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RESUMO

As macroalgas sao conhecidas por seu papel estrutural no ecossistema e por produzir
diversos compostos quimicos bioativos. Entre os principais fatores estruturantes da fauna
bentonica associada as macroalgas estdo a arquitetura e a composi¢do quimica das algas.
Neste trabalho, o copépodo marinho Tishe biminiensis foi utilizado para avaliar a toxicidade
dos extratos de macroalgas de diferentes arquiteturas: as Rhodophyta Palisada perforata
(arquitetura corticada) e Gelidiella acerosa (arquitetura corticada), a Ochrophyta Padina
gymnospora (arquitetura foliosa corticada) e a Chlorophyta Ulva fasciata (arquitetura foliosa).
O crescimento populacional e a sele¢dao de habitat de copépodos também foram estudados na
presenca das mesmas macroalgas. Foi realizada uma avaliacdo fitoquimica para detec¢do
qualitativa de esteroides, quinonas, flavonoides, taninos, sponinas e terpondides. Quinonas
estiveram presentes em todos os extratos, enquanto fenois, alcaldides e cumarinas ndo foram
encontrados em nenhum deles. G. acerosa apresentou o maior nimero (6) de compostos,
seguido por P. gymnospora (4), P. perforata (3) e U. fasciata (1). A CE50 para o
desenvolvimento de nauplios variou do menor e mais tdxico ao maior € menos toxico: G.
acerosa (263 pg. mL-1), P. gymnospora (342 ng.mL-1), U. fasciata (380 ng.mL-1) ¢ P.
perforata (411 pg.mL-1). Os resultados toxicologicos tiveram boa relagdo com o niimero de
compostos quimicos observados. Houve preferéncia dos copépodos para P. gymnospora € P.
perforata. O maior crescimento populacional de 7. biminiensis em P. perforata seguido por
U. fasciata corrobora os resultados de testes de seletividade e toxicoldgicos. G. acerosa
apresentou os piores resultados nos testes de seletividade e crescimento populacional.
Concluindo, a relagdo entre as macroalgas e copépodos foi influenciada tanto pela

composicao quimica quanto pela arquitetura das macroalgas.

Palavras-chave: macroalga; seletividade; crescimento populacional; ecotoxicologia;

toxicidade.



ABSTRACT

Macroalgae are known for their role as ecosystem engineers and for producing diverse
bioactive compounds. Among the main factors structuring the benthic fauna associated to
macroalgae are algal architecture and chemical composition. In this work the marine copepod
Tisbe biminiensis was used to assess the toxicity of the extracts of macroalgae of different
architectures: the Rhodophyta Palisada perforata (corticated architecture) and Gelidiella
acerosa (corticated architecture), the Ochrophyta Padina gymnospora (corticated foliose
architecture) and the Chlorophyta Ulva fasciata (foliose architecture). The population growth
and habitat preference of copepods were also studied in the presence of the same macroalgae.
A phytochemical screening for the qualitative detection of steroids, quinones, flavonoids,
tannins, sponins and terponoids was proceeded. Quinones were present in all extracts, while
phenols, alkaloids and coumarins were not found in any of them. G. acerosa had the highest
number (6) of compounds, followed by P. gymnospora (4), P. perforata (3) and U. fasciata
(1). EC50 for the development of nauplii varied from the smallest and more toxic to the
greater and less toxic as follow: G. acerosa (263 png. mL™), P. gymnospora (342 ug.mL'l), U.
fasciata (380 pg.mL™") and P. perforata (411 pg.mL™). The toxicological results presented a
good relationship with number of compounds. There was preference for P. gymnospora and
P. perforate. The greater population growth of 7. biminiensis in P. perforata followed by U.
fasciata, supports the results of both selectivity and toxicological tests. G. acerosa had the
worst results in the selectivity and population growth experiments. In conclusion, the
relationship between macroalgae and copepod was affected by both macroalgal chemical

composition and architecture.

