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RESUMO

O Dibutil ftalato (DBP) é um importante aditivo na inddstria cosmética que se torna
disponivel no ambiente marinho/estuarino quando materiais que o contém séo descartados de
forma inadequada podendo comprometer a funcionalidade de organismos marinhos. Além do
mais, 0 aumento da temperatura € um fator que pode potencializar o efeito desse aditivo. Ja é
considerado um contaminante onipresente e que tem uma alta adsor¢é@o no sedimento, no qual
abriga nematoides em abundéancia. Logo, o presente estudo investiga exposicdes letais e sub-
letais do DBP, verificando a capacidade do mesmo de modificar pardmetros populacionais e
embrionarios dos nematoides estuarinos Litoditis marina e Diplolaimelloides oschei
individualmente e quando estdo em competicdo e também analisar se 0 aumento da
temperatura potencializa o efeito do DBP na interacdo desses nematoides. Seis experimentos
foram realizados em microcosmo. Dois experimentos verificaram a letalidade do DBP em L.
marina e D. oschei individualmente. 100 nematoides de cada espécie eram adicionados em
placas de Petri contaminadas com 16; 32; 64; 128; 256 e 512 pug mL-1 de DBP, onde foram
incubados a 18° C durante cinco dias. A cada 24 h nesse periodo os nematoides vivos e
mortos eram contabilizados. Outros dois experimentos verificaram os efeitos sub-letais do
DBP (0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 pg mL-1), em L. marina e D. oschei individualmente, analisando
parametros de crescimento populacional total (jovens e adultos), jovens e adultos
individualmente, além de tempos de desenvolvimento (Total, pré e p6s- embrionario) e
proporcdes sexuais. Onde eram colocados 6 machos e 6 fémeas por placa e contabilizados
namero de ovos, jovens, machos e fémeas no periodo de 24h durante 15 dias para L. marina e
48h durante 28 dias para D. oschei. Por ultimo, dois experimentos de interacdo onde eram
adicionados 6 machos e 6 fémeas de L. marina e D. oschei na mesma placa, onde um
experimento verificava o efeito isolado do DBP na interacdo desses nematoides, com
diferentes concentracdes do DBP (0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 ug mL-1) e o segundo experimento
com 2 ug mL'1 de DBP em diferentes temperaturas (18° C, 22°C, 26°C e 30°C). Para
Letalidade ambos os nematoides apresentaram alta tolerancia ao DBP nédo sendo observada
mortalidade de 100% em nenhuma das concentracdes testadas. Em relacdo a sub-letalidade, o
DBP foi altamente toxico para ambas as especies ja que até a menor concentracao testada (0,5
Mg mL-1) modificou pardmetros populacionais e embrionarios. Nos experimentos de

interacdo, ndo foi observado crescimento populacional de D. oshei, porém a poluigdo



diminuiu o efeito competitivo, diminuindo drasticamente populagdes de L. marina e
corroborando com a hipotese de que o efeito do DBP é potencializado pelo aumento da
temperatura. Os nematoides aqui investigados foram altamente tolerantes a exposicao de curto
prazo, porém afetados com exposi¢cdes em longo prazo. Ambas as espécies apresentaram
diferentes sensibilidades ao DBP e estratégias de vida.

Palavras-Chave: Ecotoxicologia. Nematoda. Plastificantes. Temperatura.



ABSTRACT

Dibutyl phthalate (DBP) is an important additive in the cosmetic industry that becomes
available in the marine/estuarine environment when materials containing it are improperly
disposed of and may compromise the functionality of marine organisms. Moreover, the
increase in temperature is a factor that may potentiate the effect of this additive. It is already
considered a ubiquitous contaminant and has a high absorption in the sediment, in which it
houses nematodes in abundance. Therefore, the present study investigates lethal and sub-
lethal exposures of DBP, verifying its capacity to modify population and embryonic
parameters of the estuarine nematodes Litoditis marina and Diplolaimelloides oschei
individually and when they are in competition and also to analyze if the increase of
temperature potentiates the effect of DBP on the interaction of these nematodes. Six
experiments were performed in microcosm. Two experiments verified the lethality of DBP in
L. marina and D. oschei individually. 100 nematodes of each species were added to Petri
dishes contaminated with 16; 32; 64; 128; 256 and 512 pug mL-1 of DBP, where they were
incubated at 18°C for five days. Every 24 hours in this period, the living and dead nematodes
were counted. Two other experiments verified the sublethal effects of DBP (0.5; 1; 2; 4, 8 and
16 pg mL-1) in L. marina and D. oschei individually, analyzing parameters of total
population growth (youth and adults), youth and adults individually, as well as developmental
time (Total, pre and post-embryonic) and sexual proportions. Where 6 males and 6 females
were placed per plate and counted the number of eggs, young, males and females in the period
of 24 hours for 15 days for L. marina and 48 hours for 28 days for D. oschei. Finally, two
interaction experiments where 6 males and 6 females of L. marina and D. oschei were added
on the same plate, where an experiment verified the isolated effect of DBP on the interaction
of these nematodes, with different concentrations of DBP (0.5; 1; 2; 4; 8; 16 pg mL-1) And
the second experiment with 2 ug mL-1 of DBP at different temperatures (18°C, 22°C, 26°C
and 30°C). For lethality, both nematodes presented a high tolerance to DBP, with no mortality
of 100% observed in any of the concentrations tested. In relation to sub-lethality, DBP was
highly toxic for both species since even the lowest concentration tested (0.5 pg mL-1)
modified population and embryonic parameters. In the interaction experiments, it was not
observed a population growth of D. oshei, but the pollution decreased the competitive effect,
drastically reducing populations of L. marina and corroborating with the hypothesis that the

effect of DBP is potentialized by the increase in temperature. Compared with other



invertebrates, the nematodes investigated here were highly tolerant of short-term exposure,
but affected with long-term exposures. Both species presented different sensitivities to DBP

and life strategies.

Keywords: Ecotoxicology. Nematoda. Plasticizers. Temperature
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1 INTRODUCAO

Quando o material pléstico € descartado de forma inadequada no meio ambiente, seu
tempo de vida, que depende do tipo de material plastico, pode ultrapassar mais de 450 anos.
Isto faz com que esse material seja cada vez mais acumulado no meio ambiente ao longo do
tempo. O plastico é resistente aos mais diversos tipos de intempeéries, sendo assim, €
considerado um poluente em potencial (ALVARENGA et al., 2017). A Gnica forma de retira-
lo completamente do meio ambiente, é através de processos de combustéo ou pirdlise, porém
esses processos exigem uma grande atengdo devido as emissdes de gés carbénico (CO-)
liberadas na atmosfera. Além disso, esses processos exigem pré-requisitos, como por
exemplo, o tipo de plastico, que por muitas vezes tornam esses processos inviabilizados, além
do alto custo de manutencdo tanto da operacdo, quanto no tratamento de residuos que podem
ser liberados no processo (DA SILVA SPINACE & DE PAOLLI, 2005). Logo, grande parte
desses materiais vai parar em aterros sanitarios, ou no ambiente marinho, este Gltimo tendo
maior atencdo, devido aos grandes danos causados em animais que vivem nesse meio
(HAMMER & VANBROCKLIN, 2016).

A contaminacdo por materiais plasticos pode ocorrer tanto quando o animal ingere o
material plastico (KOELMANS et al., 2014), ou por sua disponibilidade no ambiente
marinho. O material plastico tem, em sua composicdo, aditivos que podem ser extremamente
danosos para animais que sdo expostos a eles. Os principais aditivos sdo Bisfenol A,
Nonilfenol e Esteres de ftalato (HERMABESSIERE et al., 2017). Muitos estudos relatam que
esses aditivos sdo frequentemente encontrados em amostras de agua e sedimento (FROMME
et al., 2002), concentrados em organismos marinhos (WEI et al., 2011) e bioacumulados pela
cadeia trofica (MACKINTOSH et al., 2004). Além do mais, a toxicidade desses aditivos pode
ser dependente de fatores abidticos como salinidade e temperatura (XU & LI, 2008; ROSE et
al., 2012), esta ultima recebendo mais atencdo devido a aceleracdo do efeito estufa
(Aquecimento global) que esta ocorrendo no planeta (EVANS, 2019).

Além do potencial efeito do aumento da temperatura favorecer a toxicidade de
aditivos plasticos, por muitas vezes, a temperatura € um fator responsavel por liberar essas
substancias com mais facilidade no ambiente e torna-las biodisponiveis. Particularmente
existe um grupo importante de aditivos plasticos que depende da temperatura para se tornar
disponivel no ambiente marinho e é o grupo dos Esteres de ftalato (Edf). Este grupo é muito
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utilizado na industria de pléstico e comegou a chamar a atencdo pelo seu potencial risco a vida
marinha (ZHANG et al., 2018a).

Os nematoides sdo animais adequados para serem usados em testes de toxicidade
laboratorial (HAGERBAUMER et al., 2015), também sdo excelentes bioindicadores
(WILSON & KHAKOULI-DUARTE, 2009) de qualidade ecoldgica, como foi mostrado no
estudo feito em ecossistemas costeiros do Mar Mediterraneo, onde os resultados dessa
pesquisa revelaram que os nematoides representam uma assembleia altamente informativa
(MORENQO et al., 2011). Contudo, nematoides sédo organismos chave para o entendimento de
questdes ecologicas e algumas espécies em particular ddo suporte para estudos experimentais

de curta duracao e baixo custo.

Por este motivo este trabalho objetiva analisar os efeitos agudos e crénicos do Dibutil
Ftalato, através de duas espécies de nematoides marinhos Diplolaimelloides oschei e Litoditis

marina observando mudancas nos ciclos de vida desses animais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Identificar ex situ 0s possiveis impactos causados pela poluicdo antropica em populacdes
dos nematdides de vida-livre Diplolaimelloides oschei e Litoditis marina e analisar possivel

efeito do aumento da temperatura, nas respostas funcionais destas espécies.
1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.1.1.1 Capitulo |

o Definir concentracdes letais e sub-letais do Dibutil ftalato para as populacdes dos

nematoides Diplolaimelloides oschei e Litoditis marina individualmente.

o Analisar o tamanho populacional de adultos e jovens de ambas as espécies
individualmente expostas a concentragdes sub-letais do Dibutil ftalato.

o Avaliar os tempos de desenvolvimento (Ecloséo de ovos, crescimento de larvas e
maturacdo) e taxa de oviposicao diria de ambas as espécies individualmente expostas
a concentragdes sub-letais do Dibutil ftalato.

2.1.1.2 Capitulo Il

o Definir concentracdes sub-letais do Dibutil ftalato para as populacdes dos

nematoides Diplolaimelloides oschei e Litoditis marina quando postos em interacao.

o Analisar o tamanho populacional de adultos e jovens de ambas as espécies

expostas a concentragdes sub-letais do Dibutil ftalato quando estdo em interacéo.

Testar os efeitos sub-letais do Dibutil ftalato associado ao estresse térmico para as espécies

Diplolaimelloides oschei e Litoditis marina quando postas em interacéo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PRODUCAO DE MATERIAIS PLASTICOS

O século XXI estd sendo marcado por grandes impactos ambientais e
parte desses impactos é causada por materiais plasticos. O inicio de sua produgdo se deu na
década de 1860, porém tomou forca em 1920 (GOURMELON, 2015), justamente no periodo
de revolugdo industrial. Hoje em dia, materiais como metal e vidro sdo substituidos por
plasticos, devido ao baixo custo de producdo e aquisicdo. A producdo de materiais plasticos
estimada no mundo chegou a 8,3 bilhdes de toneladas métricas (Tm) em 2015, e a partir
desses foram gerados 6,3 bilhGes de Tm de residuos plasticos, onde apenas 30% estdo, de
fato, em uso e 60% estdo descartados em aterros sanitarios e no meio ambiente (GEYER et
al., 2017). No Brasil, a revolugdo industrial comecou no fim do século XIX, onde grandes
cafeicultores investiram em processos industriais. Porém nessa época ainda ndo se tinha
conhecimento suficiente sobre os maleficios que essas atividades poderiam causar a0 meio
ambiente. Apenas no século XX é que se comecara a falar sobre meios de conservacao e
preservacdo do meio ambiente (KOTLER et al., 2012), pois foi justamente nessa época que a

revolugdo industrial intensificou e com isso a produgdo de materiais plasticos ganhou forga.

No comeco do século XX a producdo de materiais plasticos ficou ainda
mais forte, pois foram cada vez mais utilizados na fabricacdo dos mais variados objetos. Sua
versatilidade é tamanha que, desde entdo, eles tém provocado mudangas no consumo e no
estilo de vida das pessoas. Um dos aspectos decisivos, responsaveis pela grande disseminacéo
na utilizacdo do plastico, € o aspecto econdmico, pois é possivel confeccionar os mais
diferentes utensilios de plastico com custo reduzido, sendo mais acessiveis a populagdo
(GOURMELON, 2015). A partir de moléculas de monémeros (Derivados do petr6leo) é
possivel a fabricacdo de varios tipos de plasticos, que podem ser processados em temperaturas
baixas, quando comparados a outros materiais, tais como aluminio e aco, o que reflete no

baixo custo de fabricacéo.

Muitas outras propriedades tornam o plastico um material versatil e
duradouro: baixa condutibilidade elétrica e térmica, alta resisténcia ao ataque quimico de
substancias, tais como o0 oxigénio, acidos e bases. As resinas plasticas podem ser facilmente
misturadas com outras substancias que podem lhes conferir novas propriedades, sendo

possivel alterar o cheiro, a cor, a elasticidade, resisténcia a impactos, resisténcia ao calor e a
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luz, ampliando as possibilidades de aplica¢cdes (GORNI, 2003). Devido a essas propriedades,
0 pléstico tornou-se o material mais produzido no mundo todo, tendo sua maior producéo,
principalmente, em paises de primeiro mundo (Figura 1). Contudo sua grande producdo
representa um sério problema ecoldgico devido a grande producdo e substancias que sdo

adicionadas em sua fabricacéo.

Figura 1 - Producdo de materiais plasticos por regido do mundo. Os dados sdo baseados em estimativas de
producéo de materiais plasticos no ano de 2013. Nesse ano, foram produzidos mundialmente cerca de
299 milhdes de toneladas métricas.

Produ¢ao mundial de materiais plasticos
por regiao (2013)

25% m Central e America do Sul
B Oriente médio, Africa
B América do norte
m Europa e Unido soviética
Resto da Asia
21%

China

Fonte: (GOURMELON, 2015).

Quando o material plastico é descartado de forma inadequada no meio
ambiente, seu tempo de vida, que depende do tipo de material plastico, pode ultrapassar mais
de 450 anos. Isto faz com que esse material seja cada vez mais acumulado no meio ambiente
ao longo do tempo. O pléastico é resistente aos mais diversos tipos de intempéries, sendo
assim, é considerado um poluente em potencial (ALVARENGA et al., 2017). A Unica forma
de retird-lo completamente do meio ambiente, é através de processos de combustdo ou

pirélise, porém esses processos exigem uma grande atencdo devido as emissdes de gas
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carbonico (CO:) liberadas na atmosfera. Além disso, esses processos exigem pré-requisitos,
como por exemplo, o tipo de pléastico, que por muitas vezes tornam esses Processos
inviabilizados, além do alto custo de manutencdo tanto da operacéo, quanto no tratamento de
residuos que podem ser liberados no processo (DA SILVA SPINACE & DE PAOLI, 2005).
Logo, grande parte desses materiais vai parar em aterros sanitarios, ou no ambiente marinho,
este Gltimo tendo maior atengdo, devido aos grandes danos causados em animais que vivem
nesse meio (HAMMER & VANBROCKLIN, 2016)

2.2 POLUICAO OCEANICA POR PLASTICOS

Os oceanos cobrem dois tercos da superficie terrestre e ha muito tempo
sdo usados como depdsito de diferentes tipos de residuos produzidos pelo homem, incluindo
materiais plasticos. O depdsito desses materiais € proveniente do langamento proposital,
manipulacdo ou eliminacdo descuidada, e muitas vezes, tem origem em locais longinquos da
costa. Entre os fatores que influenciam a ampla producdo desses materiais estdo o nimero de
habitantes no territério, nivel educacional e poder aquisitivo desses habitantes, além da
frequéncia e eficiéncia do sistema de coleta (ARAUJO & SILVA-CAVALCANTI, 2016).
Essa influéncia aumenta ainda mais o nimero de materiais descartados nos oceanos e é

atualmente, sem davida, um dos grandes fatores que ameacam a vida marinha.

