicidade como em DaPhnia, alterando seu desenvolvimento
(Frydkjeer et al., 2017), Amfipodas, alterando seu comportamento (Gauthier et al., 2016) e
Copépodas, alterando sua reproducéo (LOUATI, Hela e colab., 2014).
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Embora os HPA’Ss, incluindo o fenantreno ja demonstre efeitos bastante negativos para
diversos organismos marinhos, esses efeitos podem ser agravados quando somados com outros
impactos como o aumento da temperatura (SCHIEDEK e colab., 2007). O aumento da
temperatura global vem criando impactos em grande escala aos ecossistemas marinhos (IPCC,
2014). Estudos realizados nos Gltimos anos estimam que a temperatura da superficie do mar
aumentard de 1 °C até 4 °C até o final do século 21 (COLLINS e colab., 2013; IPCC, 2014).
Isso influencia negativamente os nichos das espécies levando grandes distarbios nas
comunidades marinha (DANOVARO e colab., 2001; VAFEIADOU e CHINTIROGLOU e
colab., 2018), bem como afetando interacdes interespecificas, assim como também a aptiddo
das espécies (DE MEESTER e colab., 2015) gerando um efeito assolador para o ecossistema
com reflexo na populagdo humana (ROSENZWEIG e colab., 2008).

Embora ja se tenha a conscientiza¢do de que os HPA’s e o aumento da temperatura
ocorrem simultaneamente no ambiente, o numero desse tipo de investigacdo € bastante escasso
(LAETZ e colab., 2014; ZEBRAL e colab., 2019), havendo a necessidade de estudos com esta
interacdo, para assim, ter um melhor entendimento e representacdo de como os efeitos
simultaneo dos HPA’s e aumento da temperatura afetam atualmente os organismos marinhos a
nivel populacional e de comunidades (NADAL e colab., 2015).

Para analise dos impactos de contaminagdo por HPA’s, aumento da temperatura ¢ a
interacdo entre eles, a nematofauna apresenta ser um filo ideal e bastante vantajoso para tais
estudos, uma vez que estes, sdo organismos intertidais e meiofaunais (vivem entre os grdo de
sedimento), com baixa motilidade (ficando em contato direto com o contaminante), facilmente
encontrados e mais abundantes em comunidades bent6nicas, onde através do seu contato direto
com particulas dissolvidas na agua e pela sua cuticula semipermeavel, oferecem O6timas
possibilidades de interpretacdo das condicdes ecoldgicas do ambiente, além de ser facilmente
cultivados em laboratério (MOENS, Tom e colab., 2013). Estes organismos ja foram utilizados
como modelos em estudos de ecotoxicologia (GUTIERREZ e colab., 2016; MARTINEZ e
colab., 2018; MONTEIRO e colab., 2014), e fatores abidticos como temperatura (MOENS,
Tome VINCX, 2000a; VAFEIADOU e CHINTIROGLOU e colab., 2018) legitimando que sua
utilizacdo para entender mudancas no ecossistema marinho é extremamente Util.

Estudos anteriores ja foram feitos utilizando o fenantreno como um fator prejudicial ao
meiobentos marinho no geral (LOUATI, Hela e colab., 2014; STRINGER e colab., 2012).
Todavia, efeitos causados pelo fenantreno numa populagcdo de nematoides analisando seu

crescimento populacional e parametros embrionarios ainda ndo foram realizados, muito menos,
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a possivel potencializacdo desses efeitos através do aumento da temperatura. Com isso, 0
objetivo do presente trabalho € analisar mudancas nos parametros populacionais de uma espécie
de nematoide sob diferentes concentracbes de fenantreno, assim como sua possivel
potencializagéo e incremento da letalidade com o aumento da temperatura. Subsequentemente
espera-se que: Hi- haverd uma diferenca significativa no crescimento populacional e
parametros embrionarios dos nematoides marinhos, ocasionados pelas diferentes concentragdes

de fenantreno; Hi.1- € que seu efeito seré potencializado através do aumento da temperatura.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Planejamento experimental dos diferentes experimentos

Para obtencdo dos resultados, foram realizados 3 experimentos de microcosmos. O
primeiro experimento foi feito apenas com diferentes concentracdes de fenantreno exposto a
uma temperatura de 25°C (para indicacdo do efeito do contaminante), o segundo com diferentes
temperaturas (para indicacdo apenas do efeito da temperatura), e o terceiro com diferentes
concentracdes de fenantreno assosciados a duas temperaturas (30°C e 32°C) mais elevada para

andlise dos efeitos combinados (Fenantreno + Temperatura).

2.2 Area de realizacio da coleta

A coleta foi na praia do Cupe que fica localizada na cidade de Ipojuca —PE (8°27'29.4"S
34°59'03.2"W) onde realizou-se uma raspagem do sedimento superficial, a uma profundidade
ndo maior que 2 cm. Apds a coleta o sedimento foi levado diretamente ao laboratério onde
subsequentemente, foi utilizado na montagem de indculos seguindo protocolo pré-estabelecido
(Moens, t. and Vincx, 1998) e apds duas semanas, fez-se culturas para o isolamento (MOENS,
Tom e VINCX, 1998) da espécie escolhida, sendo todos os individuos utilizados nos

experimentos provenientes destas culturas.

2.3 Escolha da espécie utilizada como biomodelo

A espécie escolhida para o presente estudo foi Diplolaimelloides delyi que apresentou
uma grande abundancia em todos os indculos realizados anteriormente. O género
Diplolaimelloides é constituido de oportunistas que habitam macrofitas em ambientes
litordneos com temperaturas semelhante as de ambiente tropical, e como outros da familia
Monhysteridae, também podem ser encontrados em sedimento. Diplolaimelloides alimenta-se
basicamente de bactérias, todavia, pequenos protistas também podem fazer parte da sua

alimentacdo (MOENS, Tom e VINCX, 1997). Embora poucos estudos sejam feitos com a
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presente especie (NEWELL e colab., 1981; VAN GAEVER e colab., 2009), este género €
bastante utilizado como biomodelo, sendo utilizado em experimentos relacionados a
temperatura e salinidade (MOENS, Tom e VINCX, 2000a), alimentacdo (DOS SANTOS, GA
P e colab., 2008) e contaminagdo, como com metais pesados (BOGAERT e colab., 2000;
NASIRA e colab., 2010). O uso da espécie escolhida no presente trabalho amplia o leque de

espécies do género Diplolaimelloides utilizada como biomodelo.

2.4 Preparacdo do cultivo experimental

2.4.1. Elaboragdo do meio de cultivo experimental

Para a elaboracdo do agar experimental misturou-se 1L de agua destilada, onde se
acrescentou-se sal marinho da Instant Ocean até a obtengéo de salinidade a 25, logo apos foi
adicionado 6g de agar bacteriologico, em seguida, a mistura foi homogeneizada e autoclavada
( Moens and Vincx, 1998). Logo apos o agar foi enriquecido com 100pl de colesterol, pois
nematoides ndo conseguem sintetizar esteroides quando sua Unica fonte de alimento sdo
bactérias (VANFLETEREN, 1980).

2.4.2 Exposicao da espécie Diplolaimelloides delyi a diferentes concentracdes de fenantreno
em temperatura ambiente (25°C)

2.4.2.1 Fenantreno e solvente

O fenantreno utilizado (98% de pureza, Sigma Aldrich) foi diluido com acetona 99% de
pureza. Um experimento piloto foi realizado e seus dados experimentais (ndo publicados),
mostraram que a concentracdo de acetona utilizada como solvente nao trouxe efeitos toxicos

significativos na populacdo de D.delyi em relacdo ao controle.

2.4.2.2 Montagem das placas

O experimento foi realizado em placas de Petri de 5 cm de diametro com 5 ml de &gar
bacteriolégico, cada placa com uma salinidade de 25 como descrito em (Moens and Vincx,
1998). As concentracGes foram estabelecidas através de uma solucdo estoque (200ppm) de
fenantreno e acetona misturados ao agar em cada placa. As placas foram cuidadosamente
homogeneizadas no intuito de obter a homogeneidade das concentragdes em todas as placas.

Ao fim da preparacdo das placas obtiveram-se as concentracgdes de: Controle (sem
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contaminante), Controle do solvente (50ul), 0,1 ug mL™?, 1,0 pg mL?, 2,5 pug mL*, 5,0 ug mL-
110,0 ug mL™ e 20,0 ug mL* com 4 réplicas para todas as concentragdes totalizando 32 placas
em todo o experimento. O gradiente de concentracOes foi baseado em estudos de analises de
fenantreno encontrados em sedimento e agua (MACDONALD, Donald D e colab., 2000;
MCCREADY e colab., 2006).