Keywords: seaweed; selectivity; population growth; ecotoxicology; toxicity.
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1 INTRODUCAO

Macroalgas sdo organismos aquaticos multicelulares que realizam a fotossintese
(CESARIO et al., 2018). As macroalgas marinhas sao uma parte importante dos recursos
ocednicos e sdo representadas por mais de 10.000 espécies em todo o mundo (BELGHIT,
2017). Estas se distribuem em areas costeiras ocupando a zona de médio e sublitoral,
assentando em substratos consolidados (HAMED et al., 2018). Elas tém muitos papéis
importantes nos ecossistemas marinhos: ser a base das teias troficas aquaticas, diminuir a
hidrodinamica local, aumentar a quantidade de oxigénio dissolvido e gerar substratos para

animais e plantas (CORTE et al., 2012).

A arquitetura do habitat indica atributos fisicos como numero, tamanho, forma e
disposi¢ao dos espacos que sdo importantes para os organismos viverem em um determinado
ambiente (HACKER & STENECK, 1990). A complexidade estrutural das macréfitas ¢ um
fator fisico importante na estruturacdo das comunidades bentdnicas marinhas (CHEMELLO
& MILAZZO, 2002; HAUSER et al., 2006). Pode gerar estimulos comportamentais para
alguns invertebrados, bem como predagdo, protecao e outros fatores (HANSEN et al., 2011).
A complexidade da arquitetura das macroalgas influencia a composi¢do taxonomica,
abundancia, riqueza e diversidade das espécies associadas (GAN et al., 2019; DUARTE et al.,
2020). A maior complexidade estrutural da macroalga permite maior prote¢ao aos organismos
que a utilizam como habitat (CHEMELLO & MILAZZO, 2002). A forma do talo das
macroalgas define o microambiente disponivel para colonizagdo e, consequentemente,
influencia a abundancia da fauna, e macroalgas mais ramificadas tendem a ter uma maior

densidade de organismos associados (DUBIASKI-SILVA & MASUNARI, 1995).

A presenga de epifitas em macroalgas também € importante para a complexidade dos
habitats e influencia positivamente a epifauna (MARTIN-SMITH, 1993). As algas epifitas e
sua microflora podem ser uma importante fonte de alimento para diversos animais e aumentar
a complexidade dos microhabitats (JOHNSON & SCHEIBLING, 1987). Além da composi¢ao
da comunidade epifitica presente nas macroalgas e da morfologia das espécies, os
componentes quimicos das algas serdo decisivos para a escolha e associa¢do da epifauna

(CUNHA et al., 2013),

As macroalgas sdo classificadas em verdes (Chlorophyta), marrons (Ochrophyta) e
vermelhas (Rhodophyta), com base principalmente na presenga ou auséncia de pigmentos

(WHESINGHE & JEON, 2012; HAMED et al., 2018). H4 uma grande diferenca bioquimica
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entre algas marrons, verdes e vermelhas em termos de seus metabdlitos secundarios
(BELGHIT et al., 2017) possuindo um amplo espectro de bioatividades (WIJESINGHE &
JEON, 2012; YU et al., 2015; TANNA et al., 2018). Ja foram descritos mais de 3 mil
compostos quimicos de macroalgas marinhas. Muitos dos componentes estudados estdao
relacionados a identificagdo de lipidios e seus derivados e a metabolitos secundarios
relacionados a defesa do organismo (BELGHIT et al., 2017). As macroalgas estdo
frequentemente expostas a diversas ameagas naturais, como patogenos, herbivoros,
competi¢dao, epifitas e estresse fisico. Para enfrentar essas ameacas, eles produzem
metabolitos secundarios para defesa quimica (KUMAR et al., 2016). Essa defesa pode ter
varios efeitos, desde um gosto ruim até uma toxicidade (LARA-ISSASI et al. 2000).