Em 2010 estimou-se que cerca de 4 a 12 milhdes de Tm de materiais
plasticos gerados na terra, adentraram no ambiente marinho (JAMBECK et al., 2015). Um
estudo estimou quantas pecas de materiais plasticos estavam espalhadas nas principais bacias
oceanicas, além de seu peso (Figura 2). Esses dados revelaram que o hemisfério norte é mais
afetado pela poluicdo plastica do que o hemisfério sul, representando 56% do total de residuos
plasticos encontrados (ERIKSEN et al., 2014).
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Figura 2 — Classificacao dos oceanos por plastico superficial (Pecas e peso em toneladas).

6 - Mar mediterraneo

| Pecas: 247 bilhaes
Peso: 46.3 milhoes

\ B .
3 — Atlantico norte = e Pecas: 2 trilhdes

Pecas: 930 bilhdes | Peso: 198.2 milhées
Peso:112.9 milhoes

4 - Pacifico sul

Pecas: 491 bilhoes Pecas: 1.3 trilhoes
Peso: 42 milhoes Peso: 188.3 milhoées

5 — Atlantico sul

Pecas: 297 bilhoes
Peso: 25.6 milhoes

Fonte: (ERIKSEN et al., 2014); Disponivel em https://www.weforum.org/agenda/2016/08/plastic-pollution-
which-oceans-contain-most/.

2.2.1 Efeitos da polui¢éo por plasticos

A poluicéo por pléastico é, de fato, onipresente no ambiente marinho e
sua gravidade so6 foi reconhecida no final do século XIX (STEFATOS et al., 1999), entretanto
hoje é o assunto que mais causa preocupacdo dentre pesquisadores ambientais por suas
variadas consequéncias no ambiente marinho. Além de esteticamente tornarem mares e
oceanos desagradaveis, os plasticos podem atingir toda a fauna marinha e animais terrestres
que dela dependem de variadas formas (Figura 3). As consequéncias da polui¢do por plastico
ja é bem relatada, e podem ser divididas em consequéncias diretas e indiretas (DERRAIK,
2002; COLE et al., 2011; WRIGHT et al., 2013; SETALA et al., 2018; WAN et al., 2018;
MACHOVSKY-CAPUSKA et al., 2019).


https://www.weforum.org/agenda/2016/08/plastic-pollution-which-oceans-contain-most/
https://www.weforum.org/agenda/2016/08/plastic-pollution-which-oceans-contain-most/
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Figura 3 — Imagens sobre os variados efeitos da polui¢do por plasticos na vida marinha. A) Henderson Island
(llha do Pacifico sul), repleta de lixo plastico, tornando-a visivelmente desagradavel. B) Tartaruga
marinha deformada por material plastico. C) Um pequeno crustaceo fazendo um copo de plastico de
moradia. D) Ave marinha morta pela ingestdo de pequenos materiais plasticos. E) Tartaruga marinha
alimentando-se de sacola plastica.

Fonte: Autores desconhecidos, imagens retiradas do Google imagens.

Muitos efeitos diretos podem ser relatados sobre como a polui¢do por
plasticos afeta a vida marinha. Entre eles sdo, a habitacdo, a lesdo corporal por plasticos e a
ingestdo desses materiais. A habitacdo ocorre quando pequenas pecgas de materiais plasticos,
como garrafas e copos, servem de moradia para 0 animal. Um exemplo bem pratico sdo
pequenos crustaceos, popularmente conhecidos como paguros, que se adaptaram & ocupacéo
de conchas de certos moluscos. Uma das func¢Bes dessas conchas é proteger o animal de
predadores (BATISTA-LEITE et al., 2005). Quando o animal troca essa concha por material
plastico, por exemplo, ele se torna mais suscetivel ao ataque de predadores, devido ao facil
desprendimento do material plastico do corpo do animal, além de sua fragilidade. Outro efeito
direto que pode ocorrer é a lesdo corporal que os materiais plasticos causam em diversos
organismos marinhos. Muitos animais ficam emaranhados em pecas plasticas, devido a isso,
muitos animais como, aves marinhas, tartarugas marinhas, peixes e invertebrados podem
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sofrer com mé&-formacdo corporal (Figura 3B) ou podem ser impedidos de respirar ou se
alimentar (LAIST, 1987; GALL & THOMPSON, 2015).

Outro efeito direto, que vem recebendo maior atencdo, é a ingestdo de
materiais plasticos (MACHOVSKY-CAPUSKA et al., 2019). Muitos animais acabam
morrendo pela ingestdo do plastico que ndo serve como nutriente para 0S organismos e
também entopem vias respiratorias e digestorias. J& € muito bem relatada a ingestdo de
plasticos por organismos marinhos em diferentes niveis tréficos, bem como aves (FRY et al.,
1987; MOSER & LEE, 1992; DREVER et al., 2018), mamiferos (BAIRD & HOOKER,
2000; JACOBSEN et al., 2010), tartarugas (CAMPANI et al., 2013), peixes (CARPENTER
et al., 1972; BOERGER et al., 2010) e invertebrados (GOLDSTEIN et al., 2012; KAPOSI et
al., 2014; SETALA et al., 2016). Porém, além da ingestido, pode ocorrer também a
contaminacdo por aditivos presentes em muitos materiais plasticos, assim como de outros
contaminantes e isso pode ser caracterizado como um efeito indireto da poluicdo por plastico,

devido ao tempo e acumulo desse material.

A contaminacdo por materiais plasticos pode ocorrer tanto quando o
animal ingere o material plastico (KOELMANS et al., 2014), ou por sua disponibilidade no
ambiente marinho. O material plastico tem, em sua composi¢do, aditivos que podem ser
extremamente danosos para animais que sdo expostos a eles. Os principais aditivos sdo
Bisfenol A, Nonilfenol e Esteres de ftalato (HERMABESSIERE et al., 2017). Muitos estudos
relatam que esses aditivos sdo frequentemente encontrados em amostras de agua e sedimento
(FROMME et al., 2002), concentrados em organismos marinhos (WEI et al., 2011) e
bioacumulados pela cadeia trofica (MACKINTOSH et al., 2004). Além do mais, a toxicidade
desses aditivos pode ser dependente de fatores abiéticos como salinidade e temperatura (XU
& LI, 2008; ROSE et al., 2012), esta Ultima recebendo mais atencdo devido a aceleracéo do
efeito estufa (Aquecimento global) que esta ocorrendo no planeta (EVANS, 2019).

2.2.2 Temperatura potencializando efeitos da contaminagdo por aditivos plasticos.

A temperatura é um fator abiotico que pode determinar a toxidade de
muitos aditivos plasticos (CAIRNS JR et al., 1975). Apesar de esse assunto ainda ser muito
limitado, particularmente, vem recebendo maior atencdo nos ultimos anos, pois o planeta terra

estd aquecendo devido as grandes emissbes de CO: causadas, em sua maior parte, pela agdo
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antrépica e de fato vem afetando a vida marinha (VAQUER-SUNYER & DUARTE, 2011,
KROEKER et al., 2013). Por si s6, a temperatura sensibiliza diversos organismos marinhos e
modifica parametros de sobrevivéncia (NEWELL & BRANCH, 1980; MOENS & VINCX,
2000; O'CONNOR et al., 2007; DE MEESTER et al., 2015a; INGELS et al., 2018). Em
algumas espécies cripticas de nematoides de vida-livre, por exemplo, o aumento da
temperatura, que as vezes deve-se ao aquecimento global, pode beneficiar o crescimento
populacional de umas espécies e prejudicar o crescimento populacional de outras (DE
MEESTER et al., 2015a), pode comprometer o desenvolvimento de decapodes da familia
Lithodidae (THATJE & HALL, 2016) e pode favorecer os efeitos da contaminagdo por metais
pesados (BAT et al., 2000; SOKOLOVA & LANNIG, 2008; MEVENKAMP et al., 2017) e

aditivos plasticos.

Além do potencial efeito do aumento da temperatura favorecer a
toxicidade de aditivos plasticos, por muitas vezes, a temperatura € um fator responsavel por
liberar essas substancias com mais facilidade no ambiente e torna-las biodisponiveis.
Particularmente existe um grupo importante de aditivos plasticos que depende da temperatura
para se tornar disponivel no ambiente marinho e é o grupo dos Esteres de ftalato (Edf). Este
grupo é muito utilizado na industria de plastico e comecou a chamar a atencdo pelo seu

potencial risco a vida marinha (ZHANG et al., 2018a).

2.3 ESTERES DE FTALATOS

Ftalatos (no inglés Phthalates) s30 compostos organicos, do grupo “Ester”, derivados do
acido 1,2-benzeno dicarboxilico quando os grupos éster estdo na posicdo Orto (Figura 4). Sdo
comumente chamados de plastificantes, pois sdo adicionados em materiais plasticos para
modificar suas caracteristicas fisicas, como por exemplo, torna-los mais maledveis. Existem
mais de 30 tipos de ftalatos e a maioria € utilizada em industrias de embalagens, cosméticos e
até medicinais. Ainda ha grande controvérsia sobre os efeitos de ftalatos no meio ambiente,
em animais ndo humanos e humanos, no entanto sabe-se que eles estdo presentes, em
concentragOes relevantes em amostras coletadas pelo mundo (GIAM et al., 1978). Além do
mais, estudos com invertebrados reforcam a hipotese de que concentracdes de ftalatos, mesmo
sendo eliminados rapidamente pelo corpo, ainda podem trazer grandes transtornos a esse
grupo (GAO & WEN, 2016).
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Figura 4 — Estrutura béasica dos ftalatos.

OR
OR'

Fonte: Google imagens.

Em 1925, o uso de ésteres de acido ftalico foi bem reportado quanto ao seu uso como
plastificantes (BROWN, 1925), embora naquele ano ainda ndo houvessem pesquisas
relacionadas aos seus efeitos toxicos em animais e no meio ambiente. Em 1967, um estudo
pioneiro demostrou certa preocupacdo em relacdo & toxidade de compostos de ftalatos.
NEMATOLLAHI et al. (1967) desenvolveram estudos toxicoldgicos em células de ratos e
alertaram, pela primeira vez, que o uso de ftalatos em aplicacfes médicas pode ser tdxico a
salde. J& na década de 70, comecaram a aparecer ainda mais estudos relacionando 0s
plastificantes com a salde. Nesse periodo foram feitos testes, de novos equipamentos, em
pacientes que estavam submetidos a hemodialise. Foram encontradas relacBes entre os tubos
de sangue, fabricados com cloreto de polivinilo (PVC) e a incidéncia de hepatite
(NEERGAARD et al., 1971). No ano seguinte a essa publicacdo, um estudo relatou a
migracao de um éster de ftalato para o sangue humano através de bolsas de sangue (JAEGER
& RUBIN, 1972). Em 1972, pela primeira vez, os ftalatos foram denominados como
contaminantes ambientais através de amostras coletadas em peixes (MAYER et al., 1972). Ja
em 1973, uma grande quantidade de artigos foi publicada referente & toxicologia dos ftalatos
em humanos e ratos (GESLER, 1973; JAEGER & RUBIN, 1973; NIKONOROW et al., 1973;
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PETERS & COOK, 1973) e pela primeira vez em invertebrados aquaticos no crustaceo
Daphnia magna (SANDERS et al., 1973).

Com o aumento crescente de estudos identificando ftalatos em amostras de dgua e em
organismos aquaticos, em 1978 eles foram considerados poluentes marinhos. Um estudo
propbs avaliar os impactos ambientais ocasionados pelos ftalatos. Amostras coletadas no
golfo do México e em regibes do Atlantico norte continham ftalatos presentes em
concentragdes consideradas altas (GIAM et al., 1978). Nos anos que sucederam, essas
estimativas foram ficando cada vez mais complexas e rigorosas com relacdo aos impactos em
organismos aquaticos. SOLBAKKEN et al. (1985) estudou a absorcéo e eliminacdo de ésteres
de ftalato em mexilhdes de recifes de corais e fez uma comparagdo com outro contaminante, o
y-hexaclorociclohexano (Lindano). O éster de ftalato teve maiores concentracfes do que 0
lindano no hepatopéncreas e no sangue desses animais, porém tiveram menor absor¢do nos
tecidos branquiais e musculares. Ainda ndo se sabia os fatores responsaveis por essas
diferencas, mas deduziram que o contetdo lipidico do tecido e as caracteristicas quimicas de
ligagOes das toxinas séo fatores importantes. Em sua conclusdo eles citaram que os efeitos
agudos dos ftalatos foram inferiores aos do lindano porque 0 mesmo contém baixa absor¢éo e
baixa toxicidade e isso traria menor acumulacdo em niveis tréficos elevados. Contudo, esses
animais eliminam o lidano e os ftalatos rapidamente de seus organismos e isso contribui com
0 biomonitoramento, pois encontrar esses poluentes no organismo desses animais significa

que o ambiente foi contaminado recentemente.

Passados alguns anos, uma importante revisdo foi feita com 8 ésteres de ftalatos
(GOBAS et al., 2003) para analisar se esses poluentes sdo acumulados em diferentes niveis
troficos aquaticos. Esse teste foi realizado com peixes, algas, macrofitas, crustaceos,
poliquetas, moluscos, insetos aquaticos e outros organismos. Os autores informam que ha
uma importante relacdo entre o coeficiente de particdo octanol/agua (Log KOW) de uma
substancia e seu poder bioacumulativo, onde uma substancia € considerada bioacumulativa
quando seu log KOW é maior que 10°. Contudo, os autores concluiram que a bioacumulagéo
dos ésteres de ftalatos em rede alimentar ndo ocorre, mesmo com seus altos indices de
particdo octanol-agua. Porém, sua disponibilidade no meio ambiente sera maior quanto maior

for o seu peso molecular.

Em 2007 surge o primeiro estudo de exposic¢do a ftalatos com o nematoide de vida-livre

Caenorhabitis elegans, que apesar da espécie ndo ser marinha, € um animal altamente
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estudado no mundo e sobre o qual existe um grande conhecimento em genética e neurologia
(BRENNER, 1974; FELIX & BRAENDLE, 2010). Nesse estudo 0s autores expuseram
diretamente C. elegans em contato com o Bis (2-etilhexil) Ftalato (DEHP) durante 24 horas e
utilizaram “endpoints” como mortalidade, crescimento, reproducdo e expressao génica. Apos
24 horas a concentracao letal que mata 50% da populagdo (CI50) foi estimada, através da
estimativa probits, em 22,55 ug mL* e as concentragdes subletais em 0,02; 0.2 e 2 ug mL™.
Os nematoides expostos as concentracdes de 0,02 e 0,2 pug mL™* mostraram diminuicio no
comprimento do corpo e também uma diminui¢do na producao de ovos. Outro estudo também
revelou que C. elegans apresentou alteragdes no seu sistema locomotor e neuroldgico quando

expostos a compostos de ftalatos (TSENG et al., 2013).

Atualmente os ftalatos sdo conhecidos como “Disruptores endrdcrinos”, pois ja se
conhece muito bem seus efeitos em animais humanos e ndo humanos (FOSTER, 2006;
SHEIKH et al., 2016). Logo o estudo desses contaminantes em organismos marinhos,
enfatizando seus efeitos reprodutivos, é de extrema importancia, uma vez que a perpetuacédo
das espécies depende de um bom funcionamento reprodutivo. Um estudo conduzido por
CORRADETTI et al. (2013) verificou a biologia reprodutiva do peixe-zebra masculino
(Danio rerio) em concentracoes de 0,2 e 20 pg mL™* do DEHP em 3 semanas de exposi¢do. O
DEHP induziu uma parada mitética durante da espermatogénese do peixe-zebra, aumentando
a fragmentacdo do DNA nos espermatozéides e reduzindo significativamente a producédo
embrionaria em até 90%. Outro estudo com a exposi¢cdo de cinco ésteres de ftalatos mostrou
gue a capacidade de incubacdo, morfogénese e metamorfose nos estagios embrionarios de
mexilhdes é alterada negativamente e que, além disso, os ftalatos afetam a osmorregulacao,
danificando o envelope embrionario e causando transtorno de homeostasia fisiologica no
organismo (ZHOU et al., 2011).