2.4.3 Exposicédo da espécie Diplolaimelloides delyi ao aumento da temperatura

2.4.3.1. Montagem das placas

O experimento foi realizado em placas de Petri de 5 cm de didmetro com 5ml de &gar
bacteriolégico cada placa com uma salinidade de 25 ( Moens and Vincx, 1998), sem a utilizagédo
de contaminacdo. As placas foram depositadas em incubadoras com temperaturas reguladas
com controladores eletrénico com precisdo de + 1°C, no total 5 temperaturas foram utilizadas,
temperaturas normalmente encontradas no ambiente da coleta 25°C, 28°C, 30°C e duas
temperaturas acima da temperatura ambiente 32°C e 35°C simulando um possivel cenario de
aquecimento ambiental dos proximos 100 anos (IPCC, 2014). Todos os tratamentos com 4

réplicas, totalizando 20 placas em todo o experimento.

2.4.4 Exposicao da espécie Diplolaimelloides delyi a diferentes concentracdes de fenantreno
com aumento da temperatura (30°C e 32°C)

2.4.4.1 Montagem das placas

O experimento com efeito combinado fenantreno e temperatura mais elevada, tambem
foi realizado em placas de Petri de 5 cm de diametro com 5ml de agar bacteriologico (Moens
and Vincx, 1998). A temperatura escolhida foi a maxima encontrada no local de coleta (30°C),
assim como também uma outra temperatura de 32°C, com o objetivo de simular o aumento da
temperatura global. As concentracdes finais foram as mesmas e estabelecidas igualmente ao
experimento apenas com fenantreno (Topico 2.4.2.2). Todas as concentracGes obtidas
apresentaram 4 réplicas totalizando 32 placas por experimento. As placas foram mantidas em

camaras com temperatura controlada de 30°C.

2.5 Pré-selecdo e limpeza dos nematoides

A pré-selecdo e limpeza dos nematoides sdo realizadas extraindo machos e fémeas

gravidas de D. delyi de culturas pré-existentes através de uma agulha de tungsténio e mantidos
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em agua do mar estéril por 2 horas para amenizar a transferéncia de bactéria vinda do cultivo
nos experimentos, de toda forma os experimentos foram realizados com agar pobre em
nutrientes o que também ajuda a manter o crescimento bacteriano menor possivel e assim ndo

interferindo na resposta experimental.

2.6 Processamento de montagem dos experimentos realizados

Os nematoides foram retirados da agua do mar com a ajuda da agulha de tungsténio e
transferidos para uma gota (100 pl) de agua do mar artificial estéril na superficie do agar,
evitando o contato da agulha com a superficie, desta forma reduzindo a formacdo de
sulcos/danos na superficie do agar, prevenindo que 0s experimentos tenham uma possivel
contaminagdo através de fungos ou bactérias. Foram inoculados 10 machos e 10 fémeas em
cada placa de Petri de cada experimento. As contagens foram realizadas a cada 2 dias durante
um periodo de 30 dias. A alimentacdo dos nematoides foi feito a cada 15 dias com a adi¢éo de

50 pl de Escherichia coli 3x10%° mI* morta e descongelada.

2.7 Analise de dados

Os parametros populacionais (Quadrol), foram calculados pelo Excel 16. A populacéo
de adultos foi calculada pelo somatorio da populacdo de machos + populacdo de fémeas. Os
calculos dos parametros de tempo de desenvolvimento total (TDT), tempo de desenvolvimento
pré-embrionario (TDPRE), tempos de desenvolvimento pos-embrionario (TDPE), proporgédo
sexual, fecundidade diaria e fecundidade total, todos seguiram a metodologia descrita em
Moens and Vincx (2000) (Tabela 1).

A analise de crescimento populacional de adultos, juvenis e ovos foi realizada através
da area sob a curva (ASC) utilizando o programa Sigmaplot V.12.5, o teste de Shapiro- Wilk
foi utilizado para analisar a normalidade dos dados, indicando se 0S mesmos apresentavam ou
ndo um padrdo normal de distribuicdo. Os parametros foram analisados através do software
PRIMER v6 pelo teste ndo-paramétrico de Andlise de Variancia multivariada Permutacional
(PERMANOVA). Os dados foram baseados distancia euclidiana com 9999 permutacdes,
quando os dados apresentaram diferenca significativa (P<0,05), realizou-se comparagdo aos
pares (Pair-wise Test). O teste PERMEDISP também foi realizado para testar se a

homogeneidade foi definida pelos tratamentos ou por outros fatores.
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Tabela 1- Modo de como obter os valores dos Parametros populacionais de Diplolaimelloides delyi: Fecundidade
Total, Fecundidade diéria, Tempo de desenvolvimento total, Tempo de desenvolvimento pés-embrionario,
Tempo de desenvolvimento pré-embrionario e Proporcdo sexual. Fonte: (Moens and Vincx, 2000).

Parametros Calculo
populacionais

Numero total de ovos colocados durante todos
Fecundidade total (FT) 0s
dias experimentais.

Média do nimero de ovos postos por dia

Fecundidade diaria (FD
(FD) (Fecundidade total / X dias de experimento).

Tem - ~
émpo de Somatorio das regressdes de adultos com as
desenvolvimento total
regressoes de ovos.
(TDT) g
Tempode Subtracéo do Tempo de desenvolvimento total
desenvolvimento pos- ) L
embrionario (TDp6s) com o pré-embrionario.
Tempo de ) Subtracdo das regressdes de juvenis com as
desenvolvimento pré- .
Numero de fémeas dividido pelo nimero de
machos (valores <1 significa que a populacéo
Proporcao sexual é dominada por machos e o inverso,

populacao

dominada por fémeas).

3 RESULTADOS

3.1 Exposicdo da espécie Diplolaimelloides delyi a diferentes concentragdes de fenantreno em
temperatura ambiente (25°C)

3.1.1 Crescimento populacional da espécie Diplolaimelloides delyi exposta a
diferentes concentracdes de fenantreno

No experimento com fenantreno a 25°C, 0s ovos surgiram logo nos 2 primeiros dias de
experimento nos controles (C, CS) e nas concentragdes mais baixas (0,1, 1,0 e 2,5 pg mL™).
Enguanto em 5,0 e 10,0 ug mL?, os ovos surgiram a partir do 3°dia. Os juvenis surgiram a
partir do 6° dia nos controles (C e CS) e nas menores concentragdes de 0,1, 1,0 e 2,5 ug mL ™.

As concentracdes intermediarias para altas (5,0 e 10,0 ug mL™), juvenis surgiram de forma
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tardia a partir do 8° dia de experimento. Os adultos surgiram a partir do 16° dia nos controles
(C, CS),eem0,1, 1,0 e 2,5 ug mL™, tendo seu crescimento na concentracdo de 5.0 pg mLta
partir do 18° dia. A populacéo inicial de adultos decresceu a partir do 1° dia em 10,0 e 20,0 ug
mL1, com mortalidade total ap6s o 10° dia. Ndo foram observados ovos ou juvenis em 20,0 pg
mL™,

Para adultos, houve diferenga significativa no crescimento populacional (Pseudo-F =
2,22; p = 0,0001), ao qual, os tratamentos C, CS e 0,1 pg mL™ apresentaram um maior
crescimento populacional, seguidos de 5,0 ug mL™, 1,0 ug mL?e 2,5 ug mL*(Figura 1A),. As
duas maiores concentracdes ndo apresentaram crescimentos populacional em adultos. Em
relacdo a comparacdo entre os tratamentos, o controle formou um grupo com C, CS e 0,1 pg
mL™?, diferindo significativamente das demais concentracdes (p<0,05) e as duas concentragdes

mais altas também diferiram de todas as demais concentragdes (p<0,05).

Para juvenis, também houve diferenca significativa em seu crescimento populacional
(Pseudo-F = 13,93; p = 0,0001), sendo o tratamento com 5,0 pg mL™* o tratamento de maior
crescimento populacional seguidos de 0.1 pg mL™ e os tratamentos controles, os tratamentos
de 1,0 ug mL? e 2,5 ug mL* vieram em seguida. Para 10,0 pug mL™?, houve um leve crescimento
de juvenis, todavia 0s mesmos morreram apds 26 dias de experimento (Figura 1B). Em
comparacgdo entre os tratamentos, formou-se um grupo com os tratamentos de C, CS, 0,1 ug

mL?e 5,0 ug mL*?, variando estas das demais concentrag@es (p<0,05).

Para ovos também obtivemos diferencas significativa (Pseudo-F = 45,1; p = 0,0001)
entre os tratamentos, havendo os maiores crescimentos populacionais a partir de 16 dias nos
tratamentos de C, CS e 0,1, seguidos de 5,0, 2,5 e 1,0 pg mL™. Em 10,0 pg mL* houve o
surgimento um leve crescimento de ovos, porém todos morreram ap6s 11 dias de experimentos
(Figura 1C). Quando os tratamentos foram comparados entre si, os tratamentos de C, CS, 0,1 e
5,0 pg mL™* também variaram das demais concentrages. As duas concentragdes mais altas

também diferiram de todas as demais concentracdes (p<0,05).