Nas ultimas décadas vem aumentando o interesse pelas algas marinhas como fonte de
compostos naturais com bioatividades (SURGET et al., 2017) e o papel das macroalgas na
estruturacdo de comunidades costeiras (CHEMELLO & MILAZZO, 2002; AMSLER et al.,
2014). Andrade et al. (2013) identificaram os componentes de extratos de 18 espécies de
macroalgas encontradas na costa de Portugal. Surget et al. (2017) descreveram algumas
macroalgas verdes como fonte de compostos naturais com atividades mineralogénicas e
antioxidantes. Maric et al. (2017) analisaram o efeito do principal metabdlito secundario da
macroalga Caulerpa taxifolia no zebrafish Danio rerio. O zebrafish também foi usado por
Kang et al. (2014) para identificar o efeito do metabdlito secundario da macroalga Ecklonia
cava na inducdo do estresse oxidativo. Através de testes de letalidade com Artemia salina,
Lhullier et al. (2006) investigaram extratos de 19 espécies de macroalgas amostradas no
Estado de Santa Catarina (Brasil). No litoral de Pernambuco, Vasconcelos et al. (2018)
identificaram 43 espécies de macroalgas em recifes de arenito, e delas algumas tiveram sua
atividade microbiana avaliada: Jania adhaerens, Caulerpa racemosa, Padina gymnospora,

Sargassum polyceratium e Ulva lactuca (ALVES et al., 2016).

Neste estudo quatro macroalgas com diferentes arquiteturas foram selecionadas por
sua abundancia e perenidade na area de estudo: as algas vermelhas (Rhodophyta) Palisada
perforata (arquitetura corticada) e Gelidiella acerosa (arquitetura corticada), a alga marrom
(Ochrophyta) Padina gymnospora (corticada arquitetura foliosa) e a alga verde (Chlorophyta)
Ulva fasciata (arquitetura foliosa). P. perforata é cosmopolita em areas tropicais e
subtropicais (TASKIN & SUKATAR, 2013; VASCONCELOS et al., 2018). E considerada a
espécie mais comum nos Estados de Pernambuco e Paraiba, ocupando a regido superior da

zona entremarés dos recifes de arenito (FARIAS, 2015). Uma das caracteristicas da espécie ¢
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o tipo de crescimento em tufos densos com eixos arqueados e destacados e ramificacdes
(SENTIES et al., 2009). O seu talo ¢ parcialmente ereto e fixo no substrato por um apressorio
discoide e apresenta coloracdo marrom a esverdeada (FARIAS, 2015) (Fig.1a). G. acerosa ¢
amplamente utilizada na produgdo de agar (GANESAN, 2011; SUGANTHY et al., 2013;
PRASAD et al., 2007) e seus extratos tém atividade antioxidante (SUGANTHY, et al., 2013)
(Fig.1 b). P. gymnospora ¢ conhecida por produzir metabolismos secundarios importantes
com fungdo antimicrobiana (BALIANO, 2016; CHANDER et al., 2014; ROSALINE et al.,
2007) e antifingica (ABIRAMI & KOWSALYA, 2012) (Fig.1 c). O género Ulva possui talo
simples e superficies laminares planas, sdo algas perenes e possuem baixa capacidade de
defesa contra herbivoros (CORTE et al., 2012), mas possuem como caracteristica uma grande
quantidade de polissacarideos na parede celular (LAHAYE & RAY, 1995). Os extratos de U.
fasciata j& apresentaram efeitos antimicrobianos e larvicidas (SELVIN & LIPTIPON, 2004),
antibacterianos (SILVA et al., 2013) e antifungicos (ABIRAMI & KOWSALYA, 2012)
(Fig.1.d).

Figura 1 - Macroalgas estudadas. Palisada perforata (a), Gelidiella acerosa (b), Padina gymnospora
(¢), Ulva fasciata (d).

Fonte: Nykon Craveiro (2020).
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O copépodo marinho harpactacoide Tisbe biminiensis Volkmann-Rocco 1973 foi
selecionado para este estudo. Ele possui hébitos epibentonicos ¢ ¢ comumente encontrado
associado a macroalgas (VOLKMANN-ROCCO, 1973), além de ser criado em laboratério
desde 1998 (SOUZA-SANTOS et al.,, 2006) e utilizado em testes ecotoxicoldgicos
(ARAUJO-CASTRO et al., 2009; LAVORANTE et al., 2013; COSTA, et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2014; MACIEL et al., 2015; REGIS et al. 2018). Segundo Souza et al.
(2012) ¢ importante para a ecotoxicologia marinha que se encontrem organismos apropriados
para testes ecotoxicologicos e alguns copépodos bentdnicos harpactacoides possuem
caracteristicas interessantes para avaliagdo de toxicidade de sedimento e¢ de agua. T.
biminiensis, além de possuir tais caracteristicas, ainda apresenta pequeno tamanho, curto ciclo
de vida e alta taxa de fecundidade, contribuindo significativamente para o uso dessa espécie
em ensaios ecotoxicologicos (ARAUJO-CASTRO, 2008). A utilizagio de nauplios do
copépodo Tisbe biminiensis nos testes ecotoxicologicos ¢ feita por trazer ainda mais
praticidade, facilidade, diminui¢cdo de custo e tempo mantendo bons resultados letais e
subletais. Os nauplios sdo mais sensiveis que os adultos da mesma espécie e possuem dados
de sensibilidade semelhantes quando comparados a outras espécies de copépodos