Contudo, ha muitos relatos sobre como os mais variados tipos de ésteres de ftalato
podem afetar os organismos marinhos, sejam eles, aves, mamiferos, peixes ou invertebrados.
No entanto a poluicdo por ésteres de ftalatos é crescente e vem se tornando cada vez mais
onipresente (ZHANG et al., 2018a; CHENG et al., 2019) e os efeitos de alguns tipos de
ftalatos, que sdo muito utilizados na industria, ainda ndo sdo totalmente compreendidos em
seu contexto quimico e bioldgico. O presente estudo tem foco em apenas um ftalato devido a

falta de literatura sobre os efeitos desse contaminante no ambiente marinho
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2.3.1 Dibutil ftalato e seus efeitos em organismos aquéticos

O Dibutil ftalato (DBP), também chamado de D-n-butil ftalato (Figura 5), é um
plastificante muito utilizado em setores industriais, tendo seu foco na industria cosmética.
Todavia, muitos paises ja tem seu uso restrito por ele estar incluso no grupo dos disruptores
enddcrinos (MANIKKAM et al., 2013), ou seja, pode afetar o sistema hormonal de diversos
organismos de diferentes niveis tréficos (PORTE et al., 2006). Amostras coletadas de agua e
sedimento em algumas regides do mundo mostram que o DBP estd presente em diferentes
compartimentos ambientais (JOHNSON et al., 1984; FROMME et al., 2002). Ainda mais, 0
DBP tende a se concentrar mais em fundo de rios e estuarios do que na superficie da agua
(ZHANG et al., 2018a). E considerado onipresente e dominante em diversas regides de
mundo, como por exemplo, Alemanha (FROMME et al., 2002), China (HUANG et al., 2008)
e paises baixos (PEIINENBURG & STRUWS, 2006), tendo a variacdo de concentracdo em
agua doce e marinha de 0,12 a 8,8 pg mL™* e em sedimentos de 0,06 a 20,8 mg kg.
(FROMME et al., 2002; ZHANG et al., 2018b). Essas concentracGes podem ser toxicas para
diversos organismos, como por exemplo, Artemia salina, o qual diminuiu drasticamente sua
eclosdo dos ovos,apds a exposi¢do ao DBP por 72 h, nas concentracGes de 10, 20 e 50 pg mL"
L (SUGAWARA, 1974). Outro estudo verificou que a exposicdo ao DBP induziu a disfungdo
espermatica do poliqueta Galeolaria caespitosa. Logo apds a primeira clivagem um
blastbmero em embrides anormais realizou outras mitoses enquanto um ficava retido. Em
analise de microtabulos verificou-se que os fusos mitéticos nos embriGes anormais eram
dobrados e encurtados sendo incapazes de ancorar o corte, resultando na segregacao
defeituosa dos cromossomos, entre outras anormalidades encontradas (LU et al., 2017). No
entanto ainda falta literatura com foco no DBP em organismos marinhos para melhor
entendimento de como esse contaminante pode afetar a vida desses animais e suas relacdes.
Para isso ha uma grande necessidade de organismos modelos que possam contribuir com a

rapidez e baixo custo experimental.
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Figura 5 — Estrutura molecular simples (A) e em 3D (B) do Dibutil ftalato.
B

Fonte: Imagens retiradas do google imagens (2019).

2.4 NEMATOIDES COMO BIOMODELOS PARA ESTUDOS EXPERIMENTAIS

A meiofauna é um conjunto de metazoarios composto de aproximadamente 30
Filos zooldgicos, sendo o Filo Nematoda o mais abundante (JESUS, 2014). A comunidade
meiofaunal foi classificada levando em consideracdo o habitat e a dimensdo dos organismos
(0,44 a 0,5 mm) (MARE, 1942). A meiofauna ¢ um componente fundamental do bentos
costeiro e contribui significativamente para a transferéncia de energia nos niveis tréficos
(DANOVARO et al., 2007; KRAMER et al., 2013). Além disso, os membros da comunidade
pertencentes a meiofauna podem ser uma ferramenta Gtil para estudos sobre impactos
humanos, pois respondem de forma rapida as mudancas que ocorrem no meio ambiente
(KENNEDY & JACOBY, 1999; GIERE, 2008).

Os nematoides sdo 0s metazoarios mais diversos e numericamente dominantes em
ambientes marinhos, ocorrem em qualquer tipo de sedimento, em diferentes condicGes
climaticas e em ambientes com elevadas concentracbes de poluentes (FLEEGER &
CHANDLER, 1983; KENNEDY & JACOBY, 1999). Além disso, 0s nematoides vivem em
contato direto com 0s componentes dissolvidos na agua através de sua cuticula permeéavel
(PLATT & WARWICK, 1980; VRANKEN et al., 1986). Os nematoides em particular, sdo
considerados bons indicadores de contaminacdo por diversas razdes, que incluem a sua
abundancia, elevada diversidade de téxons, o curto tempo de geragdo, desenvolvimento
bentbnico direto, facil cultivo em laboratorio. Outra vantagem de se utilizar os nematoides em

estudos de impactos ambientais é que mesmo com pequenos volumes de unidades amostrais
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dos sedimentos, sdo obtidas informagGes com significancia estatistica (PLATT; WARWICK,
1980).

Os nematoides sdo animais adequados para serem usados em testes de toxicidade
laboratorial (HAGERBAUMER et al., 2015), também sdo excelentes bioindicadores
(WILSON & KHAKOULI-DUARTE, 2009) de qualidade ecoldgica, como foi mostrado no
estudo feito em ecossistemas costeiros do Mar Mediterraneo, onde os resultados dessa
pesquisa revelaram que os nematoides representam uma assembleia altamente informativa
(MORENQO et al., 2011). Contudo, nematoides sédo organismos chave para o entendimento de
questdes ecologicas e algumas espécies em particular ddo suporte para estudos experimentais

de curta duracao e baixo custo.

2.4.1 Litoditis marina como modelo biologico

O nematoide bacterivoro de vida-livre Litoditis marina, que pertence a familia
Rhabditidae, consiste em pelo menos 10 espécies cripticas (DERYCKE et al., 2008;
SUDHAUS, 2011). Trés dessas espécies (Pml, Pmll e PmllII) frequentemente sdo encontradas
em algas marinhas, arquipélagos e depdsitos na zona costeira da Bélgica e Holanda
(DERYCKE et al., 2005); sdo um complexo de espécies adequado para serem utilizados em
testes ecotoxicolégicos (MONTEIRO et al., 2018). Ecologicamente falando, L. marina é uma
espécie que apresenta alta tolerancia as mudancas ambientais e é considerada uma espécie
oportunista (BONGERS, 1990; BONGERS, 1999; BONGERS & FERRIS, 1999). Além de
ser considerada, na escala colonizador-persistente (Cp), uma espécie de Cp-1 devido ao seu
curto ciclo de vida (em média trés dias), grande geracao de prole e possuir como estratégia de
vida para mudancas do meio ambiente, a Dauer Larvae. Varios trabalhos experimentais ja
demostraram que esta espécie é, de fato, um étimo modelo biolégico (LIRA et al., 2011;
DERYCKE et al., 2016; MONTEIRO et al., 2018). Um bom exemplo foi dado quando, uma
pesquisa usando o metal pesado Cadmio como contaminante, mostrou que o tempo de
desenvolvimento em Pellioditis marina, uma das classificagbes antigas de L. marina
(BASTIAN, 1865), foi alterado de 5,2 dias no controle, para 7,2 dias na concentragdo de
100 pg mL, havendo um aumento de 2 dias no seu tempo de desenvolvimento (VRANKEN
et al., 1985).
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2.4.2 Diplolaimelloides oschei como modelo bioldgico

Diplolaimelloides oschei (Meyl, 1954) € uma espécie bacterivora e estuarina que
é encontrado frequentemente em depdsitos de algas marinhas (DOS SANTOS et al., 2008).
Pertence a escala Cp-2, ndo tem formacédo de Dauer larvae e tem ciclo de vida relativamente
maior em comparacdo a L. marina (14 dias). Além do mais, seu crescimento populacional néo
é tdo répido e a geracdo de sua prole é menor (BONGERS, 1999). Por ser uma espécie de
Cp-2 pode mostrar-se resiliente a grandes impactos ambientais, restabelecendo suas
populacgdes apds longos periodos de tempo (SOTO et al., 2017). Também é considerada uma
espécie biomodelo e pode contribuir com o conhecimento de como o DBP pode afetar

organismos e populagdes de invertebrados marinhos.
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3 MANUSCRITO |

Efeitos da poluicdo por Dibutil ftalato (DBP) nos parametros populacionais e
embrionarios dos nematoides de vida-livre Litoditis marina (Bastian, 1865) Sudhaus,
2011 e Diplolaimelloides oschei (Meyl, 1974)

Resumo

O Ditubil ftalato (DBP) é um plastificante que serve para modificar propriedades fisicas de
materiais plasticos. Esta onipresente em ambientes marinhos e estuarinos além de possuirem
alta adsorcdo no sedimento, no qual abriga nematoides em abundancia. Logo, o presente
estudo investiga exposicdes letais e sub-letais do DBP, verificando a capacidade do mesmo de
modificar pardmetros populacionais e embrionarios dos nematoides estuarinos Litoditis
marina e Diplolaimelloides oschei. O DBP foi altamente toxico para ambas as espécies ja que
até a menor concentracdo testada (0,5 pg mL™) modificou pardmetros populacionais e
embrionarios. Porém exposicdes com altas concentragdes (512 pug mL™) do DBP ndo
causaram 100% de mortalidade em nenhuma das espécies. Em compara¢do com outros
invertebrados, os nematoides aqui investigados foram altamente tolerantes a exposicdo de
curto prazo, porém afetados com exposicdes em longo prazo. Ambas as espécies

apresentaram diferentes sensibilidades ao DBP e estratégias de vida.

Palavras-Chave: Ecotoxicologia; Nematoda; Plastificantes; Estéres de ftalato; Sub-letal; letal.
Abstract

Dibutyl phthalate (DBP) is a plasticizer used to modify physical properties of plastic
materials. It is omnipresent in marine and estuarine environments and has high absorption in
the sediment, in which nematodes are abundant. Therefore, the present study investigates
lethal and sub-lethal exposures of DBP, verifying its capacity to modify population and
embryonic parameters of the estuarine nematodes Litoditis marina and Diplolaimelloides
oschei. DBP was highly toxic for both species since even the lowest concentration tested (0.5
g mL?1) modified population and embryonic parameters. However, exposures with high
concentrations (512 pug mL™?) of DBP did not cause 100% mortality in any of the species.

Compared with other invertebrates, nematodes investigated here were highly tolerant of short-
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term exposure, but affected with long-term exposures. Both species presented different

sensitivities to DBP and life strategies.

Keywords: Ecotoxicology; Nematoda; Plasticizers; Phthalate esters; Sublethal; Lethal.

3.1 INTRODUCAO

Uma das grandes preocupacdes dos ecotoxicologistas marinhos é, sem

duvida, a grande quantidade de lixo descartada no oceano. Sé de materiais plasticos

estima-se que a producdo mundial ultrapasse mais de 335 milhGes de toneladas por
ano (PLASTICSEUROPE, 2017), onde mais de oito milhdes de toneladas séo

despejadas no ambiente marinho (JAMBECK et al., 2015) causando efeitos variados a

organismos que nele vivem. Para ecotoxicologistas, os efeitos quimicos sdo o0s que

mais interessam, uma vez que, os plasticos podem liberar no ambiente marinho

substancias quimicas que fazem parte de sua composi¢do, como por exemplo, um

complexo de ésteres de ftalatos, onde os mais importantes sédo o Dibutil ftalato (DBP);
Bis (2-etilhexil) ftalato (DEHP), Benzil butil ftalato (BBP) e Dioctil ftalato (DOP)
(HERMABESSIERE et al.,, 2017). Além disso, essas substancias ficam

biodisponiveis no meio ambiente e podem bioacumular efeitos deletérios para diversas

espécies marinhas (GOBAS et al., 2003).

O Dibutil ftalato (DBP), também chamado de D-n-butil ftalato, é um

plastificante comumente utilizado, muito importante em diversos setores industriais.

Todavia, muitos paises ja tém seu uso restrito por ele estar incluso no grupo dos

desreguladores endocrinos (MANIKKAM et al., 2013), ou seja, podem afetar o

sistema hormonal de diversos organismos de diferentes niveis troficos (PORTE et al.,

2006). Amostras coletadas de agua e sedimento em algumas regides do mundo

mostram que o DBP estd presente em diferentes compartimentos ambientais
(JOHNSON et al., 1984; FROMME et al., 2002). Ainda mais, o DBP tende a se

concentrar mais em fundo de rios e estuarios do que na superficie da agua (ZHANG et

al., 2018a), alem de ser onipresente e dominante em diversas regides do mundo

(FROMME et al., 2002; ZHANG et al., 2018b).
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A onipresenca do DBP em ambientes marinhos pode afetar
invertebrados que vivem na dgua e no sedimento. E importante enfatizar que ha uma
relacdo diretamente proporcional entre a adsorcdo do DBP no sedimento e a
salinidade, (XU & LI, 2008) o que pode comprometer diversos organismos. Um
exemplo pratico ocorreu quando LU et al. (2017) expuseram espermatozoides do
poliqueta Galeolaria caespitosa a concentracfes que variavam de 0,02 a 20 partes por
milhdo (ug mL™) e perceberam que concentragcbes acima de 0,2 pg mL?
comprometem a funcdo espermatica desse animal, causando uma menor taxa de
reproducdo. No entanto, ainda ha caréncia de estudos com DBP em invertebrados
marinhos, mesmo que eles representem uma grande importancia no equilibrio desses
ambientes, pois servem como base alimentar para animais superiores na cadeia trofica
(MACKINTOSH et al., 2004), além de muitos desses organismos serem Gtimos

modelos bioldgicos para estudos experimentais.

Nematoides marinhos e estuarinos sdo usados frequentemente em
estudos ecotoxicoldgicos (VRANKEN et al., 1991; MAHMOUDI et al., 2007; LIRA
et al.,, 2011; LUANA et al., 2017; MONTEIRO et al., 2018). Essa preferéncia por
nematoides para estudos em microcosmo (em placas de Petri) se deve por suas
caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas dadas pelo tamanho e transparéncia corporal,
o0 que facilita a visualizacdo de estruturas internas e manuseio. Além disso, muitos
nematoides tém tempo de vida curto, em relacdo a outros animais de cadeia superior,
alta taxa de descendentes, ciclo de vida curto, aléem da alta abundancia em sedimentos
(SOHLENIUS, 1980; TRAUNSPURGER et al., 1997; RAES & VANREUSEL, 2006;
ALVES et al., 2013).

Os nematoides do género Litoditis (Rhabditidae) e Diplolaimelloides
(Monhysteridae) sdo cosmopolitas, frequentemente encontrados em estuérios e
coexistem nos mesmos locais (DOS SANTOS et al., 2008; DERYCKE et al., 2016).
De acordo com BONGERS & BONGERS (1998), as espécies Litoditis marina e
Diplolaimelloides oschei sdo colonizadoras oportunistas que dependem da
disponibilidade de matéria organica para ter crescimento populacional exponencial e
ainda sdo tolerantes a impactos ambientais a niveis populacionais. Os mesmos autores
definiram a escala Colonizador—Persistente (Cp) de acordo com o nivel de
oportunismo desses animais. L. marina foi denominada como um nematoide de Cp-1,

ou seja, um extremo colonizador, tendo seus indices de populacdo altos quando o



40

ambiente é rico em matéria organica, além disso, quando o ambiente carece de
alimento, esse nematoide é capaz de formar “Dauer Larvae”, um estdgio larval que
reduz seu metabolismo como estratégia de sobrevivéncia. Diplolaimelloides oschei
pertence a escala Cp-2, ndo tem formacdo de Dauer larvae e tem ciclo de vida
relativamente maior que L. marina, além do mais, seu crescimento populacional ndo é

tdo rapido e a geracgdo de sua prole € menor (BONGERS, 1999).

Logo, através da utilizacdo dos nematoides marinhos L. marina e D.
oschei como biomodelos, este trabalho objetiva identificar possiveis impactos
causados pelo plastificante Dibutil ftalato em experimentos Ex situ. Tendo como
hipdteses: 1- Exposi¢bes de curto prazo do DBP causardo mortalidade em ambas as
espécies, sendo L. marina mais tolerante, por ser um extremo colonizador (Cp-1); 2-
ConcentragOes sub-letais do DBP modificardo parametros populacionais (Tamanho da
populacdo de adultos e jovens) e de crescimento (Tempo de eclosdo de ovos,
crescimento de larvas e maturacdo) de ambas as espécies, porém espera-se que D.
oschei seja mais afetado por ser uma espécie menos oportunista que L. marina
(BONGERS, 1990; BONGERS & FERRIS, 1999). O presente estudo é o primeiro a
investigar mudancas nos parametros populacionais e embrionarios de nematoides
estuarinos expostos a diferentes concentracdes do DBP. Apesar da relevancia do DBP
no ambiente marinho e por sua alta adsor¢do no sedimento (XU AND LI, 2008),
poucos estudos experimentais focalizam os impactos do DBP em invertebrados e suas
possiveis consequéncias. Além disso, grande parte da América do sul ndo tem

restricao de uso desses aditivos, incluindo o Brasil.