A ndo diferenca significativa em adultos, juvenis e ovos dada pelo PERMEDISP
(Adulto: p = 0,704; juvenil: p = 0,40; ovo: p = 0,50) indica que a diferenca entre os tratamentos
ndo foi causada pela dispersdo. O tratamento C e o CS ndo diferiram significativamente nem
em adultos (p = 0,31) nem em juvenil (p = 0,51) nem em ovos (p = 0,14) o que nos comprova

gue o solvente ndo interferiu no respectivo experimento.
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Figura 1- Curvas ajustadas da tendéncia de variacdo das médias das abundancias em 25 °C de individuos adultos
(A), juvenis (B) e ovos (C) de Diplolaimelloides delyi ao longo do experimento no controle, controle de solvente,
e nas diferentes concentragdes de fenantreno testadas (0,1, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 yg mL?).
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3.1.2 Resposta nos tempos de desenvolvimento em populagdes da espécie Diplolaimelloides
delyi exposta a diferentes concentracdes de fenantreno em temperatura ambiente (25°C)

O tempo de desenvolvimento pré-embrionario (TDPRE) da presente espécie estudada
(Tabela 2), ndo variou significativamente entre os tratamentos (Pseudo-F = 2,2; p = 0,087), e
teve média de 3,23 £ 0,21 dias para o tratamento controle a 3,20 + 0,22 dias em uma
concentracdo de 10 pg mL?. Na concentracio de 20.0 pg mL? ndo obtivemos dados de
TDPRE, pois, nesta concentracdo, ndo ocorreu o aparecimento de ovos nem de juvenis. O
tempo de desenvolvimento pés-embrionario (TDPE) variou significativamente entre 0s
tratamentos (Pseudo-F = 3,73; p = 0,01) onde, quando Vvisto aos pares a concentracao de 5pg/ml
variou das demais concentragfes (p<0,05). O TDPE teve média de 10,19 + 0,33 dias no

tratamento controle a 12,52 + 0,22 dias na concentragéo de 5,0 ug mL™. O tempo de
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desenvolvimento total (TDT) diferiu significativamente entre os tratamentos (Pseudo-F = 6,37;
p = 0,002), quando analisado entre pares, o controle formou um grupo com os tratamentos
mais baixos (C, CS, 0,1, 1,0 ug mL™?), diferindo os mesmos dos tratamentos de 2,5 e 5,0 ug
mL (p<0,05). O TDT variou em uma média de 15,99 + 0,44 dias para o tratamento controle a
18,01 + 0,20 dias em 5,0 pg mL™. Também ndo obtivemos dados de TDPE e TDT nas
concentragdes de 10.0 e 20.0 ug mL™, pois, nessas concentragdes, ndo houve aparecimento de
adultos para a presente analise. Os valores do PERMEDISP para todos os tempos de
desenvolvimento (TDPRE: p = 0,07; TDPE: p = 0,70; TDT: p = 0,40) nos mostra que as
diferencas entre as temperaturas ndo foram causadas por disperséo
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Tabela 2- Médias e Erro Padrdo do Tempo de desenvolvimento total (TDT), Tempo de desenvolvimento pré-embrionario (TDPRE) e Tempo de desenvolvimento pds-
embrionario (TDPE) de Diplolaimelloides delyi, nas diferentes concentracdes de fenantreno a 25°C. O (*) refere-se aos parametros que diferiram significativamente do controle
(p<0,05).

Concentragbes  Controle CS OlpugmL* 10pgmL? 25pugmL*  50pgmL? 10,0 ygmL? 20,0 pgmL?

TDPRE 323+0,21 347+01 302028 276032 268+054 316x019 320%022 -
TDPE 10,19+0,33 948+0,68 99+021 939042 10,98+054 12,52+0,22* - -

TDT 1599+ 0,44 1521+047 1557+023 1572+021 17,40+051* 18,01 +0,20* - -
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3.1.3 Respostas na fecundidade diaria e total em populagc6es da espécie Diplolaimelloides delyi
exposta a diferentes concentracOes de fenantreno em temperatura ambiente (25°C)

Houve uma diferenca significativa nos tratamentos em relagdo a fecundidade diaria
(Pseudo-F =4,52; p = 0,03) onde houve uma reducéo brusca desta, entre os tratamentos de [5,0]
e [10,0]. Quando foi realizada a comparacdo entre o0s tratamentos observou-se que as
concentragdes de 2,5 e 10,0 ug mL™? obtiveram as menores fecundidades diferindo-as
significativamente dos demais tratamentos (p<0,05). A fecundidade diéria variou de cerca de
21,91 + 1,18 no controle a 0,4 + 0,07 em 10,0 ug mL™* (Tabela 3).

A fecundidade total também apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(Pseudo-F = 2,03; p = 0,04) onde 2.5 e 10 pg mL* apresentaram uma reducdo desta quando
comparado aos demais tratamentos (p<0, 05). A fecundidade total variou de 613 + 33,17 a CS
a11 +2,01 em 10,0 ug mL* mostrando mais uma vez, a reducdo de ovos causados pelo efeito
do contaminante. N&o obtivemos dados de fecundidade diaria nem total no tratamento de 20,0
ug mL* pois, os mesmos, ndo apresentaram surgimento de ovos, ocorrendo uma letalidade

subita pré- reprodutiva.

Tabela 3- Médias e Erro PadrBes da Fecundidade total e Fecundidade diaria de D. delyi, nas diferentes
concentracdes de fenantreno a 25 °C. O (*) refere-se aos parametros que diferiram significativamente de forma
estatistica do controle (p<0, 05). O (***) refere-se a falta de ovos para a presente analise.

Tratamentos Fecundidade total Fecundidade diaria

C 548 + 24,48 19,57 + 0,87

CS 513 + 33,17 2191 +1,18

0,1 591 + 29,32 21,11 +1,04
1,0 ug mL* 515+ 12,19 18,39 + 0,43
2,5ugmL? 426 + 8,61* 15,22 + 0,30*
5,0 ug mL*? 537 + 14,67 19,18 + 0,52
10,0 pg mL*: 11,00 + 2,01* 0,4 +0,07*
20,0 g mL—l *kk *kx

3.1.4 Respostas na proporc¢do sexual em populacdes da espécie Diplolaimelloides delyi exposta
a diferentes concentrac6es de fenantreno em temperatura ambiente (25°C)

A proporcdo sexual ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(Pseudo-F = 0,70; p = 0,56) tendo todos os tratamentos uma dominancia de fémeas. Todavia a
dominéncia de fémeas foi reduzida com o aumento das concentracoes (Tabela 4). As propor¢des
sexuais variaram de 1,23 + 0,11 no CS a 1,04 + 0,04 em 5,0 mL™. N&o se obteve respostas na

proporcao sexual nas concentragdes de 10,0 e 20,0 mL™ pois as mesmas ndo desenvolveram
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populacdo de adultos ao longo do experimento.

Tabela 4- Médias e erros padrdo da proporcdo sexual de D. delyi, nas diferentes concentracdes de fenantreno. O
(***) refere-se a falta de machos e fémeas para a presente analise.

Tratamentos Médias Erro padréo
C 1,14 0,09
CS 1,23 0,11
0,1 pug mit 1,22 0,02
1,0 ug mit 1,09 0,05
2,5 pg mi? 1,05 0,08
5,0 ug mlt 1,04 0,04
1010 ug ml-l *hk *kk
2010 ug ml-l kK *kk

3.2 Exposicéo da espécie Diplolaimelloides delyi ao aumento da temperatura

321 Crescimento populacional da especie Diplolaimelloides delyi exposta ao aumento da
temperatura

No experimento com temperatura aqui citado, 0s ovos surgiram a partir do segundo dia em
todas as temperaturas, 0s juvenis surgiram a partir do 6° dia nas temperaturas de 25°C, 28°C e
30°C, surgindo no 8° dia na temperatura de 32°C. Em relacdo aos adultos, os mesmos
surgiram a partir do 16° dia tanto para macho quanto para fémeas nas temperaturas de 25°C e
28°C, nas temperaturas de 30°C, 32°C os adultos surgiram entre o 17° dia de experimento. A
respeito da temperatura de 35°C, ndo houve o crescimento de juvenis e de adultos na mesma
temperatura também ndo houve crescimento populacional de adultos, morrendo todos o0s

adultos colocados no experimento a partir do 6° dia experimental.

Para adultos, houve diferenca significativa no crescimento populacional (Pseudo-F =
24,35; p = 0,0001), onde a menor temperatura, apresentou um maior crescimento populacional,
havendo a reducdo do crescimento conforme o aumento das temperaturas nos demais
tratamentos (Figura 2 A). Quando analisado entre os tratamentos, 25°C e 28°C nao variaram
entre si, com p = 0,19, porém ambas variaram em relacdo a todas as outras temperaturas
(p<0,05). A maior temperatura (35°C) também diferiu significativamente das demais

concentragdes, ndo havendo crescimento populacional nesta temperatura.