(LAVORANTE e al., 2013).

O presente estudo investigou toxicidade dos extratos, a seletividade e o crescimento
populacional de 7. biminiensi em relagdo a quatro macroalgas de diferentes arquiteturas e
composi¢des quimicas. O objetivo deste estudo foi identificar o efeito de metabdlitos
secundarios e da arquitetura de macroalgas em um organismo representativo da meiofauna

marinha epibentdnica.



18

2 OBJETIVOS

Nesta secdo serao apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos que

serviram como norteadores para o desenvolvimento de todo o trabalho.

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos das macroalgas Padina gymnospora, Palisada perforata, Ulva

fasciata e Gelidiella acerosa e de seus extratos em copépodos Tisbe biminiensis.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentragdo efetiva dos extratos das macroalgas Padina gymnospora,
Palisada perforata, Ulva fasciata e Gelidiella acerosa que causa 50% efeito (CE50)
no desenvolvimento dos nauplios de Tisbe biminiensis.

e Determinar a concentragdo de efeito ndo observado (CENO) e a concentragdo de
efeito observado (CEO) dos extratos das macroalgas P. gymnospora, P. perforata, U.
fasciata e G. acerosa no desenvolvimento dos nauplios de Tisbe biminiensis.

e Comparar o crescimento populacional de organismos de Tisbe biminiensis associados
as macroalgas P. gymnospora, P. perforata, U. fasciata € G. acerosa.

e Analisar a preferéncia de habitat de organismos de Tishe biminiensis em relagdo as

macroalgas P. gymnospora, P. perforata, U. fasciata € G. acerosa.
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3 MATERIAIS E METODOS

As macroalgas Padina gymnospora, Palisada perforata, Ulva fasciata e Gelidiella
acerosa foram coletadas na Praia da Enseada dos Corais, localizada no municipio de Cabo de
Santo Agostinho (8°19°10,2” S 34°56°53,3” W) (Figura 2). As amostras das macroalgas
foram coletadas manualmente na zona intertidal durante a maré baixa e armazenadas em sacos
plasticos com dgua do mar durante o transporte para o laboratério. Uma parte do material
coletado foi processada para obtengdo dos extratos utilizados em testes ecotoxicoldgicos com
nauplios de Tisbe biminiensis € a outra parte foi utilizada nos testes de crescimento
populacional e preferéncia de habitat de copépodos de 7. biminiensis. Para simplificar o texto,

as espécies de macroalgas serdo indicadas aqui apenas por seus nomes genéricos.

Figura 2 - Localizag@o do ponto de coleta das macroalgas na Praia de Enseada dos Corais, litoral sul

do estado de Pernambuco.
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Fonte: Google Earth/Beatriz Santos (2020)

3.1 Preparacio de extrato de algas marinhas

As algas coletadas foram lavadas em agua corrente até a remogdo do sal e,

posteriormente, secas a temperatura ambiente por 5 dias. Para a preparacdo dos extratos, foi
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utilizada uma solucdo de diclorometano e metanol (2: 1) por 72 horas. Apds a extragdo, o
solvente foi filtrado e evaporado a vacuo para produzir os extratos organicos brutos, que

foram entdo pesados.