3.2 METODOS

3.2.1 Escolha e cultivo dos biomodelos

Litoditis marina (Bastian, 1865) Sudhaus, 2011 e Diplolaimelloides
oschei (Meyl, 1954) sdo espécies bacterivoras e estuarinas que sdo encontradas
frequentemente em depdsitos de algas marinhas (DERYCKE et al., 2005). Ambas as
espécies foram obtidas através do laboratério de Nematologia da Universidade de

Ghent, na Bélgica e sdo originadas do Estuario de Westerschelde, sudeste da Holanda.
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As espécies ja eram mantidas em culturas monoespecificas, agnobitticas para o
crescimento exponencial com temperatura de (18°C) e salinidade (25) constante.
Contudo para a realizacdo dos experimentos foi necessario um reajuste de concentracédo
de &gar, pois L. marina é uma espécie que apresenta melhor estabilidade populacional
em &gares mais concentrados, contrariando D. oschei. Por este motivo testes prévios
foram realizados nas culturas com diferentes concentracfes de agar e a concentracéo de
0,9 % (99 de bacto-agar / L de agua do mar) foi a que manteve ambas as populacdes em

crescimento exponencial.

A justificativa de escolher ambas as espécies € que estas coexistem no
mesmo ambiente, ja foram utilizadas em estudos experimentais (também em nivel de
género) comboas respostas para as indagacfes a curto prazo e sdo de facil manuseio e
baixo custo de manutencdo (VRANKEN et al., 1991; DERYCKE et al., 2005; DOS
SANTOS et al., 2008; DOS SANTOS et al., 2009; LIRA et al., 2011; DE MEESTER et
al., 2015a). Litoditis marina é uma espécie criptica, que faz parte de um complexo de
mais de 10 espécies, onde ja foram reportadas diferencas ecoldgicas entre elas (DE
MEESTER et al., 2012; DERYCKE et al., 2016). Tem curto tempo de vida (em torno
de 20 dias) e chega a sua fase adulta em torno de trés dias. Neste estudo foi escolhida a
espéecie Pm 11l pois ja foi reportado que a mesma suporta temperaturas mais quentes e
variacfes da mesma (DE MEESTER et al., 2015a). Além disso, € uma espécie que vem
apresentando bons resultados para se tornar uma espécie biomodelo, e o presente estudo
também busca contribuir com essa referéncia. Diplolaimelloides oschei tem o ciclo de
vida relativamente maior que L. marina e chega a fase adulta em torno de 14 dias. Por
ser uma espécie de Cp-2 pode mostrar-se resiliente a grandes impactos ambientais
restabelecendo suas populacgdes apds longos periodos de tempo (SOTO et al., 2017).

3.2.2 Ftalato e solventes

O Dibutil ftalato (DBP) foi produzido pela Sigma-Aldrich Chemicals
Co. (St. Louis, MO, USA) com 99% de pureza e a acetona € do tipo PA. Dados prévios
e ndo publicados (Pela propria autora) com acetona mostraram que as populagdes de
nematdides ndo eram afetadas. Porém, a alta volatilidade da acetona, deixava a
formacéo de cristais do DBP no agar, entdo para melhor solubilidade do ftalato no gar,
foi necessaria a adigdo de um surfactante Tween 80. Outros esteres de ftalatos (DEHP e

DOP) foram testados com acetona e o Tween 80, individualmente ou em conjunto,
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porém ambos ftalatos apresentaram a formac&o de cristais e/ou branqueamento do agar,
0 que impedia a total solubilidade dos ftalatos e/ou a viabilidade dos nematoides.

3.2.3 Preparacéo das concentracgdes do Dibutil ftalato

O DBP foi diluido com uma solucdo de acetona e Tween 80 que foi
preparada com a mesma concentracdo para todos os tratamentos, ou seja, uma solugéo
estoque. O DBP tinha 100% de pureza, logo a concentracdo inicial dependia do volume
do solvente. A solucdo estoque inicial continha 9 mL de acetona com 700 pl de Tween
80. Essa solucéo serviu para solubilizar o DBP e determinar as concentra¢des no agar
utilizado no experimento. As concentragdes para os testes de letalidade (agudo) foram
16; 32; 64; 128 € 256 e 512 pug mL™. Para os testes sub-letais (Cronico) foram de 0,5; 1;
2;4; 8 e 16 ug mL™. O gradiente de concentracéo foi baseado em estudos de analise de
concentracdes do DBP em 4gua e sedimento (GAO & WEN, 2016).

3.2.4 Preparagédo dos bioensaios

Todos os experimentos foram realizados em placas de Petri de seis
cm3,descartaveis e esterilizadas. Também foram testados dois controles experimentais, 0
controle biolégico (sem solventes e/ou DBP) e o controle do solvente (Apenas solvente
sem DBP). O agar foi preparado na concentracdo de 0,9 %, ou seja, adicionou-se 9 g de
bacté-agar em 1 L de agua do mar com salinidade 25. O &gar foi homogeneizado e
esterilizado, com posterior adi¢do de 100 pL de colesterol no agar, pois nematoides nao
conseguem sintetizar esteroides quando sua Unica fonte de alimento € bactéria
(VANFLETEREN, 1980). Para conduzir o experimento, as solu¢des com DBP foram
homogeneizadas no agar para volume final de 5 mL nas placas de Petri. Para montagem
dos testes de letalidade (agudo), em uma gota de agua do mar aplicada no agar foram
adicionados 100 nematoides adultos por placa. Foram feitos tréplicas para cada
tratamento. Os nematoides foram alimentados com 50 pL de sepas de Escherichia coli
K12 morta com concentragdo de 3 x 10° células mL™, pois essa concentracdo dispde
melhores condic¢des para o crescimento populacional dos nematoides utilizados (DOS
SANTOS et al., 2008). As placas foram vedadas com parafilm e armazenadas em
incubadoras a 18°C e no escuro. Apenas nematoides mortos e vivos foram contados a
cada 24 horas no periodo de cinco dias para analise de mortalidade. Nematoides que
nasceram durante o experimento ndo foram contados. Para montagem de testes sub-

letais, apds o agar enrijecido, aplicou-se uma gota de agua do mar na qual foram
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colocados oito machos e oito fémeas de L. marina ou D. oschei, individualmente. A
cada 10 dias os nematoides eram alimentados novamente com 50 pL de sepas de E. coli
na concentracdo de 3 x 10° células mL™. As placas foram vedadas e armazenadas em
incubadoras a 18° C, no escuro. Os parametros de Oviposicdo diaria, Tempo de
desenvolvimento total (TDT), Tempo de eclosdo de ovos (TEO) e Tempo de maturagéo
(TDM) (MOENS & VINCX, 2000) e crescimento populacional puderam ser analisados
através da contagem de ovos, jovens, fémeas e machos que ocorreram a cada 24 horas
durante 15 dias para experimento com L. marina e a cada 48 horas durante 28 dias para
experimentos com D. oschei. Os parametros foram baseados em MOENS & VINCX
(2000) om pequenas modificagcdes nos nomes.

3.2.5 Calculo dos parametros

Todos os dados foram transferidos para uma planilha eletronica.
Através do teste de letalidade foi calculada a concentragdo letal 50 (CI50) com a
estimativa de probabilidades (Probit). Os parametros embrionarios e populacionais dos
testes sub-letais (Quadro 1) também foram calculados por modelagem do crescimento
populacional regressdo linear. A populacdo de adultos foi calculada pelo somatorio da
populacdo de machos + populacdo de fémeas, evitando estdgios larvares sem
desenvolvimento do aparelho reprodutor. A populacdo total foi calculada pelo
somatorio da populacdo de jovens + adultos, sem a inclusdo de ovos. Os parametros de
tempo foram calculados através de uma tendéncia linear (Regressdes). Essas regressdes
estimam o tempo de crescimento dos nematoides através do aparecimento de ovos,
jovens e adultos que sdo conferidos através das contagens. Para analise de crescimento
populacional total (Adultos + Jovens), de adultos e de jovens foram utilizados os dados
da Area sob a curva (ASC) calculados da regra do trapézio (HANLEY & MCNEIL,
1982).

3.2.6 Analise de dados

Todos os parametros foram analisados através do software PRIMER v6
pelo teste ndo-parametrico de Analise de Variancia multivariada Permutacional
(PERMANOVA) por ndo atenderem as premissas de variancia paramétrica. Os dados
eram analisados entre tratamentos e réplicas. Os dados foram baseados em distancia
Euclidiana com 9999 permutacfes e posteriormente transformados em raiz (4) para

padronizacdo. A diferenca significativa entre os tratamentos foi assumida com 95% de
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confianca posteriormente tratadas pelo PERMDISP para testar se a homogeneidade das
dispersdes foi definida pelos tratamentos ou pelas réplicas. Quando definidas pelas
réplicas, analise de Escalonamento multidimensional (MDS) foi rodada para identificar
a distancia entre tratamentos e réplicas. Quando definida pelos tratamentos, os dados
que assumiam p < 0,05 e o numero de permutacOes era inferior a 150, o teste Monte
Carlo era utilizado para discriminar a diferenca entre os tratamentos (ALVES et al.,

2013). Os graficos foram plotados pelo programa Sigmaplot V.12.5.
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Quadro 1 - Calculo e forma de analise de todos os parametros analisados no presente estudo,
para as espécies Litoditis marina e Diplolaimelloides oschei. (ASC) = Area abaixo
da curva.

Quadro 1- Calculo e forma de analise de todos os parametros analisados no presente estudo, para as espécies

Litoditis marina e Diplolaimelloides oschei. (ASC) = Area abaixo da curva.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Litoditis marina
3.3.1.1 Teste de Letalidade

A toxicidade aguda do DBP em L. marina foi estimada ap6s 120 horas
de exposicao. Através da estimativa de Probit a CI50 foi estimada em 891, 25 pug mL™,
porém como ndo houve mortalidade de 100% em nenhum dos tratamentos, este
resultado ndo é preciso, além do mais, ndo foi observado padrdo de aumento de
mortalidade em relacdo as concentracdes (Figura 6). No ultimo dia de experimento
foram observados nematoides jovens em todas as concentracbes mostrando que a
exposicdo de cinco dias com as concentragdes testadas ndo foram suficientes para
impedir a reproducédo do animal.

Figura 6 — Taxa de Mortalidade (NUmero bruto) de Litoditis marina apds 120 horas de exposicdo ao Dibutil
ftalato. As concentragdes séo dadas em [Ug mL™.
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3.3.1.2 Testes sub-letais

Para L. marina o controle bioldgico e o controle solvente ndo tiverem

diferenga significativa em nenhum dos pardametros (PERMANOVA, Valor de p > 0,05)
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e como isso em todo esse capitulo serd considerado apenas o controle solvente para 0s
testes estatisticos.

O tamanho da populacdo total (Figura 7) apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (Pseudo-F = 39,71 e p = 0,0001) e a diferenca entre 0s
tratamentos ndo foi causada por dispersdo (PERMDISP, Valor de p = 0,57). Todas as
concentragOes diferiram estatisticamente do controle (PERMANOVA, valor de p <
0,05) podendo ser observadas diferengas no tamanho populacional entre os tratamentos
(Figura 7). A menor concentracdo de DBP ja apresentou efeito em relagdo ao tamanho
da populacdo quando comparado ao controle. Observa-se uma tendéncia de quanto
maior a concentracdo menor é o tamanho populacional.

Figura 7 - Crescimento populacional de A- Nematoides jovens, B- Adultos e C- Populagdo total de Litoditis
marina, ao longo do tempo (dias) calculado pela Area sob a curva (ASC).
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A populacdo de jovens (Figura 7) também diferiu entre os tratamentos
(Pseudo-F = 39,99 e p = 0,0001), e os dados nao apresentaram dispersao (PERMDISP,
Valor de p = 0,52). Todas as concentracdes diferiram do controle (PERMANOVA,
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Valor de p < 0,05). O menor tamanho populacional de jovens em relagdo ao controle
pode ser observado na concentracéo de 8 pg mL* mostrado na figura 7.

A populacdo de adultos também apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos (Pseudo-F = 39,96 e p =0,0001) e os dados também néo
apresentaram dispersdao (PERMDISP, Valor de p = 0,57). Utilizando o teste por pares,
foi identificada diferencga significativa de todos os tratamentos em relagdo ao controle
(\Valor de p <0,05).

As taxas de Oviposicdo diaria (Tabela 1) de L. marina também
apresentaram diferenca estatistica (Pseudo-F = 38,28 e p = 0,0001). Os dados néo
apresentaram dispersdo entre as amostras (PERMDISP, Valor de p = 0,36). A
comparagdo por pares mostrou gque todos os tratamentos diferem estatisticamente do

controle (Valor de p < 0,05).

Os tempos de desenvolvimento podem ser observados na tabela 1. No
experimento notou-se que L. marina apresentou alta taxa de viviparidade e por este

motivo o tempo de eclosdo de ovos ndo pode ser calculado.

Tabela 1 - Média e Erro Padrdo do Tempo de desenvolvimento total (TDT), Tempo de maturagdo (TDM), em
dias, e Oviposicédo diéria de Litoditis marina em diferentes tratamentos do DBP. O Tempo de eclosao
de ovos (TDE) nao pode ser definido devido a baixa oviparidade que L. marina apresentou. (*) refere-
se aos pardmetros que diferiram estatisticamente do controle (p< 0,05).

Média + Erro Padréao

Tratamento TDT TDM TDE Oviposicao diaria
Controle 4,9 +0,44 1,6 +0,15 - 44 +11,28

0,5 ug mL*t 3,6 +0,43 1,2+0,1 - 94 + 8,3*
1ug mL? 3,6 + 0,46 0,5+0,12 - 23 +5,6%
2 ug mL? 3,8 +0,49 1,1+ 0,07 - 62 + 14,83*
4pgmL? 3,3+0,1* 0,6 +0,12* - 109 + 18,32*
8 ug mL* 4,9 +0,05 0,6 + 0,08 - 98 + 2,47*

16 pg mL*t 3,9+ 0,05 0,7+0,3 - 90 + 19,39*

O tempo de desenvolvimento total no controle foi de 4,9 dias e teve
diferenga significativa entre os tratamentos (Pseudo-F = 6,58 e p = 0,002), porém 0s
dados mostraram disperséo entre amostras (PERMDISP, Valor de p = 0,02), que néo
condizem com o tratamento que diferiu do controle, mostrado pelo MDS (Figura 8). O
teste por pares mostrou que apenas a concentragdo de 4 ug mL™ diferiu do controle e
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esse resultado mostrou que houve uma maturagdo mais rapida nessa concentracdo em

relacéo ao controle.

Figura 8 - MDS do Tempo de desenvolvimento Total de L. marina. Os fatores referem-se aos tratamentos. As
concentragdes sdo dadas em pg mL-
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O tempo de maturacdo diferiu estatisticamente dos tratamentos
(Pseudo-F = 3,02 e p = 0,03) e 0 dados do PERMDISP ndo apresentaram dispersao
entre os tratamentos (PERMDISP, valor de p = 0,5). A analise entre pares apenas
identificou diferenca estatiistica entre o controle e a concentracdo de 4 pg mL*
(PERMANOVA, Valor de p < 0,05).

3.3.2 Diplolaimelloides oschei
3.3.2.1 Teste de Letalidade

A CI50 do DBP para D. oschei foi estimada em 100.000 pg mL™. Essa
alta estimativa pode ser explicada porque em nenhum dos tratamentos houve
mortalidade de 100% para populagdes de D. oschei, dificultando uma estimativa mais
precisa, aléem do mais ndo foi observado padrdo de aumento de mortalidade em relagdo
as concentracOes (Figura 9). No ultimo dia de experimento ndo foram observados ovos
ou juvenis nos tratamentos com o DBP, apenas no controle foram observados ovos e

poucos juvenis, porém ndo foram contabilizados por ndo fazerem parte das analises.
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Figura 9 - Taxa de Mortalidade (Valor bruto)_de Diplolaimelloides oschei apés 120 horas de exposi¢do ao
Dibutil ftalato. As concentragdes sdo dadas em pug mL™.
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3.3.2.2 Teste sub-letal

Para D. oschei ndo houve diferenca estatistica entre os controles
bioldgicos e do solvente (PERMANOVA, p-valor > 0,05) e todos os tratamentos foram

comparados apenas com o controle do solvente.