Em juvenil (Figura 2B) também houve diferenca significativa no crescimento
populacional (Pseudo-F = 29,09; p = 0,023), com a redugéo do crescimento com 0 aumento das
temperaturas. Deve-se levar em consideracdo também que o crescimento populacional de

juvenis se tornou linear estavel em todas as temperaturas a partir de 15 dias de experimento.
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Quando as temperaturas foram comparadas entre si, as temperaturas de 25°C e 28°C néo

variaram (p = 0,096), porém ambas variaram em relagdo a todas as outras temperaturas

(p<0,05).

A respeito do crescimento de ovos, houve diferenca significativa (Pseudo-F = 0,36; p =
0,0083), havendo a maior deposicdo de ovos na temperatura de 30°C, seguidos de 28°C e 32°C
(Figura 2C). A temperatura de 35°C apresentou um leve crescimento de ovos que logo sumiu a
partir do 5 dia de experimento. Quando foi realizado a comparagdo entre as temperaturas, as
temperaturas de 25°C e de 35°C diferiram das demais (p<0,05) ndo havendo diferenca

significativa entre 28°C, 30°C e 32°C (p>0, 05).

A ndo diferenca significativa em crescimento populacional de: adultos, juvenis e ovos
foi seguida de uma néo disperséo dos dados (PERMDISP; Adulto: p =0, 062; juvenil: p =0,18;
ovo: p = 0,48) ou seja, as réplicas de cada tratamento estdo mais parecidos entre si do que as

réplicas dos demais tratamentos.

Figura 2- Curvas ajustadas da tendéncia de variacdo das médias das abundancias em individuos adultos (A),
juvenis (B) e ovos (C) de Diplolaimelloides delyi ao longo do tempo (Dias) nas diferentes temperaturas estudadas
(25°C, 28°C, 30°C, 32°C, 35°C).
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322 Respostas nos tempos de desenvolvimento em populagdes da espécie Diplolaimelloides
delyi exposta ao aumento da temperatura

O tempo de desenvolvimento pré-embrionario (TDPRE) no presente experimento
(Tabela 5), variou significativamente entre as temperaturas (Pseudo-F = 4,02; p = 0,013), ao
qual houve a reducdo dos tempos de desenvolvimento com o aumento das temperaturas. Os
TDPRE apresentaram médias de 3,67 + 0,28 dias para 25°C a 2,29 + 0,29 dias na temperatura
de 32°C.

O tempo de desenvolvimento po6s-embrionédrio (TDPE) no presente experimento
apresentou uma reducdo de seu desenvolvimento com o aumento da temperatura, porém esta,
ndo foi significativa (Pseudo-F = 0,50; p = 0,63) os TDPE apresentam uma média de 10,66 +
0,19 dias para 25°C a 9,72 + 0,44 dias na temperatura de 32°C.

O tempo de desenvolvimento (TDT) variou significativamente entre as temperaturas
(Pseudo-F =4,20; p = 0,023), também com a reducdo do TDT com 0 aumento das temperaturas.
A analise entre os tratamentos apontou que as trés temperaturas menores (25°C, 28°C e 30°C)
formou um grupo diferindo significativamente (p<0,05) da temperatura de 32°C. O TDT teve
uma média de 15,33 £ 0,20 dias em 25°C e 13,55 + 0,42 na temperatura de 32°C. Nao obtivemos
dados de TDPRE, TDPE nem de TDT da temperatura de 35°C, pois nesta temperatura ndo
houve o crescimento de 0vos nem juvenis.

Os valores do PERMEDISP para todos os tempos de desenvolvimento (TDPRE: p =
0,12, TDPE: p = 0,50, TDT: p = 0,53) nos mostra que a diferenca entre as temperaturas nao
foram causadas por dispersdo o que nos mostra que as réplicas de cada tratamento estdo mais

parecidas entre si do que as réplicas entre os tratamentos.
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Tabela 5- Médias e Erro Padrdo do Tempo de desenvolvimento total (TDT), Tempo de desenvolvimento pré-
embrionario (TDPRE) e Tempo de desenvolvimento pds-embrionario (TDPE) de Diplolaimelloides delyi, nas
diferentes temperaturas. O (*) refere-se aos pardmetros que diferiram significativamente de forma estatistica do
controle (p < 0,05).

25°C 28°C 30°C 32°C 35°C

TDPRE 3,67 +0,28 3,74 + 0,30 2,5+0,39 2,29 +0,29* -
TDPE 10,66 +0,19 10,55+0,30 10,22+0,12 9,72+0,44 -
13,55 +

TDT 15,33+0,20 15,29+0,49 14,72+0,31 0.4 -

3.2.2 Respostas na fecundidade diéria e total em populacdes da espécie Diplolaimelloides delyi
exposta ao aumento da temperatura

Houve uma diferencga significativa nos tratamentos em relacdo a fecundidade diaria
(Pseudo-F = 2,31; p = 0,023), onde as temperaturas de 25°C e 35°C apresentaram as menores
fecundidades. Quando foi realizada a analise entre as temperaturas foi observado que as
temperaturas de 25°C e 35°C diferiram das demais temperaturas (p<0,05). A fecundidade diaria
variou cerca de 0,15 = 0,02 na maior temperatura (35°C) a 41,48 + 4,96 na temperatura de 30°C
(Tabela 6).

A fecundidade total também apresentou diferenca significativa entre as temperaturas
(Pseudo-F = 0,15; p = 0,03), com 28°C apresentando a menor proporc¢do de fémeas, seguidos
de 30°C e 32°C. Quando as temperaturas foram comparadas entre si, as temperaturas de 25°C e
de 35°C variou das demais (p<0,05) variando também entre elas. A fecundidade total variou de
4,00 + 0,75em 35°C a 1244 + 148,82 em 30°C, mostrando mais uma vez que a temperatura de

35°C pode influenciar na queda de producéo de ovos.

Tabela 6- Médias e Erro PadrBes da Fecundidade total e Fecundidade didria de D. delyi, nas diferentes
temperaturas (25°C, 28°C, 30°C, 32°C, 35°C. O (*) refere-se aos parametros que diferiram significativamente de
forma estatistica (p<0,05).

TRATAMENTOS FECUNDIDADE TOTAL FECUNDIDADE DIARIA

25°C *813 + 15,57 27,12 +1,18*
28 °C 1142 + 36,61 38,07 +1,22
30°C 1244 + 148,82 41,48 + 4,96
32°C 1094 + 98,17 36,48 + 3,27

35°C *4,00 + 0,75 0,15 +0,02*




72

3.2.3 Respostas na proporcdo sexual da espécie Diplolaimelloides delyi exposta ao
aumento da temperatura
O parametro de proporcdo sexual, ndo apresentou diferenga significativa entre as

temperaturas (Pseudo-F 0,22; P=0,27) entretanto, verificou-se que em todos os tratamentos
houve dominéancia de fémeas. As proporcdes sexuais variaram de 1,05 + 0,02 em 28°C a 1,22
+ 0,05 na temperatura de 25°C. N&o se obteve respostas na proporgao sexual na temperatura de
35 °C, pois nesta temperatura, ndo houve crescimento de machos e fémeas ao longo do
experimento (Tabela 7).

Tabela 7- Médias da proporcao sexual e erro padrdo de D. delyi, nas diferentes temperaturas. O (***) refere-se a
falta do surgimento de machos e fémeas para a presente analise.

TRATAMENTOS MEDIAS ERRO PADRAO
25°C 1,22 0,05
28 °C 1,05 0,02
30°C 1,06 0,01
32°C 1,08 0,03
35 OC *k%x *k*k

3.3 Exposicéo da espécie Diplolaimelloides delyi a diferentes concentracdes de fenantreno
com aumento da temperatura (30°C e 32°C)

3.3.1 Crescimento populacional da espécie Diplolaimelloides delyi exposta a diferentes
concentracdes de fenantreno com aumento da temperatura (30°C e 32°C)

O experimento da exposicdo ao fenantreno com a temperatura de 32°C, teve o
objetivo de simular o aumento da temperatura global, entretanto, ndo houve continuidade deste
experimento, uma vez que todos os nematoides submetidos a esta condigdo morreram,
sobrevivendo apenas os controles, e diante disso, esta temperatura associado ao contaminante

parece ser letal, e limitante a sobrevivéncia da espécie D. delyi.