Apo6s a extragdo inicial, as substancias polares e apolares do extrato foram separadas
de uma mistura bifasica de hexano e etanol (1: 1). Neste processo o extrato obtido
anteriormente foi adicionado a mistura de hexano e etanol e agitado fortemente manualmente
de forma que as substancias polares se dissolvessem no etanol e as substancias apolares
dissolvidas no hexano. A fase etanolica da mistura foi separada em um funil de separacao e
evaporada a vacuo para a obtengdo dos extratos utilizados nos testes ecotoxicoldgicos (Figura
3). O extrato com hexano também foi seco a temperatura ambiente para a obtengao de
extratos com substincias apolares e ndo foi utilizado nos testes. Os extratos brutos foram
pesados. Os rendimentos de extracdo (porcentagem do peso seco do material de partida)
foram obtidos para cada macroalga. O rendimento do processo foi calculado de acordo com a

porcentagem de extrato produzido em relagdo ao peso seco das macroalgas.

Figura 3 - Organograma das etapas de preparagdo dos extratos de macroalgas. Apenas o extrato polar

foi utilizado nos bioensaios.

Macroalga Seca

Extragdo com CH,Cl,/MeOH (2:1)

Extrato CH2/MeOH

Parti¢do com Hexano/Etanol - H,0 (1:1)

Extrato Apolar Extrato Polar

Fonte: O Autor (2021).
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3.2 Screening fitoquimico

Foi realizado o screening fitoquimico (SF), testes cromaticos e / ou de precipitagdo nos
extratos brutos de cada macroalga. A deteccdo qualitativa de esterdides, quinonas,
flavonoides, taninos, sponinas e terponoides foi realizada utilizando os métodos propostos por

Harborne & Harborne (1998), Gul et al. (2017) e Kumari et al. (2017) descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Métodos utilizados para identificar a presenga ou auséncia dos compostos.

Métodos

Alcaloides  Teste de Hager. Alguns mL do extrato filtrado + 1-2 mL de reagentes de
Hager. Um precipitado branco cremoso indica presenga.
Flavonoides Teste de acetato de chumbo. ImL de extrato vegetal + algumas gotas de
solugdo de acetato de chumbo a 10%. Precipitado amarelo indica presenga.
Fenois Teste de iodo. ImL de extrato + algumas gotas de solugdo de iodo. A
coloragao transitoria vermelha indica presenca.
Taninos Teste de NaOH a 10%. 0,4mL de extrato + 4mL de NaOH 10% + agitac3o.
A formagdo de emulsdo indica presenca.
Saponinas  Teste de espuma. 0,5 g de extrato + 2mL de dgua + agitacdo vigorosa.
Espuma persistente por 10 minutos indica presenca.
Terpendides 2ml de extrato + 2ml de acido acético anidrido + concentracdo de H,SOs.
Solu¢do verde azulada indica presenga.
Quinonas ImL de extrato + alguns mL de hidroxido de potéssio alcodlico. Coloragao
vermelha para azul indica presenca.
Cumarinas  Teste de NaOH. Extrato + 10% NaOH + cloroférmio. Coloragdo amarela
indica presenca.
Esteréides  Extrato + 2 mL de cloroformio + H,SO,4 concentrado. Coloragao vermelha

indica presenca.

Fonte: Harborne & Harborne (1998), Gul et al. (2017) e Kumari et al. (2017)
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3.3 Testes ecotoxicologicos

A metodologia do teste ecotoxicologico com ndauplios de 7.biminiensis foi
desenvolvida por Lavorante et al. (2013). Os copépodos foram cultivados em dgua do mar
filtrada com salinidade 35, temperatura de 28 ° C e fotoperiodo natural e alimentados com
diatomaceas Chaetoceros muelleri cultivadas em meio f/2 de Guillard e ragao. No dia anterior
ao experimento, os copépodos adultos foram separados das caixas de cultivo (4L) por uma
peneira de 250 um de malha. Estes foram entdo introduzidos em um sistema de separagao de
prole, onde copépodos adultos ficavam retidos em uma peneira de 120 pm e os nauplios ao
eclodirem procuravam o alimento que estava sedimentado no fundo do sistema. Antes do
inicio do teste, os adultos foram separados e os nduplios concentrados em peneira de 64 pm.
Para estimar o nimero de nduplios transferidos para o teste, trés aliquotas de 0,5 mL foram
coletadas e contadas em estereomicroscopio. Aproximadamente duzentos nauplios foram
usados em cada amostra de teste sendo transferidos com uma pipeta automatica.