O tamanho da populacdo total de D. oschei (Figura 10) foi
estatisticamente diferente entre os tratamentos (Pseudo-F = 19,3 e p = 0,0001). Os
dados apresentaram dispersdao de dados (PERMDISP, valor de p = 0,02) e sdo
mostrados no MDS na figura 10. A comparacdo por pares mostrou diferenca estatistica
entre os tratamentos de 1; 2; 4 e 16 ug mL™* (PERMANOVA, Valor de p < 0,05) porém
o tamanho das populacGes dos referentes tratamentos ndo se distinguem, sendo as

populagOes aparentemente iguais em todos os tratamentos.
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Figura 10 - MDS da Populacéo total de D. oschei. Os fatores referem-se aos tratamentos. As concentragdes sdo

dadas em pg mL. A numerac&o indica o nimero das amostras em ordem de tratamento, ou seja, 0
controle com 3 réplicas estdo inumeradas de 1 a 3. O controle solvente com 3 réplicas, estdo
inumeradas de 4 a 6 e assim progressivamente.
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Figura 11 - Crescimento populacional de A- Nematoides jovens, B- Adultos e C- Popula¢do total de

300

Diplolaimelloides oschei, ao longo do tempo (dias) calculado pela Area sob a curva (ASC).
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A populacdo de nematoides juvenis de D. oschei tambem teve diferenca
estatistica entre os tratamentos (Pseudo-F = 16,79 e p = 0,0001). Os dados apresentaram
dispersdo (PERMDISP, valor de p = 0,02) e os testes de comparagdo por pares entre 0s
tratamentos mostraram diferenca estatistica para as concentracdes de 1; 2; 4 e 16 ug
mL* (PERMANOVA, Valor de p < 0,05).

Figura 12 - MDS da Populagdo de jovens de D. oschei. Os fatores referem-se aos tratamentos. As concentragdes
sdo dadas em g mL %, A numeragéo indica o nimero das amostras em ordem de tratamento, ou seja,

o controle com 3 réplicas estdo inumeradas de 1 a 3. O controle solvente com 3 réplicas, estdo
inumeradas de 4 a 6 e assim progressivamente.
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A populacdo de adultos de D. oschei também teve diferenca estatistica
entre os tratamentos (Pseudo-F = 22,02 e p = 0,0001), mas essa diferenca sé ocorreu
entre os controles bioldgico e solvente. Os dados ndo apresentaram dispersao
(PERMDISP, valor de p = 0,07).

A Oviposicdo diaria teve diferenca estatistica entre os tratamentos
(Pseudo-F = 27,73 e p= 0,0001) e os dados nédo apresentaram dispersdo (PERMDISP,
valor de p = 0,7). A comparacdo entre pares de tratamentos mostraram diferenca

significativa entre os tratamentos de 0,5 e 16 pg mL™.

O tempo de desenvolvimento total (Tabela 2) teve diferenca estatistica
entre os tratamentos (Pseudo-F = 10,44 e p = 0,0002). Os dados apresentaram disperséo
entre os tratamentos mostrados na figura 13 (PERMDISP, valor de p = 0,03). No
entanto, a comparacao entre pares de tratamentos evidenciaram diferenca estatistica nas

concentragdes de 0,5; 1; 4 e 8 ug mL™.
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Figura 13 - MDS do Tempo de desenvolvimento total de D. oschei. Os fatores referem-se aos tratamentos. As
concentracdes sdo dadas em pg mL. A numeracdo indica o nimero das amostras em ordem de
tratamento, ou seja, 0 controle com 3 réplicas estdo inumeradas de 1 a 3. O controle solvente com 3
réplicas, estdo inumeradas de 4 a 6 e assim progressivamente.
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Tabela 2 - Média e Erro Padrdo do Tempo de desenvolvimento total (TDT), Tempo de maturagcdo (TDM),
Tempo de eclosdo de ovos (TDE) e Oviposicdo diéria de Diplolaimelloides oschei em diferentes
tratamentos do DBP. (*) refere-se aos parametros que diferiram estatisticamente do controle ( p <

0,05)
Média + Erro Padréo
Tratamento TDT TDM TDE Oviposicdo diaria
Controle 21,63+0,1 18,1+ 0,07 3,5+0,13 14,97 £ 1,66
0,5 pg mL™* 22,96 +0,1* 19,4 +0,12 35+0,13 28,22 +1,95*
1ug mLt 22,6 £ 0,05* 18,7+ 0,1 3,9+£0,08 20,23+ 1,95
2 ng mLt 226+0,5 16,1 + 0,48* 6,5 + 0,05* 11,35+ 2,15
4pgmLt 20,3 £ 0,34* 14,3 + 0,05* 6,2+0,3* 18,39 + 1,82
8 ug mL! 21,4+£0,17* 16,3 £ 0,28* 51+0,11* 1471+£1,81
16 ug mLt 21,9+ 0,02 16,5+ 0,07* 5,4 + 0,05* 7,84 £0,84*

Os tempos de eclosdo de ovos diferiram estatisticamente entre 0s
tratamentos (Pseudo-F = 37,16 e p = 0,0001). Os dados ndo apresentaram dispersao

entre as amostras (PERMDISP, valor de p = 0,26). A analise de comparacgao por pares
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de tratamentos revelaram diferenca estatistica do controle e as concentragdes acima de
2;4;8¢e16 pg mL™,

Os tempos de maturagéo diferiram estatisticamente entre os tratamentos
(Pseudo-F = 49,87 e p = 0,0001). Os dados apresentaram dispersdo entre as amostras
(PERMDIPS, Valor de p = 0,04), porém as analises de comparacdo por pares
evidenciaram diferenca estatistica entre todos os tratamentos (PERMANOVA, valor de

p < 0,05), exceto da concentragdo de 8 pg mL™,

A tabela 3 a seguir mostra o resumo dos resultados com ambas as

espécies.

Tabela 3 - Resumo dos resultados dos parametros populacionais e embriondrios de ambas as espécies
modificados ap6s 14 e 28 dias de exposicdo ao Dibutil ftalato em Litoditis marina e
Diplolaimelloides oschei, respectivamente. Os tratamentos sdo dados em g mLL, (*) O Tempo de
eclosdo de ovos ndo pode ser comparado porque L. marina ndo teve seu tempo de eclosdo de ovos
estabelecido devido a alta taxa de viviparidade e tempo de oviposicéo inferior a um dia.

Espécie
Parametros Litoditis marina Diplolaimelloides oschei
(ug mLY) (g mL™Y)
Lc50 891, 25 100.000
Populacao Total Todos os tratamentos 1;2;4e16
Populacdo Jovens Todos os tratamentos 1;2;4e16
Populacao Adulto Todos os tratamentos Nenhum
Oviposicao diaria Todos os tratamentos 05e16
Tempo de desenvolvimento total 4 05;1;4e8
Tempo de eclosdo de ovos N&o pode ser calculada 2;4;,8e16

Tempo de maturagio 4 05;1;2;4;16
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3.4 DISCUSSAO

Os parametros populacionais e de crescimento aqui analisados foram
determinantes para a compreenséo do funcionamento populacional de Litoditis marina
e Diplolaimelloides oschei quando expostas ao DBP. Através da contagem de ovos,
nematoides jovens e adultos, foi possivel verificar que o DBP, mesmo que em
pequenas concentracles, prejudicou o tempo de crescimento e o tamanho das
populacBes. Além disso, concentracfes que causaram efeito negativo para as espécies,
sdo frequentemente encontradas no meio ambiente (FROMME et al., 2002). Contudo,
é importante enfatizar que mesmo expostas a altas concentracdes do DBP (Superiores
a 100 pg mLY), nenhuma das espécies teve 100% de mortalidade. Todavia, o presente
estudo mostrou que ambas as espécies apresentaram modificacbes em seus parametros
em pequenas concentragcdes. Apesar do conhecimento de que a toxicidade do DBP
aumenta em maiores salinidades e consequentemente sendo mais adsorvido no
sedimento (XU & LI, 2008), podendo prejudicar espécies que no sedimento vivem, a
maioria dos estudos com DBP em organismos sdo concentrados em vertebrados
marinhos e invertebrados de agua doce (ADAMS et al., 1995; HUANG et al., 1999;
AOKI et al., 2011). Por este motivo a comparacdo entre os efeitos do DBP com

invertebrados marinhos e estuarinos tornou-se pouco frequente.

3.4.1 Efeito letal do Dibutil ftalato

Para letalidade o DBP mostrou toxicidade para Litoditis marina,
mesmo ndo havendo letalidade de 100% em nenhuma das concentragdes testadas,
resultado que também ocorreu para as populacdes de D. oschei. Um estudo feito por
ADAMS et al. (1995) mostrou a toxicidade de 14 ésteres de ftalatos em biomodelos
de vertebrados e invertebrados aquaticos. Seus resultados com DBP mostraram que as
CI50 estimadas foram inferiores a 3 ug mL, para camardes e Daphnia magna, sendo
0,5 e 2,99 pug mL* respectivamente. O presente resultado mostra que L. marina, assim
como D. oschei, tiveram uma alta tolerancia ao DBP, ndo sendo possivel estimar com

maior precisdo as concentragoes letais. Isto pode ser explicado quando nematoides em
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salinidades mais altas reduzem suas taxas metabdlicas e por esse motivo ingerem
menores quantidades alimentares (MOENS & VINCX, 2000b).

Dados de concentracbes de efeito n&o-observado (CENO) e
Concentracbes de efeito minimo (CEM) ndo puderam ser estimados devido a alta
tolerancia de ambas as espécies com o DBP e pelos dados ndo apresentarem efeitos

monotonicos.

3.4.2 Efeitos sub-letais do Dibutil ftalato

As populacgdes de jovens e adultos de L. marina foram modificadas em
todas as concentracdes testadas em relacdo ao controle. Os primeiros juvenis
apareceram ja no primeiro dia de contagem, mas foi notdério observar que as
concentragdes de 2 e 4 ug mL? tiverem uma populagio de jovens alta logo no
primeiro dia, em relacdo aos outros tratamentos. Apds o décimo dia de contagem as
populacdes atingiram a capacidade de suporte em todas as concentracdes, nao sendo
mais observado crescimento exponencial em nenhum dos tratamentos até o Gltimo dia
de contagem. Os primeiros adultos apareceram no quarto dia de contagem podendo ser
observado um aumento populacional bem maior no controle em relacdo aos outros
tratamentos. Ja para D. oschei apenas as populacdes de jovens diferiram do controle,
tendo aumento populacional nas concentragdes de 1; 2 e 4 ug mL™ e diminuicio
populacional na concentragdo de 16 pg mL™:. A populacio de adultos ndo teve
diferenca estatistica entre os tratamentos, no entanto é possivel observar uma notoria
diferenca de tamanho populacional entre o controle, 1 pg mL™* e as duas menores
concentragdes (Figura 7) onde houve uma reducgdo drastica de adultos. Esse resultado
sugere que os jovens na concentracdo de 1 pg mL™ ndo chegaram a fase adulta, ja que
o tamanho populacional de adultos foi bastante reduzido e nas menores concentragdes

0S poucos jovens que nasceram chegaram a fase adulta.

Um estudo realizado com rotiferos testou uma grande escala de
concentragio do DBP que variou de 0,005 a 5000 ug mL? . O DBP causou
decréscimo no tamanho populacional nas concentragdes entre 0,5 e 5000 pg mL?* em
um periodo de trés dias (LAN-LAN et al., 2007). Aqui 0s nematoides foram testados

durante 14 e 28 dias de exposi¢do para L. marina e D. oschei, respectivamente, porém
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0 decréscimo populacional foi evidente em L. marina em todas as concentrages
testadas enquanto D. oschei parece que foi beneficiado com as menores concentragfes
de DBP em relacdo ao seu tamanho populacional. Esse resultado corrobora com um
estudo elaborado por WANG et al. (2006), que testou densidades de cianobactérias
expostas ao DBP, onde pequenas concentracbes foram importantes para estimular o
crescimento populacional evidenciando o efeito hormese. O estudo j& citado por LAN-
LAN et al. (2007) também corroborou esse resultado, porém com outro ftalato de
cadeia pequena e baixo peso molecular, o BBP, que aumentou o tamanho populacional
de rotiferos em um mesmo gradiente de concentracdo e esse aumento populacional é
relacionado com a alta taxa de Oviposicdo que esses organismos apresentaram.
Contudo, vale salientar que, apesar de L. marina ser mais tolerante a variacdes
ambientais que monhysterideos (BONGERS, 1999; BONGERS & FERRIS, 1999),
rabditideos no geral tem a ingestdo alimentar mais aleatéria (VRANKEN et al., 1988)
e a alimentacdo de D. oschei é mais seletiva (DOS SANTOS et al., 2008; DOS
SANTOS et al., 2009). Logo o que pode ter ocorrido no presente resultado é que L.
marina ingeriu uma maior quantidade de DBP que pode ter causado uma maior
toxidade em relagdo ao crescimento populacional, no entanto, ha necessidade de
estudos mais especificos para corroborar com essa hipotese.

Sabe-se que ésteres de ftalatos sdo denominados desreguladores
enddcrinos e seu mecanismo de acao ja é bastante conhecido em vertebrados (LEE &
VEERAMACHANENI, 2005b; MANKIDY et al., 2013; VELEZ et al., 2015), porém
ainda hoje ndo se sabe como o DBP pode afetar grupos de invertebrados marinhos e
estuarinos em relacdo a taxas de Oviposicdo. Em relacdo a Oviposicdo, as espécies
aqui investigadas apresentaram suas taxas modificadas pelo DBP. Para L. marina a
média de ovos depositados ao dia, sem a exposi¢do do DBP foi de 44,6 (Tabela 1) e
para D. oschei 14,7 (Tabela 2). Em relagdo ao controle, as duas espécies aqui
investigadas tiverem suas taxas aumentadas na menor concentragdo de 0,5 pg mL™,
porém apresentaram estratégias diferentes no gradiente de aumento de concentragéo.
Litoditis marina reduziu drasticamente para 23 ovos/ dia em 1 pg mL™ e teve aumento
de 62 ovos, ultrapassando o controle, em 2 pg mL?, aumentando assim a
oviviparidade e até viviparidade, pois as fémeas mantiveram o embrido por mais
tempo dentro do seu corpo. Enquanto que D. oschei na concentragdo de 0,5 pg mL™*

aumentou sua taxa, em relacdo ao controle, e logo apresentou queda entre as
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concentragdes de 0,5 e 2 ug mL?, de 28 ovos/dia para 11 respectivamente. Porém a
partir de 4 pg mL? a oviposicdo diminuia ao passo que a concentragio aumentava
para ambas as espécies, entretanto, mesmo que a ovoposi¢cdo de L. marina teve
decaido com o aumento da concentragdo, essas taxas ainda sim foram maiores que as
do controle. Diplolaimelloides oschei é uma espécie que ndo apresenta viviparidade
como estratégia reprodutiva, logo, a menor concentragdo, que aumentou a oviposicao
do mesmo, foi uma estratégia de aumentar a progénie para tentar manter 0 sucesso

reprodutivo e populacional dessa espécie.

Uma importante observacédo a se fazer é que Litoditis marina (Pm IlI) é
uma espécie que pode apresentar como estratégia de reproducdo a oviparidade e
viviparidade e no presente estudo, a espécie apresentou ambas as estratégias, porém
muito mais evidente a alta taxa de viviparidade. Isso foi notado, pois 0 numero de
juvenis foi muito superior ao nimero de ovos depositados. A vantagem de ser um
nematoide viviparo é que as fémeas podem proteger os ovos da exposicdao do DBP,
porém a mudanca de estratégia reprodutiva é relacionada com estressores ambientais
(BLACKBUM, 1999; DE MEESTER et al., 2015a), que podem ser ocasionados pela
poluicdo. Neste experimento foi possivel observar uma possivel relacao entre as taxas
de viviparidade e aumento populacional. Enquanto que D. oschei é oviparo, teve
crescimento populacional de juvenis em todas as concentragdes, exceto na maior (16
ug mL?Y), porém diminuicdo no numero de adultos, o que significou maior
sensibilidade dos jovens. Litoditis marina teve alta taxa de viviparidade e apresentou
diminuicdo no crescimento populacional de juvenis e consequentemente em adultos.
Mas ao que parece, os jovens de L. marina que sobreviveram chegaram a fase adulta,
mostrando que 0s sobreviventes tiveram maior tolerdncia ao DBP. Um estudo
realizado com embrides de ras (Xenopus Laevis) mostrou que uma mesma escala de
concentragdes testada com DBP foi muito importante para determinar a sobrevivéncia
de embrides da espécie. A concentragdo maxima testada (15 pug mL™?) reduziu a
populacdo de embribes da rd em 50%. Nenhum dos tratamentos identificou 100% de
mortalidade, no entanto os embrides apresentaram mas-formacdes em sua estrutura
corporal (LEE et al., 2005). Dada as ressalvas acima pode-se concluir que a estratégia
de viviparidade de L. marina, protegeu 0s ovos por mais tempo da exposi¢do ao DBP
e por este motivo os jovens podem ter nascido livres de contaminagéo, o que demorou

mais a serem afetados pelo contaminante, chegando assim a fase adulta. Entretanto a
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exposicdo de ovos de D. oschei resultou numa maior sensibilidade de jovens ao DBP,

em relacdo a L. marina, podendo ter ocasionado mé formac&o no estagio embrionario.