No experimento com fenantreno a 30°C, 0s ovos surgiram logo nos 2 primeiros dias
de experimento em todas as concentragdes, exceto em 5,0 ug mL?, onde os ovos surgiram a
partir do 4° dia. Os juvenis surgiram a partir do 5° dia em todos os tratamentos, exceto na
concentracdo de 5ug/ml, que surgiram a partir do 6° dia de experimento. Os adultos surgiram a
partir do 16° dia em todas as concentragfes exceto em 5,0, 10,0 e 20,0 pug mL2, onde, ndo houve
surgimento de adultos. Nas concentragdes de 10,0 e 20,0 ug mL™ ndo houve o aparecimento
de ovos nem juvenis, pois, nesta concentracdo todos morreram ap6s o 10° dia de experimento
demonstrando que essas concentracOes a esta temperatura (30°C) sdo concentragdes letais

agudas para a especie.
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Para adultos, houve diferenca significativa no crescimento populacional entre 0s
tratamentos (Pseudo-F = 4,89; p = 0,0001), onde os controles (C, CS) apresentaram um maior
crescimento populacional, seguidos de 0.1, 1,0 e 2,5 pg mL*. As concentragdes de 5,0, 10,0 e
20,0 pug mL™ ndo apresentaram crescimentos populacional de adultos (Figura 3A). Quando
comparado entre os tratamentos, o Controle (C) e o Controle do solvente (CS) diferiram
significativamente dos demais tratamentos (p<0,05) e as trés concentragdes mais altas (5,0, 10

e 20,0 pg mL™?), ndo diferiram entre si (p>0,05).

Para juvenil, também houve diferenca significativa em seu crescimento populacional
(Pseudo-F = 45,90; p<0,05), onde, os controles (C, CS) apresentaram maior crescimento
populacional(Figura 3B). Quando comparados entre os tratamentos o [C] e [CS] diferiu de todas
as demais concentracdes (P<0,05), As concentracdes de 0,1, 1,0, e 2,5 pg mL™ ndo variaram

entre si, variando estas, das 3 maiores concentragdes (5,0, 10,0 e 20,0 pg mL™?).

Para ovos (Figura 3C) também obtivemos diferencas significativa (Pseudo-F = 97,44; p
= 0,01), com maior crescimento populacional sendo dos controles (C, CS), seguidos das
concentracdes de 0,1, 1,0 e 2,5 pg mL™. Na concentracido de [5,0] houve o crescimento
populacional havendo seu desaparecimento a partir de 15 dias(Figura 4C). Quando os
tratamentos foram comparados entre si [C] e [CS] diferiram de todas as demais concentracdes

e as duas concentragcdes mais altas nao diferiram entre si (p = 0,08).

A ndo diferenca significativa em adultos, juvenis e ovos dada pelo PERMEDISP
(Adulto: p = 0,36; juvenil: p = 0,081; ovo: p = 0,06) nos mostra que a diferenca entre os
tratamentos nao foi causada pela dispersdo. O tratamento [C] e o [CS] ndo diferiram
significativamente nem em adultos (p = 0,79) nem em juvenil (p = 0,54) nem em ovos (p =

0,32) o que nos comprova que o solvente ndo interferiu no respectivo experimento.
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Figura 3- Curvas ajustadas da tendéncia de variacdo das médias das abundancias em 30°C de individuos adultos
(A), juvenis (B) e ovos (C) de Diplolaimelloides delyi ao longo do experimento no controle, controle de solvente,
e nas diferentes concentragdes de fenantreno testadas (0,1, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0 ug mL™?).
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3.3.2 Respostas nos tempos de desenvolvimento em populacGes da espécie Diplolaimelloides
delyi exposta a diferentes concentracfes de fenantreno na temperatura de 30°C

O tempo de desenvolvimento pré-embrionario (TDPRE) da espécie estudada (Tabela
7), apresentou valores relativamente proximos ndo variando assim, significativamente entre 0s
tratamentos (Pseudo-F = 0,51; p = 0,76). O TDPRE apresentou média de 3,17 £+ 0,53 dias para
o tratamento controle & 2,95 + 0,10 dias em uma concentragdo de 5,02,5 ug mL(Tabela 8).

O tempo de desenvolvimento pds-embrionario (TDPE) também, também obteve valores
proximos, nao variando significativamente entre os tratamentos (Pseudo-F = 2,55; p = 0,085).
O TDPE teve média de 10,26 + 0,26 dias no tratamento controle & 9,47 + 0,55dias na
concentragio de 2,5 pg mL™,

O tempo de desenvolvimento total (TDT) diferiu significativamente entre o0s
tratamentos (Pseudo-F = 15,21; p = 0,003), tendo os TDT aumento com o aumento das
concentragdes. Quando analisado entre os tratamentos o controle diferiu significativamente das
concentragdes de 1,0 e 2,5 ug mL™. O TDT variou em uma média de 15,44 + 0,66 dias para o

tratamento controle a 18,04 + 0,31 dias na concentragéo de 2,5 ug mL™*
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N&o obtivemos dados de TDPRE nas concentragdes de 10 e 20 pg/ml pois, nessas
concentragdes ndo houve crescimento de ovos nem juvenis. Também ndo obtivemos dados de
TDPE e TDT nas concentragdes de 5,0, 10,0 e 20,0 ug mL™, pois, nessas concentragdes, ndo
houve aparecimento de adultos para a presente analise. Os valores do PERMEDISP para todos
0s tempos de desenvolvimento (TDPRE: p=0,23; TDPE: p=0,72; TDT: p=0,79) comprovam
que nédo houve disperséo.
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Tabela 8- Médias e Erro Padrdo do Tempo de desenvolvimento total (TDT), Tempo de desenvolvimento pré-embrionario (TDPRE) e Tempo de desenvolvimento pds-
embrionario (TDPE) de Diplolaimelloides delyi, nas diferentes concentraces de fenantreno, exposto a 30°C.O (*)refere-se aos parametros que diferiram significativamente de

forma estatistica do controle (p<0, 05).

Controle CS 0.1 ugmL?

1 ug mL? 25ugmL?  5pugmL? 10ugL? 20 ug mLt

TDPRE 3,17 £ 0,53 3,18 + 0,54 2,86 +0,44

10,40 +
+ )
Tppg  1026%0,26 06 9.8+ 035
1544£066 220 15,67 + 0,41

TDT 0,51

2,97 +0,17 3,01 +0,45 2,95+0,10 - -

9,21+0,29 9,47 £0,55 - -

17,18 £0,34* 18,04 +0,31* ) - -
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3.3.3 Respostas na fecundidade diéria e total em populagc6es da espécie Diplolaimelloides delyi
exposta a diferentes concentracOes de fenantreno na temperatura de 30°C

Houve uma diferenca significativa nos tratamentos em relacdo a fecundidade diaria
(Pseudo-F =3,52; p = 0,001) onde, todas as concentracdes diferiram do [C] e do [CS], havendo
também, sua redugdo com o aumento das concentrac@es. A fecundidade diéria variou de cerca
de 35,66 + 1,16 no [C] 41,81 + 0,12 em 5 pg mL*(Tabela 9).

A fecundidade total também apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(Pseudo-F = 3,20; p =0,004), havendo a reducdo desta, de acordo com o aumento das
concentragdes. Todas as concentragdes também variaram do [C] e do [CS] (p<0,05). A
fecundidade total variou de 1070 * 34,85 no [C] a 54,5 + 3,7 em 5 pg mL™. N&o obtivemos
dados de fecundidade diaria nem total nos tratamentos del0 e 20ug/ml pois, 0s mesmos, ndo

apresentaram surgimento de ovos.

Tabela 9- Médias e Erro Padrdes da Fecundidade total e Fecundidade diaria de D. delyi, nas diferentes
concentracdes de fenantreno exposto a 30°C. O (*) refere-se aos parametros que diferiram significativamente de
forma estatistica do controle (p<0, 05). O (***) refere-se a falta de ovos para a presente analise.

TRATAMENTOS FECUNDIDADE TOTAL FECUNDIDADE DIARIA

C 1070 + 34,85 35,66 + 1,16
CS 1016 + 22,97 34,86 + 0,76
0,1 pug mit 911, 25+ 11,35* 30,37 £ 0,37*
1,0 pg mi 913 £4,5* 30,43 + 0,15*
2,5 ug mit 816 + 12,48* 27,2 +041*
5,0 ug mit 54,5+ 3,77* 1,81 +0,12*
-1 *kk *kk
;&8 Eg m:l *kk *kk

3.3.3 Respostas na proporcdo sexual em populacdes da espécie Diplolaimelloides delyi exposta
a diferentes concentrac6es de fenantreno na temperatura de 30°C

O parametro de propor¢cdo sexual, ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos (Pseudo-F = 1,38; p = 0,29) tendo todos os tratamentos uma dominancia de fémeas.
Todavia, esta dominancia foi reduzida com o aumento das concentracdes.As propor¢des sexuais
variaram de 1,34 + 0,07 no [C] & 1,09 + 0,06 em 2.5 ug mL™ (Tabela 10). Ndo se obteve
respostas na proporgao sexual nas concentragdes de 5,0, 10,0 e 20,0 pug mL™, pois, as mesmas

ndo tiveram crescimento de machos e fémeas ao longo do experimento.
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Tabela 10- Proporgéo sexual de D. delyi, nas diferentes concentrag@es de fenantreno. O (***) refere-se a
falta de machos e fémeas para a presente analise.