Inicialmente, a maior concentracao testada foi preparada pesando os extratos polares
em balanca analitica e dissolvendo em agua do mar filtrada com salinidade 35. Foi necessario
utilizar o solvente dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo de 0,6% e sonicador por um
minimo de 5 minutos para dissolver o extrato e formar uma solucdo homogénea. A partir da
primeira solu¢cdo de extrato foram feitas dilui¢des seriadas com baldes volumétricos. Foram
utilizadas as concentracdes de 700, 420, 252, 151 e 90,6 ug.mL'l. Em um dos testes
realizados com a macroalga Gelidiella foram utilizadas as concentragoes de 685, 342,5,
171,25 ¢ 85,625 ug.mL"'. A microalga Chaetoceros muelleri foi adicionada como alimento
para os nauplios na concentragdo de 2,5x10° células / mL em cada concentragdo do extrato,
tentando alterar suas concentragdes o minimo possivel. Dois grupos de controle foram usados,
um com 0,6% de DMSO e o outro sem o solvente. Paralelamente, foi realizado teste de
referéncia com sulfato de zinco pentahidratado.

Os bioensaios foram realizados em incubadora com temperatura controlada (28 © C) e
fotoperiodo (12h claro / 12h escuro). O endpoint do teste foi o desenvolvimento de nauplios
de T. biminiensis ap6s 72 horas. O desenvolvimento foi baseado na passagem do estagio
naupliar para o de copepodito, estimado a partir da relacdo entre os copepoditos corados (rosa
de bengala) no final do teste e o numero de animais no inicio do teste. Os testes foram
realizados em recipientes de vidro com 25 mL da solugdo teste e cada concentracdo de extrato

teve 4 réplicas. Menos de 1mL do concentrado de nauplios foi adicionado aos recipientes.
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Para estimar o numero inicial de nauplios usados no teste, pelo menos 5 aliquotas dos
concentrados de nauplios foram coletadas, fixadas, coradas e contadas. No inicio e no final de
cada teste, o pH e o oxigénio dissolvido foram medidos em uma das amostras de cada
tratamento. Para finalizar o teste, as amostras foram fixadas em formol a 4% e coradas com
corante rosa de bengala. Foi mantida uma espera minima de 72h para a contagem dos
individuos, os nauplios ou copepoditos corados em vermelho foram considerados vivos ao

final do experimento, enquanto os descoloridos foram considerados ja mortos.

3.4 Experimentos de preferéncia de habitat

Os experimentos de preferéncia de habitat foram realizados em 2 arenas (32 cm de
largura, 47 cm de comprimento e 14,5 cm de altura - 20 L). Em cada arena, 18 recipientes de
vidro com capacidade de 60 mL foram dispostos aleatoriamente, 4 réplicas de cada uma das
macroalgas testadas e 2 potes vazios (controles). Em cada recipiente foram adicionados 0,7 g
de macroalgas frescas. Cada arena foi preenchida com 10L de 4gua do mar filtrada (salinidade
35), o suficiente para que os potes de vidros ficassem submersos ¢ permitisse a escolha de
habitat dos copépodos durante o teste.

Para iniciar o teste, uma das caixas de cultivo de 7. biminiensis (4 L) foi passada por
uma peneira de 64pum para reter todos os organismos presentes. Esses organismos foram
colocados em um béquer com 500mL de agua do mar filtrada com salinidade 35. Com a ajuda
de um bastdo de vidro, o contetido do copo foi agitado aleatoriamente e metade do contetido
foi colocado em cada uma das arenas. O experimento teve duragdo de 24 horas e foi mantido
a temperatura de 28°C no escuro, para evitar o efeito da luz no comportamento dos animais.
Apo0s 24 horas, os postes de vidro foram fechados com cuidado para que os copépodos no
interior ndo escapassem. Todo o conteudo dos recipientes foi fixado em formaldeido 4% e
corado com rosa bengala. Apds 72 horas, o material foi contado em estereomicroscopio € 0s
organismos classificados como nauplios e copepoditos (fases juvenis e adultas consideradas

juntas).
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3.5 Experimentos de crescimento populacional