Em relacdo a dose-resposta do DBP com ambas as espécies, as
populacdes apresentaram uma oscilacdo ndo monotdnica das taxas de Oviposicao
durante o periodo experimental. E importante enfatizar que alguns desreguladores
enddcrinos apresentam caracteristicas ndo-monoténicas (VANDENBERG, 2014), o
que realmente foi visto para o parametro de Oviposi¢do diéria. Contudo, muitos
autores negligenciam que o efeito de desreguladores enddcrinos pode estar ligado com
fatores abidticos e podem apresentar uma alta relevancia na modificacdo dos
resultados (HAYES et al., 2002; HAYES, 2005; HAYES et al., 2006).

L. marina e D. oschei sdo espécies que possuem ciclos de vida
diferentes, sendo em torno de trés e 14 dias, respectivamente, tendo a disponibilidade
alimentar igual a que testamos aqui com cepas de bactérias mortas com concentracéo
de 3 x 10° células / ml (DOS SANTOS et al., 2008). Porém os tempos de
desenvolvimento dos estagios de vida desses nematoides podem ser alterados pela
poluicdo. No presente estudo foi identificado que os tempos de desenvolvimento de
ambos os nematoides foram afetados pelo DBP. Na presente investigagdo L. marina
chegou a fase adulta, no controle, em torno de 4,9 dias, um resultado semelhante com
0 de (LIRA et al., 2011) que investigou os tempos de desenvolvimento desse
nematoide sobre exposi¢cGes de metais pesados, onde L. marina teve o seu tempo de
desenvolvimento no controle de 5 e 4,5 dias para bario e cAdmio, respectivamente.
MOENS & VINCX (2000) evidenciaram que L. marina teve um crescimento mais
lento em temperaturas mais baixas, como a testada aqui (18° C). J& D. oschei maturou
mais lentamente chegando a fase adulta em torno de 21 dias e 0 mesmo ocorreu com
outra espécie do mesmo género Diplolaimelloides quanto testado em baixas
temperaturas (MOENS AND VINCX, 2000).

O tempo de eclosdo de ovos de L. marina ndo pode ser calculado
devido a alta taxa de viviparidade que a espécie demonstrou. Porém, pelo tempo que a
espécie chegou a fase adulta e pelo tempo larval que a espécie apresentou, pode-se
concluir que em todos os tratamentos, 0s ovos depositados eclodiram em menos de um
dia. J& em D. oschei teve um aumento significativo no tempo de eclosdo de ovos nas

quatro maiores concentragdes (2; 4; 8 e 16 ug mL™), as mesmas concentraces que
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causaram diminuicdo de ovos depositados. Os primeiros ovos puderam ser observados
logo no primeiro dia de contagem, porém os primeiros juvenis sé aparecam seis dias
apos em todas as concentracdes, 0 que corrobora com os resultados de MOENS &
VINCX (2000), que uma mesma faixa de gradiente de temperatura testada aqui, o
aparecimento dos primeiros jovens ocorreu entre 6 e 7 dias. Estatisticamente o tempo
de desenvolvimento pds-embrionario diferiu das concentracdes de 0,5; 1; 2; 4; 16,
porém houve dispersdo das amostras, o que diminui a confiabilidade desse resultado.
Observando de forma ecoldgica, é possivel notar que apenas as maiores concentracdes
tiverem uma diferenca de resultado. Comparado ao controle, as maiores concentracfes
apresentaram de dois a quatro dias a menos de diferenca no tempo em que nasceram as
larvas até se tornarem adultas e isso pode ser uma estratégia para reduzir os gastos de
metabolismo usados para atingir a maturidade sexual (SCHIEMER et al., 1980). A
dificil comparagdo com outros grupos de invertebrados é num tanto desanimador, pois
a analise de tempo de desenvolvimento de invertebrados é uma ferramenta bem
simples que pode abranger diversas areas de pesquisa. Nao foram encontrados estudos
com nenhum dos ésteres de ftalatos que relacionassem as exposi¢cdes com 0s tempos

de desenvolvimento de invertebrados.

Dos sete parametros aqui analisados, seis puderam ser calculados para
ambas as espécies, tendo em vista que o Tempo de eclosdo de ovos ndo pode ser
calculado para L. marina. Dos seis parametros, todos os pardmetros apresentaram
resultados significantes para L. marina, porém para D. oschei a populacdo de adultos
ndo foi significante. No entanto as diferentes estratégias de vida desses nematoides
mostraram que ambos foram sensiveis ao DBP, porém sendo atingidos de formas
distintas por contaminantes. Vale salientar que a toxicidade do DBP foi diferente para
ambas as espécies e ndo foram observados maior sensibilidade de uma espécie em
relacdo a outra no geral. Para se chegar a essa conclusdo foi necessario observar
parametro por parametro minuciosamente, uma vez que, as especies, em sua maioria,

apresentaram respostas diferentes a exposicdo do DBP.
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3.5 CONCLUSAO

Tanto Litoditis marina quanto Diplolaimelloides oschei, mostraram ser
excelentes biomodelos para experimentos ex situ com énfase ecotoxicoldgica. Esses
resultados contribuem para que ambas as espécies tornem-se modelos de referéncia para
pesquisas posteriores. Ambas as espéecies foram semi-tolerantes a concentra¢fes agudas do
DBP, pois ndo apresentaram mortalidade de 100% mesmo sendo testados em concentracdes
que ainda ndo foram reportadas dentro do ambiente marinho e estuarino. Porém concentracdes
frequentemente encontradas no meio ambiente modificaram pardmetros importantes em
ambas as espécies, como suas taxas reprodutivas e tempos de desenvolvimento. Litoditis
marina mostrou maior tolerancia ao DBP, em relacdo a D. oschei, no parametro de tempo de
maturacdo. Ja D. oschei maior tolerancia ao DBP na populacdo de adultos. Em L. marina o
DBP mostrou ter uma resposta ndo-monotonica na oviposicdo. Ja em D. oschei o DBP
apresentou possivelmente o efeito Hormese no crescimento populacional ja que pequenas
concentracdes estimularam o crescimento. Ainda ha uma grande lacuna de conhecimento a
cerca dos ésteres de ftalatos e seus impactos em populacdes e comunidades marinhas e
estuarinas. S&o mais de 40 aditivos que ainda sdo frequentemente utilizados desenfreadamente
e, na América do sul, ainda ndo ha legislagdes que proibam ou restrinjam 0 uso desses
contaminantes. Para isso é necessario estudos com espécies tropicais para contribuir com uma

legislacdo local mais rigida.
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4 MANUSCRITO 11

Desenvolvimento do nematoide de vida-livre Litoditis marina (Bastian, 1865) Sudhaus na
presenca do nematoide Diplolaimelloides oschei (Meyl, 1974), associado a efeitos da

poluicdo por Dibutil ftalato e estresse térmico.
Resumo

O dibutil ftalato (DBP) é um importante aditivo na industria cosmética que se torna disponivel
no sedimento marinho/estuarino quando materiais que o contém sdo descartados de forma
inadequada podendo comprometer a funcionalidade de organismos marinhos. Além do mais,
mudancas climaticas podem potencializar o efeito desses aditivos. Visto essas informac@es, o
objetivo da presente pesquisa é através dos nematoides estuarinos Litoditis marina e
Diplolaimelloides oschei, testar o efeito do DBP isoladamente e com a variavel de
temperatura sobre parametros populacionais quando esses estdo em interacdo. Foram
realizados dois experimentos, ambos em microcosmo. O primeiro experimento, para efeito
isolado do DBP na interacdo utilizando diferentes concentracfes do DBP. O segundo, utilizou
o tratamento de 2 ug mL* de DBP em diferentes temperaturas (18, 22, 26 e 30° C). Néo foi
observado crescimento populacional de D. oshei, porém a polui¢do diminuiu populagdes de L.
marina, corroborando com a hipotese de que o efeito do DBP é potencializado pelo aumento

da temperatura.

Palavras-Chave: Relages ecoldgicas; Ecotoxicologia; Esteres de Ftalato; Nematoda;

Temperatura.
Abstract

Dibutyl phthalate (DBP) is an important additive in the cosmetic industry that becomes
available in the marine/estuarine sediment when materials containing it are improperly
disposed of and may compromise the functionality of marine organisms. Moreover, climate
change can potentiate the effect of these additives. Based on this information, the aim of the
present study is to study the effect of DBP alone and with the temperature variable on
population and embryonic parameters when interacting with the estuarine nematodes Litoditis
marina and Diplolaimelloides oschei. Two experiments were performed, both in microcosm.
The first experiment, for isolated effect of DBP in the interaction used different
concentrations of DBP. The second one used the treatment of 2 pg mL™* DBP at different
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temperatures (18, 22, 26 and 30° C). It was not observed a population growth of D. oshei, but
the pollution decreased populations of L. marina drastically and corroborating with the

hypothesis that the effect of the DBP is potentiated by the increase of the temperature.

Keywords: Ecological relationships; Ecotoxicology; Phthalate esters; Nematoda;

Temperature.

4.1 INTRODUCAO

A meiofauna é composta por um grupo de animais que passam em
peneiras de malha de 1,0 mm, porém retidos em peneiras de malha de até 0,45 mm
(KENNEDY & JACOBY, 1999) e o filo Nematoda estd em maior abundancia na maioria dos
substratos habitados pela meiofauna (RAES & VANREUSEL, 2006). Os nematoides de vida-
livre sdo animais vermiformes, de diferentes habitos alimentares, que podem desempenhar
funcBes importantes no sedimento marinho, como transferéncia e decomposicdo de matéria
organica (FRECKMAN, 1988; NEHER, 2001), fixacdo de nitrogénio (PETERSEN et al.,
2017) entre outros. Além do mais sdo frequentemente utilizados em estudos experimentais
(DE MEESTER et al., 2015a; INGELS et al., 2018) e voltados para ecotoxicologia (LIRA et
al., 2011; MONTEIRO et al., 2018).

Litoditis marina e Diplolaimelloides oschei sdo duas espécies de
nematoides bacterivoros, que coexistem no mesmo ambiente, sendo encontradas em dep6sitos
de algas marinhas (DOS SANTOS et al., 2008). Ambas as espécies estdo sendo cada vez mais
utilizadas em estudos experimentais e ja foi documentada a competicdo dessas espécies com
diferentes concentracGes de alimentos (DOS SANTOS et al., 2009), onde L. marina foi o
melhor competidor em altas concentracbes de alimento. Ambos 0s nematoOides séo
considerados oportunistas e dependem da densidade de alimento para estabelecer suas
populacdes, porém apresentam diferentes niveis na escala colonizador-persistente proposta
por BONGERS (1990). L. marina é considerado um nematoide extremo colonizador de Cp-1
e D. oschei um nematoide colonizador de Cp-2 (BONGERS & BONGERS, 1998; DOS
SANTOS et al., 2008). Litoditis marina € considerado também um oportunista de
enriquecimento, ou seja, depende de alta disponibilidade de alimento para ter crescimento

populacional e ainda € muito tolerante a variagbes do meio ambiente. Porém a presenca de
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contaminantes quimicos no meio ambiente pode diminuir seu tempo de vida e abundéncia na
populagéo (LIRA et al., 2011).

Um contaminante que vem sendo cada vez mais estudado é o Dibutil
ftalato ou D-n- butil ftalato (DBP). E um importante aditivo em materiais plasticos que serve
para modificar as propriedades fisicas, tornando-os mais duradouros e maleaveis. No entanto,
como o DBP ndo faz parte da natureza quimica de um material pléstico, acaba se
desprendendo com facilidade desse material e se torna disponivel no meio ambiente (LIANG
et al., 2008). Seu uso desenfreado faz com que o DBP seja um ftalato frequentemente
encontrado em corpos d’agua de diversas regides do mundo (ZHANG et al., 2018a; ZHANG
et al., 2018b), tendo variacdes de concentracdo em agua doce e marinha de 0,12 a 8,8 mg mL"
1 e em sedimentos de 0,06 a 20,8 mg kg™, além do mais, as condi¢des ambientais adversas
fazem com que o DBP seja mais precipitado e adsorvido no sedimento. XU & LI (2008)
descobriram que quando maior a salinidade do ambiente, maior sera adsor¢cdo do DBP no
sedimento marinho, e isso pode prejudicar animais que vivem nesse meio. Outro fator
abiotico também de importancia € a temperatura, uma vez que o planeta enfrenta processos de
aquecimento (VITOUSEK, 1994; CHANGE, 2014) e este por si ja tem um grande efeito na
estabilidade ecossistémica. Porém pouco se sabe se a temperatura é um fator que pode

aumentar a toxicidade do DBP.

No quinto relatério de avaliacdo do Painel Intergovernamental sobre
mudancas climaticas estimou-se que o planeta aquecera em torno de 5° C até 2100 (COLLINS
et al., 2013), caso o planeta ndo pare com as emissfes exacerbadas de CO». Caso isso ocorra
provocara um aumento significativo, maior que o habitual, na temperatura dos oceanos, 0 que
pode causar maior liberacdo do DBP no ambiente marinho e acarretar em maior adsor¢édo do
DBP na agua e no sedimento afetando animais que vivem nesses meios e consequentemente o
equilibrio local. E sabido que a temperatura isolada desencadeia diversos processos
metabolicos que prejudicam a vida de varios invertebrados (NEWELL & BRANCH, 1980).
Porém pouco se conhece ainda como o DBP pode afetar organismos que vivem no sedimento

marinho a nivel populacional e ainda mais quando se ha o aumento da temperatura.

Por consequéncia dessas informacgdes foram elaboradas as seguintes
hipdteses: (1) O aumento da concentracdo por DBP e a presenca do nematoide
Diplolaimelloides oschei impedira L. marina de aumentar suas populacgdes, pois além do

aumento da toxicidade do DBP, podera ocorrer uma interacdo ecoldgica negativa (i.e:
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competicdo) por alimento entre as duas espécies e isso acarretara em um efeito negativo sobre
as populac@es de L. marina. (2) O aumento da temperatura potencializaréd o efeito da primeira
hipdtese, ja que as modificacGes de temperatura sdo estressores que por si s ja acarretaram
efeitos negativos nas populacfes de L. marina (DE MEESTER et al., 2015a; DE MEESTER
et al., 2015b).

Mesmo que o DBP seja um contaminante comumente encontrado em
aguas e sedimentos marinhos, ainda é despercebido por muitos ecotoxicologistas. Ainda hoje
ndo é compreendido como esse poluente pode afetar populagdes de véarios invertebrados
marinhos e em especial de nematoides. Por este motivo, através de experimentos Ex situ, esta
pesquisa tem como objetivo compreender mudangas no comportamento populacional de L.
marina na presenca de Diplolaimelloides oschei, avaliando os efeitos do DBP e mudangas de

temperatura.

4.2 METODOS

4.2.1 Escolha e cultivo dos biomodelos

Ambas as espécies aqui estudadas, Litoditis marina (Bastian, 1865)
Sudhaus, 2011 e Diplolaimelloides oschei (Meyl, 1954), sdo espécies que tendem a serem
num futuro bem breve, excelentes biomodelos. S&o facilmente cultivadas, tem curto tempo de
vida, sdo sensiveis a variagdes ambientais, aléem de gerarem grande nimero de prole. Sdo
encontradas em depositos de algas marinhas (DERYCKE et al., 2005; DOS SANTOS et al.,
2008; DE MEESTER et al., 2015a; DERYCKE et al., 2016) e ambas se alimentam de
bactérias. S&o espécies originadas do Estuario de Westerschelde, no sudeste da Holanda e
cultivadas no Brasil, no Laboratério de Cultivo de Invertebrados da Meiofauna Marinha e
Estuarina, em Recife-PE. As espécies sdo mantidas em culturas monoespecificas com
temperatura (18°C) e salinidade (25) constante. Litoditis marina é uma espécie que apresenta
melhor estabilidade populacional em agares mais concentrados, contrariando D. oschei. Por
este motivo testes prévios foram realizados nas culturas com diferentes concentragdes de agar
e a concentracdo de 0,9 % foi a que manteve ambas as populacGes em crescimento

exponencial.
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A motivacdo de escolher ambas as espécies é que além de coexistirem
no mesmo ambiente, ja foram utilizadas em estudos experimentais (também em nivel de
género) e tiverem boas respostas para as indagacbes em curto prazo, além de serem
organismos de facil manuseio e baixo custo de manutencdo (VRANKEN et al., 1991;
DERYCKE et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2008; DOS SANTOS et al., 2009; LIRA et al.,
2011; DE MEESTER et al., 2015a). Litoditis marina € uma espécie criptica, que chega a fase
adulta em trés dias, além de fazer parte de um complexo de mais de 10 espécies, onde ja
foram reportadas diferencas ecologicas entre elas (DE MEESTER et al., 2012; DERYCKE et
al., 2016). Neste estudo foi escolhida a espécie Pm IlI pois ja foi reportado que a mesma
suporta temperaturas mais quentes e variacbes da mesma (DE MEESTER et al., 2015a).
Diplolaimelloides oschei tem o ciclo de vida relativamente maior que L. marina e chega a
fase adulta em torno de 14 dias. Por ser uma espécie de Cp-2 pode mostrar-se resiliente a
grandes impactos ambientais chegando a restabelecer suas populacdes ap6s longos periodos
de tempo (SOTO et al., 2017).