TRATAMENTOS MEDIAS ERRO PADRAO

C 1, 34 0, 07

CS 1,17 0,13
0,1 pug mlt 1, 27 0, 08
1,0 pg mlt 1,14 0,03
2,5 pug mi* 1, 09 0, 06
5’0 g m|-1 KKk *kk
10’0 g m|-1 KKk *kk
20’0 ug ml-l *kk *kxk

4 DISCUSSAO

4.1 Exposicao da espécie Diplolaimelloides delyi a diferentes concentragdes de fenantreno em
temperatura ambiente (25°C)

411 Crescimento populacional da especie Diplolaimelloides delyi exposta a diferentes
concentragdes de fenantreno

No presente experimento foi observado reducdo do crescimento populacional em
consequéncia a diferentes concentragdes do fenantreno, mostrando assim, que 0s nematoides
da espécie D. delyi sdo sensiveis a este contaminante. Este resultado corrobora com estudos
anteriores que ja mostraram a sensibilidade de alguns organismos da meiofauna ao fenantreno
causando a reducéo no crescimento populacional ou causando esta reducéo através da letalidade
nesses organismos. (Evans and Nipper, 2007; Sese et al., 2009; Stringer et al., 2012).

Em estudos anteriores com copépodas, foi relatada a diminuicdo do niamero de nauplios
da espécie Schizopera knabeni com o aumento das concentracdes de fenantreno (a partir de
2,39 ug mL™) em apenas 72H de experimento (EVANS e NIPPER, 2007). Tal fato corrobora
com este trabalho uma vez que houve também uma reducdo no nimero de juvenis em
concentracdes, semelhantes como 1,0 pg mL?*e 2.5 pg mL?, reduzindo assim seu crescimento
populacional. E importante salientar, que os estudos com copépodas sio relevantes a nivel de
comparacdo com este estudo tendo em vista que estes organismos e nematoides sdo animais
intersticiais, frequentando assim o mesmo habitat, sendo 0s taxa mais dominantes e
compartilhando interagdes. Quando se trata de nematoides, um estudo realizado com o
nematoide terrestre Caenorhabditis elegans foi visto a reducéo da sobrevivéncia dos individuos

jé existentes com 0 aumento das concentracdes durante um periodo de 48 e 72H e durante o
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mesmo periodo, também foi visto a reducdo do nimero de juvenis na medida em que a
concentracdo de fenantreno aumentava (SESE e colab., 2009). Embora os estudos aqui citados
sejam de experimentos de curta duracdo e concentraces semelhantes as menores utilizadas no
presente experimento, os resultados destes, mostraram que, 0s mesmos (copédodas e o
nematoide C. elegans), demonstram ser mais sensiveis ao fenantreno do que a espécie de
nematoide aqui estudada (D. delyi), onde, foi utilizada uma amplitude maior de concentracées,
com concentragdes mais baixas intermediarias e mais altas (comparados com os estudos aqui
citados) e o tempo de exposic¢ao do animal ao fenantreno também foi maior, dando uma resposta
de longa data dos efeitos do fenantreno a longo prazo.

Um fato curioso no presente experimento é que na concentracao de 5 pug/ml os juvenis
obtiveram o maior crescimento populacional, superando até o crescimento dos controles, no
entanto, este crescimento exacerbado ndo foi acompanhado em adultos, apresentando apenas
este crescimento em juvenis. Este crescimento da quantidade de juvenis na espécie pode estar
relacionado fato de que, alguns organismos, quando submetidos a concentracfes intermediarias
de poluentes tendem a reproduzir mais na tentativa de manter sua espécie no ambiente como ja
visto em copepodas, onde, quando submetidos a concentragdes intermediarias de cobre, obteve
maior indice de reproducdo superando até o tratamento controle (MORAITOU e
VERRIOPOULOS, 1979). Entretanto nem sempre esta estratégia € bem, sucedida, o que leva

ao ndao acompanhamento deste crescimento em adultos como visto no presente estudo.

4.1.2 Resposta nos tempos de desenvolvimento em populacbes da espécie Diplolaimelloides
delyi exposta a diferentes concentracfes de fenantreno em temperatura ambiente (25°C)

O aumento do tempo de desenvolvimento pos-embrionario (TDPE) e do tempo de
desenvolvimento total (TDT) na concentragdo 5 pg mL? (Tabela 2) evidencia um retardo da
transicdo da fase juvenil para adulta em relacdo as demais concentracOes testadas. Este retardo
pode ser um fator que influenciou o significativo aumento do numero de juvenis neste
tratamento, gerando inclusive um crescimento semelhante ao observado no tratamento controle
(Figura 1B).

Em relagdo a concentragéo de 2,5 pg mL? também houve uma diferenca significativa
no TDT em relacdo ao controle, causando um retardo do animal para chegar até a fase adulta.
No entanto, este retardo também veio somado com uma reducdo da abundancia desde ovos.
Uma das hipoteses é que esta reducdo provavelmente esta atrelando ao fato de que o fenantreno,
por ser um composto hidrofébico tende a ligar-se a regibes lipofilicas do animal incluindo

gbnadas, levando a contaminacéo até os ovos (SPANN e colab., 2015). Esta contaminagdo dos
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ovos, provavelmente reduziu a quantidade de ovos postos e eclodidos e consequentemente a
quantidade de juvenis e adultos, levando ndo s6 a um retardo do TDT mas também a reducéo

do crescimento populacional nesta concentragéo.

4.1.3 Respostas na fecundidade diéria e total em populacdes da espécie Diplolaimelloides delyi
exposta a diferentes concentrac6es de fenantreno em temperatura ambiente (25°C)

Na fecundidade diaria e total, houve diferenca significativa em relacdo ao controle nas
concentracdes de 2,5 e 10,0 pug mL* Em relagdo a fecundidade diaria e total de 2,5 ug mL?,
esta, é considerada a concentracdo de efeito observado (CEO), no qual, houve a primeira
reducéo significativa na ovoposicdo do nematoide D. delyi. A reducdo das fecundidades diaria
de total continua na concentragdo de 10,0 pg mL™, que inclusive, foi extremamente baixa,
chegando a ndo haver ovos na maior concentracio de 20,0 pg mL™. Essa resposta se assemelha
com um estudo realizado com o copépode Acartia tonsa, no qual, houve reducao
estatisticamente significativa na taxa de producdo de ovos em concentracdes de fenantreno
extremamente baixas (0,32 e 0,42 pug mL™) (BELLAS e THOR, 2007), quando compradas com
a concentracdo de efeito observado do presente estudo. Isso infere que o fenantreno afeta
negativamente a ovoposicdo da espécie D. delyi, porém, este efeito s € observado em uma
concentragdo muito mais alta (2,5 pg mL™® do que a vista pelos copépodas (0,32 € 0,42 pug mL-
1. Isso implica que a espécies D. delyi, apresenta uma resisténcia maior ao fenantreno em
termos de fecundidade quando comparados ao copépoda da espécie Acartia tonsa. A
concentracdo de 5,0 ug mL* durante todo o experimento seguiu padrdes independentes das
outras concentracdes, com isso, suas respostas ndo sdo concisas, sendo necessario uma

investigacdo mais minuciosa para compreensdo dessa atividade.

4.1.4 Respostas na proporcdo sexual em populacGes da espécie Diplolaimelloides delyi
exposta a diferentes concentrac6es de fenantreno em temperatura ambiente (25°C)

Embora que a proporcao sexual ndo apresentou diferenca significativa, aqui nés observamos
claramente a tendéncia de uma reducdo de fémeas com o aumento das concentragdes. Ja é
sabido que alguns tipos de HPA’s incluindo derivados de fenantreno séo disruptores endocrinos
(ZHANG e colab., 2016) podendo levar a modificacdo de proporcbes sexuais. Com isso,
enfatizamos a necessidade de novos estudos a respeito do fenantreno na proporcao sexual dos
nematoides, para avaliar se o mesmo talvez em diferentes concentragdes possa agir no

organismo como disruptores endocrino.



81

4.2 Exposicao da espécie Diplolaimelloides delyi ao aumento da temperatura.

421 Crescimento populacional da espécie Diplolaimelloides delyi exposta ao aumento da
temperatura

Embora a espécie Diplolaimelloides delyi seja pouco estudada, uma vez que
documentos a seu respeito, bem como estudos acerca de como estressores pode influenciar seu
modo de vida, sdo escassos (DE WARD e RUSSO, 2009; NEWELL e colab., 1981). Seu género
jé foi bastante utilizado (Diplolaimelloides), no intuito de mostrar o efeito da temperatura sobre
a populacdo, onde, observou-se variagdo em seu crescimento populacional, aléem de outros
efeitos, como variagdo em seus tempos de desenvolvimento, redugdo do crescimento
populacional (MOENS, Tom e VINCX, 2000a; VAFEIADOU e CHINTIROGLOU e colab.,
2018), assim como Visto no presente estudo.

Em relagdo ao crescimento de ovos, houve uma maior abundancia em todas as
temperaturas entre 28°C e 32°C na qual em 30°C foi a temperatura que mais apresentou
producdo de ovos. Esse resultado corrobora com outro estudo que, utilizando uma espécie do
mesmo género (Diplolaimelloides meyli) também foi visto uma aumento na quantidade de ovos
entre 25°C e 30°C (Moens and Vincx, 2000). Num outro trabalho utilizando as espécies
Diplolaimelloides meyli e Diplolaimelloides oschei, a deposicdo de ovos foi maior em
temperaturas mais elevadas, que flutuavam de 20°C a 32°C (VAFEIADOU e
CHINTIROGLOU e colab., 2018).

Em relacdo a temperatura de 35°C, o ndo aparecimento de juvenis e subsequentemente
de adultos nos comprovam que a temperatura de 35°C € a temperatura limite para a espécie aqui
estudada, fato que também corrobora com outro estudo utilizando 0 mesmo género e a mesma
temperatura. Neste estudo a temperatura de 35°C também foi limitante para a espécie causado
mortalidade de 100% para juvenis (MOENS, Tom e VINCX, 2000a).

Embora as maiores temperaturas (exceto 35°C) apresentassem uma maior quantidade de
ovos, em juvenis, este fato se inverteu, havendo uma maior quantidade dos mesmos na
temperatura de 25°C e a reducdo, com o aumento da temperatura, isso se repetiu também no
crescimento populacional de adultos.

A reducdo da quantidade de juvenis a adultos vista no presente experimento nos levar a
conclusdo de que, embora houve uma grande deposi¢do de ovos, 0s mesmos, ndo chegaram a
eclodir. Este resultado aponta uma resposta contraria do que foi visto em Diplolaimelloides
meyli, ao qual também houve o aumento de ovos porém a quantidade de juvenis e adultos

também cresceram com o aumento datemperatura (MOENS, Tome VINCX, 2000a). Este fato
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nos mostra que embora ambos os trabalhos sejam com espécies do mesmo género, 0

crescimento populacional pode variar de espécie para espécies.

422 Respostas nos tempos de desenvolvimento em populacdes da espécie Diplolaimelloides
delyi exposta ao aumento da temperatura

A ndo variagdo do TDPRE e TDPE corrobora comum estudo realizado com o mesmo
género, onde temperaturas relativamente “proximas”(25°C e 30°C) tendem a apresentar tempos
de desenvolvimento também proximos (MOENS, Tom e VINCX, 2000a). Porém, o mesmo
trabalho néo corrobora como TDT aqui realizado, onde, a temperatura de 32°C apresentou uma
diferenca significativa das demais temperaturas. Entretanto, vale ressaltar que embora ambos
os trabalhos sejam feitos com o género Diplolaimelloides os limites de temperatura de cada
populacdo podem ser relacionados ao seu habitat natural da espécie ou da populacdo
(SUDHAUS, 1980).

423 Respostas na fecundidade diaria e total em populacdes da espécie Diplolaimelloides delyi
exposta ao aumento da temperatura

A fecundidade diaria e total, houve o aumento de ambas, nas temperaturas de 28°C,
30°C e 32°C, esse aumento corrobora com outros trabalhos que apontam que o aumento da
temperatura em nematoides marinhos aumentam a sua fecundidade (HEIP e colab., 1985;
MOENS, Tom e VINCX, 2000a; VAFEIADOU e CHINTIROGLOU e colab., 2018;
VRANKEN e colab., 1988), este fato pode ser explicado como uma estratégia de vida ao qual
com o aumento da temperatura, alguns organismos utilizam sua energia para a reproducéo,
mantendo o sucesso da sua populacdo no ambiente, como visto em copépodas(STRINGER e
colab., 2012). Entretanto, apesar desta suposic¢do, um estudo fisiolégico com nematoides afim

de entender este mecanismo em relagdo ao aumento da temperatura sao imprescindiveis.

424 Respostas na proporcdo sexual da espécie Diplolaimelloides delyi exposta ao aumento
da temperatura

Em relacdo a propor¢do sexual no presente trabalho ndo houve diferenca significativa,
porém foi observado que houve dominancia de fémeas em todos os tratamentos. Um trabalho
com o mesmo género aqui testado apontou que com o aumento da temperatura ha uma
diminuicdo na proporcdo de fémeas, no qual na temperatura de 10°C havia 76% de fémeas,
contudo, em 30°C houve reducdo para 48, 5% néo corroborando com este estudo (Moens and

Vincx, 2000). Todavia, como ja dito antes, alguns parametros diferem de espécie para espécie



83

necessitando diante disso de mais estudos sobre a espécie D.delyi e como estressores pode

influenciar seus parametros populacionais.

4.3 Exposicao da espécie Diplolaimelloides delyi a diferentes concentragdes de fenantreno
com aumento da temperatura (30°C)

4.3.1 Crescimento populacional da espécie Diplolaimelloides delyi exposta a diferentes
concentracdes de fenantreno com aumento da temperatura (30°C e 32°C)

Em relagdo ao crescimento populacional, no presente experimento ao qual houve a
utilizacdo da temperatura de 30°C, tanto em juvenis e adultos, houve uma redugdo do
crescimento populacional da concentragdo de 0,1 pg mL™* se assemelhando a concentragéo de
1,0 e 2,5 ug mL™. Ja no experimento apenas com fenantreno (4.3.1) a concentragdo de 0,1 pg
mL? apresentava um crescimento populacional relativamente muito préoximo aos controles.
Corroborando com a ideia de que mesmo emconcentragdes menores a jun¢do do contaminante
e 0 aumento da temperatura pode potencializar o efeito do mesmo, levando a reducdo da
populacdo da espécie aqui estudada. Isto pode estar relacionado ao fato de que, 0 aumento da
temperatura pode modificar as moléculas do contaminante o tornando ainda mais prejudicial ao
ambiente, levando a um efeito mais prejudicial a populacdo exposta (Laetz et al., 2014,
Schiedek et al., 2007; Zebral et al., 2019).

Um fato bastante curioso no crescimento populacional relativo a concentragdo de
5ug/ml, no qual, no presente experimento (4.3.2) houve um pequeno aparecimento de ovos e
juvenis, todavia, estes ndo chegaram a maturar ndo havendo a presenca de adultos nesta
concentracdo, ja no experimento s6 com o fenantreno, os ovos e adultos apresentaram um
crescimento populacional maior que todos os tratamentos (exceto nos controles) e em juvenil,
a mesma concentracao, apresentou o maior crescimento populacional em relacdo a todos 0s
tratamentos, o que nos leva a crer mais uma vez que, a juncdo do contaminante mais o aumento
da temperatura pode causar um efeito ainda mais drastico a populacdo (LAETZ e colab., 2014;
SCHIEDEK e colab., 2007; ZEBRAL e colab., 2019).

Em relacéo a concentragdo de 10,0 e 20,0 ug mL™ o0 ndo surgimento de ovos, juvenis e
adultos apontam que nessas condigcdes estas concentracdes sdo letais para a espécie aqui
estudada, havendo a necessidade de mais estudos com outras espécies tendo em vista que o
resisténcia do animal tende a ser relacionada ao habitat ao qual o mesmo habita (SUDHAUS,
1980), podendo haver outros nematoides que apresentem uma maior resisténcia em relacéo a

juncéo dos estressantes (temperatura e contaminante).
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4.3.2 Respostas nos tempos de desenvolvimento em populacdes da espécie Diplolaimelloides
delyi exposta a diferentes concentracOes de fenantreno na temperatura de 30°C

Ainda que o TDPRE e TDPE ndo tenham apresentado diferenca significativa em
relacdo ao controle, todavia, este resultado ndo implica que a contaminacdo ndo tenha sido
realizada pelo contaminante, tendo em vista que 0 mesmo pode agir por vias silenciosamente
levando a probleméticas em tecidos e até a nivel molecular (SPANN e colab., 2015). No
entanto, no TDT neste experimento houve o retardo do mesmo em relag&o ao controle a partir
da concentracdo de 1ug/ml, enquanto que no experimento apenas com fenantreno (4.3.1) este
retardo apenas foi visto nas concentracoes de 2.5 e 5ug/ml. Tal fato pode levar em consideracao
dois fatores, sendo um deles a narcose ndo polar que como dito anteriormente, atua na reducao
da capacidade locomotora e capacidade de responder a estimulos externos (REN, Shijin, 2002),
e outro fator que pode ter influenciado no retardo do TDT é que a leve reducio no TDPRE e
TDPOS como mostrado na tabela 7, pode levar a uma reducdo também do TDT, ja que os
estagios de desenvolvimento sdo dependentes. Todavia este efeito ndo havia sido visto na
concentracdo de 1pg/ml no experimento apenas de fenantreno. Um outro fato alarmante do
presente estudo é relacionado a concentracdo de 5 pg/ml onde o mesmo ndo apresentou taxas
de TDPE nem TDT ja que nesta concentracdo ndo houve surgimento de adultos, fato antagdnico
ao experimento apenas com fenantreno (4.3.1) onde a mesma concentragdo apresentou
surgimento dos dois tempos de desenvolvimento (TDPE e TDT). Estes relatos em relagcdo aos
tempos de desenvolvimento reforcam que o aumento da temperatura ligados a contaminagéo
pode levar a efeitos de retardo do desenvolvimento do animal mesmo em concentracdes onde

apenas o contaminante ndo apresentava esse efeito.