4.2.2 Ftalato e solventes

O Dibutil ftalato (DBP) foi fabricado pela Sigma-Aldrich Chemicals
Co. (St. Louis, MO, USA) com 99% de pureza. A acetona PA foi utilizada como solvente
neste trabalho. Um experimento piloto com acetona demostrou que a acetona ndo afeta as
populacdes de nematoides significativamente, no entanto, a alta volatilidade da acetona,
deixava a formacdo de cristais do DBP no &gar, entdo para melhor solubilidade do ftalato no
agar, foi necesséria a adicdo de um surfactante Polisorbato 80 ou Tween 80, que também néo

se mostrou toxico em experimentos pilotos.

4.2.3 Preparagdo das concentragdes do Dibutil ftalato

As concentracdes do DBP foram feitas através de solucdes estoque. O
DBP foi diluido com uma solugdo de acetona e Tween 80 juntos, que foi preparada com a
mesma concentracdo para todos os tratamentos. A solucdo estoque inicial continha nove mi
de acetona com 700 pl de tween 80. Essa solucdo serviu para solubilizar o DBP e determinar
as concentracfes no agar utilizado no experimento. Para a realizagdo do teste de interagédo de
L. marina + D. oschei foram utilizadas as concentragfes de 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 ug mL™. Para o
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teste de interacdo mais o estressor de temperatura, foi utilizada apenas a concentragéo de 2 g
mL. O gradiente de concentracdo foi baseado em estudos de analise de concentracdes do
DBP em &gua e sedimento (GAO & WEN, 2016). Porém, como ndo se pode calcular a
concentragdo de efeito ndo observado (CENO) do DBP, a concentragdo de 2 pg mL™? foi

escolhida com base no capitulo | (obs. pessoais) e literatura anteriormente citada.

4.2.4 Preparagao dos bioensaios

Todos os experimentos foram realizados em placas de Petri de seis cm?,
descartaveis e esterilizadas. Também foram testados com dois controles experimentais, 0
controle bioldgico (sem solventes e/ou DBP) e o controle do solvente. O &gar foi preparado na
concentracdo de 0,9 %, ou seja, adicionou-se 9 g de bacté-agar em 1 L de agua do mar com
salinidade 25. O &gar foi homogeneizado e esterilizado, com a posterior adi¢do de 100 pL/L
de colesterol, pois nematoides ndo conseguem sintetizar esteroides quando sua Unica fonte de
alimento € bactéria (VANFLETEREN, 1980). Para conduzir o experimento, as solu¢Ges com
DBP foram homogeneizadas no agar para volume final de 5 mL nas placas de Petri, com
bastante cautela. Para montagem de testes sub-letais do DBP de L. marina + D. oschei (Teste
1), ap6s o agar ser adicionado na placa de Petri e enrijecido, uma gota de dgua do mar era
aplicada no agar, onde foram colocados seis machos e seis fémeas de L. marina + seis machos
e seis fémeas de D. oschei. Os nematoides foram alimentados com 50 pL de cepas de
Escherichia coli a 3 x 10 células mL* e a cada 10 dias, eram alimentados novamente. As
placas foram vedadas e armazenadas em incubadoras a 18 °C, no escuro. Todos 0s
tratamentos foram triplicados. As contagens de ovos, jovens e adultos (discriminando machos
e fémeas) foram feitas a cada 48 horas durante 20 dias e a cada 96 h até o 28° dia. Para os
testes sub-letais do DBP de L. marina + D. oschei + estressor de temperatura (Teste 2), a
montagem ocorreu da mesma forma, diferenciando apenas os tratamentos de temperatura, que
foram 18 °C (Utilizada como temperatura controle); 22 °C; 26 °C e 30 °C e realizados em
diferentes incubadoras no escuro. Todos os tratamentos tiveram o controle bioldgico
(Controle 1), controle solvente (Controle 2) + tratamento com 2 pg mL?* de DBP em
triplicatas. Os nematoides também foram alimentados com 50 pL de cepas de Escherichia
coli K12 morta com concentragéo de 3 x 10 células mL™* no dia da montagem e a cada 10
dias. A cada 48 h durante 10 dias eram feitas as contagens de ovos, jovens, machos e fémeas

de ambas as espécies, ap0s esse periodo as contagens eram feitas a cada 96h até o 28° dia.
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Apo6s o término dos experimentos, foram calculados os pardmetros de Populacdo total,
Populagdo de jovens e adultos, Oviposicao diaria de L. marina (DOS SANTOS et al., 2009).

4.2.5 Calculo dos parametros

Todos os dados foram transferidos para uma planilha eletronica e
através dele foram calculados os pardmetros populacionais de ambos os testes. A populacéo
de adultos foi calculada pelo somatério da populacdo de machos + populacdo de fémeas. A
populacdo total foi calculada pelo somatério da populacdo de jovens + adultos. Para analise
estatistica de crescimento de populacdo total (Adultos + Jovens), de adultos e de jovens de L.
marina foram utilizados os dados da Area sob a curva (ASC) (HANLEY & MCNEIL, 1982).
A Oviposicdo diaria de L. marina foi calculada através da média de ovos depositados / dias
contados para L. marina e para D. oshei foi calculada a média total de ovos depositados

durante todo o experimento.

4.2.6 Analise de dados

Todos os parametros foram analisados através do software PRIMER v6
pelo teste ndo-paramétrico de Andlise de Variancia multivariada Permutacional
(PERMANOVA), por ndo atenderem as premissas de variancia paramétrica. Os dados foram
primeiramente transformados em raiz (4) para padronizacdo de dados e depois construida a
matriz de similaridade baseados em distancia Euclidiana com 9999 permutacdes. A diferenca
significativa entre as amostras foi assumida com 95% de confianca, posteriormente tratadas
pelo PERMDISP para testar se a homogeneidade das dispersdes foi definida pelos fatores ou
pelos tratamentos. Quando definidas pelos fatores, andlise de Escalonamento
multidimensional (MDS) foi rodada para identificar a distancia entre fatores e tratamentos.
Quando definida pelos tratamentos, os dados que assumiam p < 0,05 e nUmero de
permutacOes inferior a 150, foram submetidos ao teste Monte Carlo para discriminar a
diferenca entre os tratamentos (ALVES et al., 2013). Os graficos foram plotados pelo

programa Sigmaplot V.12.5.
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Quadro 2 - Calculo e forma de analise de todos os parametros analisados no presente estudo para as espécies
Litoditis marina (ASC) = Area abaixo da curva.

Parametros Célculo Anélise

Estimativa da
guantidade de
nematoides por placa

ASC de Adultos

Populacao Total + ASC de jovens

Populacio de Estimativa da

nematoides ASC de jovens quqntldqde de
, nematoides jovens por
jovens

Parametros placa
populacionais

Estimativa da
guantidade de
nematoides adultos por

Populacéo de
Nematoides ASC de adultos

adultos
placa
Média das
Oviposicao . replicas do Numero de ovos
o numero de ovos/ : .
diaria depositados por dia

Total de dias
contados

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Populacgao de Litoditis marina na presenca de Diplolaimelloides oschei (Teste 1)

Para este teste, ndo houve diferenca significativa entre o controle
biolégico e o controle do solvente (PERMANOVA, Valor de p > 0,05), por isso, todos 0s
tratamentos foram comparados apenas com o controle do solvente tendo em vista que sé foi

comparado o efeito do DBP.
4.3.1.1 Litoditis marina

A populacéo total (Figura 14) foi significativamente diferente entre 0s
tratamentos (Pseudo-F = 453,48 e p = 0,001) e diferenca entre os tratamentos nao foi causada
por dispersdo (PERMDISP, Valor de p = 0,3). Todas as concentrac¢Ges diferiram do controle
(PERMANOVA, valor de p < 0,05) podendo ser observadas diferengas no tamanho
populacional entre os tratamentos. A menor concentragio de DBP (0,5 pg mL™?) apresentou

uma reducdo drastica no tamanho populacional. Em todas as concentracGes, o tamanho
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populacional foi menor do que a do controle, sendo observado que as menores populagdes se
encontravam nas trés concentrages mais altas (4; 8 e 16 ug mL™).

Figura 14- Média das réplicas da Populagdo de jovens (A), de adultos (B) e Populacéo total
(C) de Litoditis marina em cada tratamento (em pg mL™) ao longo do tempo (em
dias). Os eixos Y dos painéis em cada grafico variam para melhor visualizacdo
dos resultados.
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A populagdo de nematoides jovens (Figura 14) foi estatisticamente
significativa entre os tratamentos (Pseudo-F = 463,8 e p = 0,001) e a diferenga entre 0s
tratamentos ndo foi causada por dispersdo (PERMDISP, Valor de p = 0,36). Todas as
concentragdes diferiram do controle (PERMANOVA, valor de p < 0,05). Os primeiros jovens
puderam ser observados ja no primeiro dia de contagem no controle e nas concentracfes de
0,5, 1 e 2 pg mLL J& no segundo dia de contagem, todos os tratamentos apresentavam
nematoides jovens, podendo ser observada a discrepancia entre o controle e o resto dos

tratamentos.

A populagdo de adultos foi estatisticamente significativa entre os

tratamentos (Pseudo-F = 131,07 e p = 0,0001). Os dados ndo apresentaram dispersao
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(PERMDISP, Valor de p = 0,29). Todas as concentracdes diferiram do controle
(PERMANOVA, valor de p < 0,05). Os primeiros adultos apareceram no segundo dia de
contagem apenas na menor concentragdo (0,5 pg mL™). No terceiro dia de contagem apenas
as duas maiores concentrac@es ainda ndo apresentavam adultos. No quarto dia de contagem,

todos os tratamentos ja tinham adultos.

A Oviposicao diaria (Tabela 4) foi estatisticamente diferente entre os
tratamentos (Pseudo-F = 346,97 e p = 0,0001). Os dados ndo apresentaram dispersao
(PERMDISP, Valor de p = 0,91). Todas as concentracdes diferiram do controle
(PERMANOVA, valor de p < 0,05), diminuindo a taxa de oviposi¢cdo. No primeiro dia de
contagem, as trés concentragdes mais baixas, ja tinham ovos depositados. No segundo dia de
contagem, todos os tratamentos tinham ovos depositados. Porém, L. marina em condicfes de
estresse pode apresentar os dois tipos de estratégia de reproducdo, vivipara e ovipara. Neste
experimento ela apresentou as duas condi¢des. Isso sendo notado pelo nimero de jovens ser
muito maior de que o numero de ovos depositados. O controle teve o0 maior nimero de ovos
depositados, seguindo da concentragdo de 0,5 pg mL™. Apos isso L. marina apresentou uma
maior taxa de viviparidade, nas concentracbes acima de 0,5 pg mL™, sendo observados

poucos ovos durante todo o periodo de contagem.

Tabela 4 - Média e Erro Padrdo da Oviposi¢do didria de Litoditis marina em diferentes tratamentos do DBP. (*)
refere-se aos pardmetros que diferiram estatisticamente do controle.

Média + Erro Padréao

Tratamento Oviposicéo diaria
Controle 76,5+ 4,1
0,5 pg mL2 55,83 + 3,34*
1 pg mL? 6,96 + 0,51*
2 ug mL* 4,04 +0,12*
4 pg mL? 2,96 + 0,25*
8 pg mL? 2,17 + 0,24*

16 pg mLt 2,5+0,31%
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4.3.1.2 Diplolaimelloides oschei

N&o houve crescimento populacional de D. oschei em nenhum dos
tratamentos, até o penultimo dia de contagem (Figura 15). Os primeiros jovens comegaram a
aparecer no Gltimo dia de contagem nas maiores concentragdes (8 e 16 pug mL™) onde houve
declinio populacional de L. marina. Além do mais, ndo houve mortalidade de 100% dos
individuos de D. oschei até o 22° dia de experimento, 0 que permitiu a continua¢do do

mesmo.

Figura 15 - Populagdo total de D. oschei ao longo do tempo em diferentes concentracdes de DBP (em pg mL™?).

14

—&— Controle

12 A 0,5

1y
—— 4
—&— 8y

8 —— 16
\‘\ —Fl

10

Populagéo total (Média)
[}

Fonte: Autor. Dias

4.3.2 Populacgao de Litoditis marina na presenca de Diplolaimelloides oschei +

estressor de temperatura (Teste 2)
4.3.2.1 Litoditis marina
4.3.2.1.1 Controles

Neste experimento foram observados que o controle biolégico e o
controle do solvente tiveram diferencas estatisticas entre os pardmetros de Populacdo total,
Populacao de jovens e Oviposi¢do. As diferencas serdo mostradas na tabela a seguir (Tabela
5). Mesmo L. marina tendo demonstrado sensibilidade aos tratamentos de 26° C e 30° C entre
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0s controles, iremos comparar os efeitos do DBP apenas com o controle do solvente,

comparando se o DBP potencializou o efeito do solvente nesses tratamentos.

Tabela 5 — Média das réplicas do nimero de individuos de L. marina calculada pela Area sob

a curva (ASC) dos Parametros populacionais nos diferentes tratamentos de
temperatura dos controles. Controle 1 (Controle Bioldgico), Controle 2 (Controle
do Solvente). Todos os tratamentos de temperatura foram analisados
individualmente. Em vermelho s&o destacados os tratamentos em que 0s controles
tiveram diferencas entre si, com seu respectivo valor de p.

Poluiggo por DBP (2 g mL™)

Tratamento

Populacdo Total Populacdo Jovem Populagdo de

adultos Oviposicéo diaria

s (ASC) (ASC) (ASC)

(Corfg%le 1) 23593,67 3438,34 227,34
27020

(Controle 2) 23373,67 17750,67 5635 170,67
(Coggfé'e 1) 30001,34 23495,67 6517,67 538,34
(Cogggle 2) 31168,34 22400 8780,34 490,67
(Cogézgle 1) 20832 20583,34 6260,67 429,67
(Controle 2) 11082,34 818934 2905 s

0

26°C (p = 0,0001) (p = 0,0001) (p=0,03)
(Cog(t)zcge 1) 15809 11832,34 3988,67 335,334
Controle 2 10
( nurol ) 13852 10358,34 3374,34
(p = 0,0005)

4.3.2.1.2 Temperatura isolada

Primeiro foram analisados os controles bioldgicos (Controle 1) de L.

marina com a presenca de D. oschei para saber se houve efeito da temperatura em si.
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Consideramos a temperatura de 18° C como a temperatura controle, ja que os nematoides
eram condicionados rotineiramente a essa temperatura. Neste experimento também n&o houve
crescimento populacional de D. oschei, apenas foi observado o nascimento de alguns jovens

nos ultimos dias de contagem.

Para Populacdo Total de L. marina os tratamentos diferiram
estatisticamente do controle (Pseudo-F= 89,79 e P= 0,003). Ndo houve dispersdo entre as
amostras PERMDISP, Valor de p = 0,21). A andlise entre pares do PERMANOVA
identificou diferencas entre os tratamentos de 18° C e 30°C (valor de p= 0,0008), havendo
uma diminuicdo significativa do crescimento populacional. As temperaturas de 22° e 26° C
também diferiram do tratamento de 30° C (valor de p < 0,05) sendo elas com tamanhos

populacionais maiores que a temperatura de 18° C usada como controle (Tabela 5).

As populagbes de Jovens de L. marina também diferiram
estatisticamente do controle (Pseudo-F= 163,66 e P= 0,007) e ndo houve disperséo entre as
amostras (PERMDISP, Valor de p = 0,22). As temperaturas de 26°C e 30°C populacdes
menores que o controle e diferiram significativamente do mesmo (PERMANOVA, valor de p
< 0,05). Os tratamentos de 22° e 26° C diferiram entre si e ambos diferiram do tratamento de
30° (PERMANOVA, valor de p < 0,05), pois este ultimo apresentou uma menor populacéo.

As populacdes de adultos ndo diferiram estatisticamente entre nenhum
dos tratamentos (Pseudo-F= 163,66 e P > 0,05).

A Oviposicao diaria (Tabela 6) mostrou diferenca significativa entre os
tratamentos (Pseudo-F= 8,76 e P= 0,0007) e ndo houve dispersdo entre as amostras
(PERMDISP, Valor de p = 0,87). As temperaturas de 22° e 26° diferiram do controle da
temperatura (PERMANOVA, valor de p < 0,05) apresentando maiores taxas de oviposicéo.



75

Tabela 6 - Média e Erro Padrdo da Oviposicdo diaria de Litoditis marina em diferentes
tratamentos de temperatura. Os resultados sédo dados do controle sem solvente e
sem contaminacdo por DBP. (*) refere-se aos parametros que diferiram

estatisticamente do controle de temperatura (18° C).

Média + Erro Padréo

Tratamento Oviposicdo diaria
18°C 227,3 £ 30,63
22°C 538,3 £ 38,51*
26°C 429,6 = 43,45*
30°C 335,3+46,91

4.3.2.2 Poluigéo por DBP

Os tratamentos com 2 pug mL* de DBP foram comparados apenas com
0S Seus respectivos controles na mesma temperatura para o conhecimento do efeito isolado do

DBP em L. marina.

Para Populagio Total, todos os tratamentos com 2 pg mL™* de DBP
diferiram dos seus controles (Valor de p < 0,05). Em todos os tratamentos com DBP as

populacdes foram significativamente menores que seus respectivos controles (Tabela 7).

Para populacdes de Jovens, os tratamentos de 18° C, 22° C e 30° C
diferiram do controle. Em todos os tratamentos houve diminui¢cdo do tamanho populacional,
incluindo o tratamento de 26° C, porém, ndo foi estatisticamente significativa (Valor de p >
0,05).

Na Populacdo de adultos, o Unico tratamento que ndo diferiu de seu
controle também foi de 26° C (Valor de p > 0,05), pois ndo houve uma diferenca significativa

entre os tamanhos populacionais do controle 26° C com o tratamento de DBP a 26° C.

Em Oviposicgdo diaria (Tabela 7), apenas o tratamento de 22° C diferiu
do seu respectivo controle (P = 0,01), mostrando uma diminui¢do significativa de ovos

depositados.
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Tabela 7 — Parametros populacionais de Litoditis marina em 2pug mL* de DBP para diferentes tratamentos de
temperatura. Em vermelho estdo destacados os tratamentos que diferiram estatisticamente de seu
controle. (*) ASC = Area sob a curva.

Populacao Populacdo

Total Jovem Populagdo
Tratamentos de adultos  Oviposicao diaria
(ASC¥) (ASC) (ASC)
Controle 18°C
23373,67 17750,67 5635 170,67
X
15609 12952,34 2668,67
2 ug mLt18°C 183,67
(p = 0,0008) (p =0,002) (p = 0,0005)
Controle 22°C
31168,34 22400 8780,34 490,67
X
1 20002,67 15854 4160,67 252
2puygmL—a
22°C _ _ _ _
Controle 26°C
11082,34 8189,34 2905 244,67
X
9332,34
-1 y
cugmle 7607,67 1736,67 268
(p=0,002)
Controle 30°C
13852 10358,34 3374,34 10
X
1 3417,67 2667 762,67
2HgmL~a 51,67
30°C '
(p = 0,0006) (p =0,001) (p = 0,002)

4.3.2.2.1 Poluicdo por DBP x Temperatura

Foram analisados os tratamentos com 2 pug mL* de DPB em funcéo da
temperatura para verificar se a polui¢do por DBP potencializa o efeito da temperatura e vice-

versa.

O parametro de Populacdo Total de L. marina foi estatisticamente
significativo entre os tratamentos (Pseudo-F= 144,97 e P=0,0001). N&o houve dispersédo entre
as amostras (PERMDISP, Valor de p = 0,31). A analise entre pares identificou diferengas

significativas entre todos os tratamentos (Valor de p < 0,05). Na tabela 8 podemos observar
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um aumento significativo da populacdo na temperatura de 22° C. Porém a populagdo cai com

0 aumento da temperatura.

Tabela 8 — Média das réplicas de todos os parametros populacionais e embrionarios de L. marina. Os parametros
foram comparados par a par e em vermelho estdo destacados aqueles que apresentaram diferenca
estatistica. As temperaturas sdo representadas por letras (a, b, ¢ e d) e mostradas quando ha diferenca
estatistica entre elas.

Poluigdo por DBP (2 ug mL') X Temperatura

Populacéo de

Populacao Populacdo Jovem S Proporgéo
Tratamentos o431 (ASC) (ASC) a(dA“S'tCO)S Oviposicdo didria gy jal
DBP a 18°C @ 15609 ®.¢. 9 1295234 ®.c.d) 2668,67 ®:¢d 183,679 1,12
DBP a 22°C ® 20002,67 @¢c.d) 15854 @¢.d) 4160,67 @cd 252 @ 1,06
DBP a 26°C © 9332,34 @b.d) 7607,67 @b.d) 1736,67 @b.d) 268@d 1,12
DBP a 30°C @ 3417,67 @b 2667 @b 762,67 @b 51,67 @b.cd 1,02

As populacbes de jovens diferiram estatisticamente dos tratamentos
(Pseudo-F= 113, 39 e P= 0,0001) e as diferencas ndo foram causadas por dispersao das
amostras (PERMDISP, Valor de p = 0,45). A analise entre pares mostrou diferenca
significativa entre todos os tratamentos (Valor de p < 0,05).

A populacdo de adultos tambeém diferiu estatisticamente entre os
tratamentos (Pseudo-F= 46,78 e P= 0,0001) e ndo houve dispersdo entre as amostras
(PERMDISP, Valor de p = 0,36). Todos os tratamentos diferiram entre si (Valor de p < 0,05).

A Oviposicdo didria também foi estatisticamente afetada entre os
tratamentos (Pseudo-F= 37,37 e P= 0,0001) e ndo houve dispersdo entre as amostras
(PERMDISP, Valor de p = 0,27). A andlise entre pares foi estatisticamente diferente entre
todos os tratamentos (Valor de p < 0,05). O aumento da temperatura fez com que 0s
nematoides depositassem mais ovos, porém a maior temperatura (30° C) mostrou uma dréastica

queda em relacdo a esse valor.

4.4 DISCUSSAO
Com base em habitos alimentares, aqui foram escolhidos dois géneros

de nematoides que se alimentam exclusivamente de bactérias (VIERSTRAETE & VINCX,

1996) e podem estabelecer estratégias competitivas entre elas. Ambos 0s nematoides séo
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considerados oportunistas e dependem da densidade de alimento para estabelecer suas
populacbes, porém apresentam diferentes niveis na escala colonizador-persistente, onde L.
marina é considerado um extremo colonizador de Cp-1 e D. oschei um nematoide de Cp-2
(BONGERS & BONGERS, 1998; DOS SANTOS et al., 2008). Além do mais, ja se €
conhecida a interacdo de ambas as espécies frente a disponibilidade de alimento, mostrando
que L. marina tem um crescimento exacerbado em alta disponibilidade de alimento, igual a
aqui testada (3 x 10° células mL™), enquanto que D. oschei tem crescimento reduzido (DOS
SANTOS et al., 2009).

No presente estudo foi observada uma forte interacdo de L. marina com
D. oschei mesmo sem o efeito da poluicdo por DBP e/ou da temperatura. Os nossos controles
experimentais mostraram que D. oschei ndo consegue incrementar suas populagcdes nas
condigBes experimentais aqui testadas quando h& interacdo com L. marina. O ndo crescimento
populacional de D. oschei nestes experimentos pode ser explicado por dois fatores. Quando
DOS SANTOS et al. (2009) fizeram a interacdo com ambos 0s nematoides para avaliar a
capacidade de crescimento populacional com niveis diferentes de alimentacdo, teve
crescimento populacional reduzido e mostrou decréscimo a partir do 16° e caiu bruscamente
até o ultimo dia de contagem. Enquanto que as populacbes de L. marina cresceram
exacerbadamente. Porém Santos e colaboradores utilizaram a espécie criptica Pml e nds
utilizamos Pmlll. Como DERYCKE et al. (2016) ja puderam observar, ha diferencas
ecoldgicas entre espécies cripticas e isso pode ter sido um fator primordial, sendo PmIll um
melhor colonizador do que Pml. O outro fator que pode ter dificultado o crescimento
populacional de D. oschei na presenca de L. marina é a concentracdo do agar. Onde mesmo
que D. oschei consiga incrementar suas populacdes em um &gar mais rigido (Resultados do
Manuscrito 1), a presenca de L. marina pode ter ocasionado uma maior dificuldade. E
também ha diferenca entre Santos e colaboradores (2009) que utilizaram o &gar a 0,75% e

nossos experimentos, pois o agar utilizado aqui foi o de 0,9%.

Adiante, nossa primeira hipOtese sugeria que 0 aumento da
concentracdo de DBP diminuiria as populacfes de L. marina na presenca de D. oschei e nossa
hipdtese foi corroborada. De fato a poluicdo por DBP causou diminui¢do do crescimento
populacional de L. marina e também n&o foram observados incrementos nas populagdes de D.
oschei. Um experimento semelhante pode ser observado no estudo de MARTINEZ et al.
(2012), onde foram testadas as interagcdes entre as espécies Plectus parvus e Acrobeloides

nanus sob diferentes concentracbes de Cadmio, onde A. nanus se beneficia da presenca de P.
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parvus, e P. parvus era prejudicado por A. nanus. Seus resultados concluiram que maiores
concentra¢fes do Cadmio diminuiram ainda mais as populacdes de P. parvus facilitando o
crescimento populacional de A. nanus, onde foi atribuida maior tolerancia do cadmio para A.
nanus e uma menor competicao por alimento. Nossos resultados mostraram que o0 aumento da
concentracdo de DBP mais a presenca de um nematoide bacterivoro diminuiram as

populagdes de L. marina.

Contudo é importante salientar que nos ultimos dias de contagem do
experimento 1, foi possivel observar a apari¢cdo de alguns jovens de D. oschei nas maiores
concentracdes (8 e 16 pg mL™?), onde houve decréscimo das populagdes de L. marina. Essa
proporcionalidade ja foi constatada por VIERSTRAETE & VINCX (1996), onde populacbes
de Mohnysterideos crescem quando ha reducdo nas populacdes de L. marina. Entretanto, a
quantidade de jovens de D. oschei foi relativamente baixa, logo isso implica em posteriores
estudos com maiores tempos de duracdo. Além do mais, no experimento 2 também foi
possivel observar a aparicdo de jovens de D. oschei nos dois ultimos dias de contagem nas
temperaturas de 18° e 26° contaminados com 2 pg mL™* de DBP, onde nessas temperaturas
houve decréscimo nas populacdes de L. marina. Logo ha uma importante semelhanca com os
estudos de DOS SANTOS et al. (2009), onde na interacdo de L. marina e D. oschei ocorreu
uma facilitacdo para D. oschei quando L. marina foi inibida por densidades medianas e baixas

de alimento.

Para o experimento com influéncia da temperatura, nossa hipétese
também foi corroborada. Foi constatado que o aumento da temperatura foi um potencializador
do efeito da poluicdo por DBP. A temperatura de 22°C sem polui¢do por DBP foi a que
melhor desenvolveu crescimento populacional de Litoditis marina, além de ndo modificar
suas taxas reprodutivas. Por mais que tenha sido resistente com o aumento da temperatura,
corroborando os experimentos de (DE MEESTER et al., 2015a), mostrou sensibilidade com
as temperaturas de 26° C e 30° C. Houve uma reducdo no tamanho populacional de L. marina
no tratamento de 26° C, porém os resultados sugerem que isso tenha acontecido pela maior
sensibilidade dos jovens chegarem & fase adulta. Ja no tratamento de 30° C foi possivel
observar a presenca de muitos nematoides jovens. A temperatura em si ja é um fator limitante
que pode reduzir a eficiéncia de energia de diversos organismos (SOKOLOVA & LANNIG,
2008) e mesmo L. marina sendo resistente a temperaturas mais elevadas ndo significa que o

aumento da temperatura ndo possa alterar seus parametros populacionais.
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Ainda assim, mesmo com a contaminacdo de 2 pg mL* do DBP, a
temperatura de 22° C também foi a que melhor desenvolveu o crescimento populacional de L.
marina. Porém teve reducdo significativa em comparacGes com tratamentos sem DBP e uma
maior reducdo quando comparada a temperaturas mais altas. Vemos um resultado parecido
com o copépoda Tigriopus japonicus, o qual foi exposto a dois biocidas, o Cobre e o Tributil
estanho. Ambos o0s biocidas tiveram sua toxicidade aumentada com o aumento da temperatura
(KWOK & LEUNG, 2005). Outro estudo também observou o aumento da toxicidade de dois
metais pesados, cobre e prata, e confirmou maior sensibilidade de embrides do mexilhdo

Mytilus galloprovincialis com o0 aumento da temperatura (BOUKADIDA et al., 2016).

Como ja dito antes, o aumento da temperatura e a polui¢do sao fatores
que isoladamente tornam 0s organismos mais sensiveis. A juncdo do aumento da temperatura
com poluentes aumentando a sensibilidade de organismos aquéaticos € bem documentada
(CAIRNS JR et al., 1975; BAT et al., 2000; NEGRI et al., 2013; PEREIRA et al., 2017),
porém ainda pouco se conhece como esses fatores podem afetar populacdes de nematoides de
vida-livre e suas interagdes. Nossos resultados mostram que a unido de ambos os fatores
podem além de comprometer o organismo em si, comprometer suas interacbes com outros
organismos. Ja esperdvamos que houvesse um decréscimo na populacdo de L. marina na
presenca de D. oschei e na contaminacao por DBP, assim como também era esperado que esta
espécie fosse ainda mais prejudicada com o aumento da temperatura. Os resultados aqui
apresentados corroboraram com as hipoteses. Além do mais, a presente pesquisa contribui
para melhor entendimento das relagbes de organismos com contaminantes que estdo
frequentemente disponiveis no meio ambiente, porém ainda é um campo de pesquisa que
carece de informacdes mais especificas que possam futuramente contribuir com a preservacao

dos sedimentos marinhos.
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4.5 CONCLUSAO

O presente estudo confirmou que maiores concentracbes de DBP
diminuem o tamanho populacional de L. marina na presenga de D. oschei. Como néo foi
observado crescimento populacional de D. oschei, concluimos que L. marina foi mais
tolerante ao DBP, em relacdo a D. oschei. Além do mais, é possivel concluir que com o
aumento da temperatura, L. marina tornou-se mais sensivel a poluicdo por DBP. Porém séo
necessarios estudos mais especificos para analisar se o resultado deve-se ao DBP ter se
tornado mais disponivel. Contudo, nossos resultados indicam também, que é necessario um
tempo de exposicdo maior dos experimentos para melhor entendimento da interacdo entre L.

marina e D. oschei.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse trabalho mostraram que o Dibutil ftalato demostrou alta toxidade
nos nematoides de vida livre Litoditis marina e Diplolaimelloides oschei mesmo em baixas
concentracdes, pois modificaram os parametros populacionais desses organismos quando
analisados individualmente. Ha possiveis comparac6es entre os manuscritos | e 11 referente a
tamanhos populacionais de L. marina. No manuscrito | todas as populagdes (Total, jovens e
adultos) além da taxa de oviposi¢cdo mostraram sensibilidade ao DBP em todos os tratamentos
analisados, conferindo um menor tamanho populacional ao passo que a concentracdo
aumentava, exceto para oviposicdo didria que ndo havia padrdo de aumento entre diferentes
concentracdo e a taxa de crescimento. O resultado foi semelhante foi visto no teste 1 do
manuscrito 11, o que se conclui que a presenca de D. oschei ndo foi um fato determinante na
diminuicdo da populacéo de L. marina, porém a taxa de oviposi¢cdo teve uma queda brusca em
relacdo ao primeiro manuscrito, concluindo-se que L. marina pode ter apresentado uma maior
viviparidade na presenca de D. oschei. Além disso, foi comprovado que o aumento da
temperatura € um potencial fator que aumenta a toxicidade do DBP frente a esses organismos,
podendo modificar estruturas populacionais. No entanto, investigacdes mais especificas sao
requeridas para que nossos resultados possam ser traduzidos em ambientes naturais, ja que no
presente estudo, foram estudados fatores isolados, e no ambiente natural, todos esses fatores
sdo conjuntos e ainda adicionados a centenas de outros contaminantes e fatores abiodticos. A
presente pesquisa mostrou que as especies aqui estudadas foram excelentes biomodelos e
espera-se que maiores contribuintes analisem os efeitos do DBP em espécies tropicais para
que a legislacédo vigente seja reavaliada e o uso do DBP torne-se restrito ou proibido visto 0s
maleficios aqui citados.
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