4.3.3 Respostas na fecundidade diaria e total em populacdes da espécie Diplolaimelloides delyi
exposta a diferentes concentrac6es de fenantreno na temperatura de 30°C

Emrelacdo a fecundidade diaria neste experimento todas as concentracfes apresentaram
diferenca significativa dos controles apresentando uma reducdo da quantidade de ovos, essa
reducdo nos mostra que a temperatura em sinergia com o contaminante afeta de maneira
negativa a oviposicdo de D.delyi, uma vez que no experimento de temperatura realizado neste
mesmo trabalho (4.3.2) em maiores temperaturas, inclusive a 30°C a espécie investigada
apresentou maiores ovoposicdo. Outro fato que corrobora com isto € que no experimento apenas
com fanatreno as concentracdes de 0,1 pg mL?* e 1,0 ug mL? apresentou ovoposicdo
equivalente ao controle, porém quando exposta a sinergia do dois estressores diminuiu

significativamente a fecundidade diaria quando comparado com os controles. Pode-se sugerir
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que quando o fenantreno age sozinho sobre o nematdide aqui estudado, a tendéncia deste € se
reproduzir como estratégia de vida, porém, quando em interacdo com a temperatura, a mesma
possivelmente inibe tal estratégia ocasionando a baixa ovoposi¢do. Entretanto, ainda pouco se
sabe sobre as respostas desses dois estressores em interagdo com nematoides sendo

imprescindiveis mais estudos.

4.3.4 Respostas na proporc¢do sexual em populacdes da espécie Diplolaimelloides delyi exposta
a diferentes concentracOes de fenantreno na temperatura de 30°C

Em relacdo a proporgédo sexual, a mesma ndo apresentou diferenga significativa nem
com a juncgdo dos fatores (no presente experimento), nem com os fatores isolados o que nos
mostra que para a presente espécie, estes estressores ndo alteram a proporcao sexual do animal
havendo a dominancia de fémeas. Contudo, tais avaliacdes foram necessarias tendo em vista
que o fenantreno € uma HPA’Ss, e alguns destes por sua vez, inclusive derivados de fenantreno
podem ser disruptores endocrinos (ZHANG e colab., 2016), e além disso, a temperatura para
algumas espécies de nematoides podem alterar a propor¢édo sexual (MOENS, Tom e VINCX,

2000a), o que torna plausivel a relevancia da analise também com a sinergia dos fatores.

5 CONCLUSAO

A espécie Diplolaimelloides delyi ainda que seja pouco conhecida quando se trata de
trabalhos ecotoxicoldgicos, se mostrou bastante Util e acessivel, inclusive se assemelhando com
espécies do mesmo género que também sdo utilizadas como biomodelos (Diplolaimelloides
meyli). A presente espécie, apresentou tolerancia a maioria das concentrac6es aqui estudadas,
todavia, o fenantreno mesmo em concentracdes menores, modificou parametros importantes na
espécie como seu crescimento populacional, tempos de desenvolvimento e taxas reprodutivas.
As diferentes temperaturas também ocasionaram efeitos na espécie Diplolaimelloides delyi,
sendo agravados de acordo com o aumento das temperaturas. As diferentes temperaturas
ocasionaram modificacbes, também em seu crescimento populacional, tempos de
desenvolvimento e taxas reprodutivas. Quando a espécie Diplolaimelloides delyi foi exposto a
diferentes concentracdes de fenantreno com a temperatura aumentada (30°C), seus efeitos
foram potencializados, ocasionando letalidades em concentracfes que quando com temperatura
reduzida ndo foram vistas. Além da letalidade, também foram agravados, modificacGes nos
tempos de desenvolvimento e taxas reprodutivas do animal. Este fato comprova que diferentes

concentracdes de fenantreno causam efeitos modificando pardmetros importantes (crescimento
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populacional, tempos de desenvolvimento e taxas reprodutivas) da espécie Diplolaimelloides
delyi e que estes efeitos podem ser potencializados com o0 aumento da temperatura. Importante
salientar que a comunidade cientifica deve estar mais receptiva para a probleméatica do
somatdrio da contamina¢do com o aumento da temperatura, uma vez que ambos ocorrem ao
mesmo tempo no ambiente e que, como visto no presente trabalho, ndo sdo necessario aumentos
exacerbados da temperatura para mudancas significativas em uma populacdo de nematoides.
Com isso, € inegavel a necessidade de mais avaliagdes a respeito da interacdo da poluigdo com

a temperatura também em outros organismos afim de mitigar possiveis eventos futuros.
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2. CONCLUSAO FINAL

O presente estudo experimental expds a comunidade da meiofauna a diferentes
concentragdes de fenantreno, diferentes temperaturas e os efeito combinados de diferentes
concentragdes com sua temperatura aumenta. Com o experimento de fenantreno obteve-se
mudancas na densidade e estrutura da fauna, além de reducdo da riqueza e equitabilidade de
acordo com o aumento das concentragdes. No experimento de temperatura também houve a
reducdo das densidades e diferencas na riqueza e equitabilidade com o aumento das
temperaturas, porem, a estrutura da fauna nao foi modificada, afetando assim, os taxa de forma
igualitaria. Ja no experimento com concentragdes de fenantreno submetida a temperatura mais
elevada, obteve-se a reducdo das densidades totais sem seu reestabelecimento até o final do
experimento, diferencas na riqueza e equitabilidade além da extin¢do de alguns taxa mesmo em
concentracdes consideradas baixas (quando comparadas ao estudo apenas com fenantreno), o
que comprova a gravidade da juncdo dos fatores. Com isso pode-se concluir que o aumento da
temperatura pode potencializar o efeito do fenantreno nas comunidades da meiofauna, levando
a quedas de suas densidades totais sem seu reestabelecimento, modificagdes na estrutura da
fauna além da reducdo e extingdo de grupos que ndo seriam reduzidos ou extintos quando
expostos apenas por um dos fatores (Fenantreno ou Temperatura), mostrando assim a gravidade
da juncdo de aquecimento com a contaminagdo que ocorre no ambiente. Também é importante
salientar a necessidade de mais estudos acerca destes efeitos somatorios (contaminacdo e
aumento da temperatura), com mais contaminantes e diferentes temperaturas afim de aumentar
nosso conhecimento a respeito de como outros contaminantes afetam a meiofauna quando
somados com diferentes temperaturas. A espécie Diplolaimelloides delyi ainda que seja pouco
conhecida quando se trata de trabalhos ecotoxicoldgicos, se mostrou bastante Util e acessivel,
inclusive se assemelhando com espécies do mesmo género que também séo utilizadas como
biomodelos (Diplolaimelloides meyli). A presente espécie, apresentou tolerancia a maioria das
concentragBes aqui estudadas, todavia, o fenantreno mesmo em concentraces menores,
modificou pardmetros importantes na espécie como seu crescimento populacional, tempos de
desenvolvimento e taxas reprodutivas. As diferentes temperaturas também ocasionaram efeitos
na espécie Diplolaimelloides delyi, sendo agravados de acordo com o aumento das

temperaturas. As diferentes temperaturas ocasionaram modificagdes, também em seu
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crescimento populacional, tempos de desenvolvimento e taxas reprodutivas. Quando a espécie
Diplolaimelloides delyi foi exposto a diferentes concentra¢des de fenantreno com a temperatura
aumentada (30°C), seus efeitos foram potencializados, ocasionando letalidades em
concentragdes que quando com temperatura reduzida ndo foram vistas. Além da letalidade,
também foram agravados, modificacBes nos tempos de desenvolvimento e taxas reprodutivas
do animal. Este fato comprova que diferentes concentragcdes de fenantreno causam efeitos
modificando parametros importantes (crescimento populacional, tempos de desenvolvimento e
taxas reprodutivas) da espécie Diplolaimelloides delyi e que estes efeitos podem ser
potencializados com o aumento da temperatura. Importante salientar que a comunidade
cientifica deve estar mais receptiva para a problematica do somatorio da contaminagcdo com o
aumento da temperatura, uma vez que ambos ocorrem ao mesmo tempo no ambiente e que,
como Visto no presente trabalho, ndo sdo necessario aumentos exacerbados da temperatura para
mudancas significativas em uma populacdo de nematoides. Com isso, é inegavel a necessidade
de mais avaliagdes a respeito da interacdo da poluicdo com a temperatura também em outros

organismos afim de mitigar possiveis eventos futuros.
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