Pequenas culturas de 7. biminiensis foram realizadas para avaliar o crescimento
populacional na presenga das quatro espécies de macroalgas. Todas as culturas comecaram
com 10 fémeas e foram realizadas em recipientes de 1,8 L (20 cm de largura, 26 cm de
comprimento ¢ 5 cm de altura). Trés réplicas foram usadas para cada macroalga e 10g delas
foram adicionados a cada recipiente em 800 mL de 4gua do mar filtrada com salinidade 35.
As culturas foram realizadas a 28 ° C e fotoperiodo e iluminagdo natural. Os copépodos
alimentaram-se com 100 mg de ragdo para larva de peixes produzidas pela INVE Aquaculture
(https://www.inveaquaculture.com/) e 80 mL de suspensdo da microalga Chaetoceros
muelleri. Os recipientes eram mantidos tampados e com aeracdo e a cada dia eram verificadas
a salinidade e a temperatura da agua dos recipientes e, quando necessario, esses parametros
eram corrigidos. A cada 7 dias a 4gua do mar era trocada com o uso de uma peneira de 64 um.
Apos 30 dias, o teste foi encerrado e todos os organismos foram fixados com formaldeido a
4% e corados com rosa de bengala. Devido ao grande nimero de organismos, foi necessario
fazer subamostras. Cada amostra foi colocada em um béquer, preenchido até 500ml e
homogeneizado. Cinco subamostras de 10ml foram removidas e os organismos contados em
estereomicroscopio. O niimero médio de organismos obtidos foi usado para estimar o nimero
total de animais no recipiente. Os copépodos foram classificados em nduplios, copepoditos

(jovens e adultos) e fémeas ovigeras.

3.6 Analise estatistica

A concentragdo efetiva que causa efeito em 50% dos organismos (EC50) foi através
regressdes apods a transformag¢do PROBIT. A concentragcdo do efeito observado (CEO) e a
concentracdo do efeito ndo observado (CENO) foram obtidas usando ANOVA unifatorial
seguida pelo teste de Dunnett (para comparagdes entre tratamentos e controle). O teste de
Kruskal-Wallis e o teste de Dunn foram realizados quando os pardmetros normalidade e
homocedacidade ndo foram atingidos.

Nos experimentos de preferéncia, o teste do Qui-quadrado foi usado para comparagdes
entre macroalgas, considerando todas as espécies juntas e aos pares, € para nauplios e

copepoditos separadamente. O niimero esperado de animais foi estimado dividindo o nimero
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total de animais que entraram nos recipientes com algas pelo numero de recipientes com
algas, ou seja, considerando um distribuicdo homogénea de animais entra as algas.

Para os experimentos de crescimento populacional, ANOVA unifatorial e teste
posterior de Tukey foram usados. A normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e
homocedasticidade de variancias (teste de Levene) foram sempre testadas e, quando os
parametros ndo foram alcancados, o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn foram

realizados. Em todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos durante a realizacdo dos
experimentos, a comecar com o rendimento obtido durante a extragdo realizada com as
macroalgas e as familias de compostos quimicos encontradas em seus extratos. Também serdao
apresentados os resultados dos testes ecotoxicoldgicos realizados com os nauplios de Tisbe
biminiensis, os resultados do teste de preferéncia de habitat, assim como os resultados obtidos

com o teste de crescimento populacional.

4.1 Rendimento das extracoes

Os pesos dos extratos polares e apolares e os rendimentos da extragdo com
diclorometano ¢ metanol e com etanol em relagdo ao peso seco das macroalgas estudadas

estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Peso final em gramas dos extratos preparados com diclorometano (DM) e metanol(M) e dos
extratos preparados com Etanol (E), rendimento de cada processo de extragdo (%DM+M e %E) e peso

seco das macroalgas Ulva fasciata, Gelidiella ascerosa, Palisada perforata € Padina gymnospora.

Peso Seco DM+M E %DM + M %E
Ulva fasciata 140,5 1,2326 1,0505 0,8773 0,7477
Gelidiella acerosa 90,6 5,4955 1,079 6,0657 1,191
Palisada perforata 262,8 5,9903 4,9896 2,2794 1,8986
Padina gymnospora 157.4 4,3416 4,2152 2,4752 0,6928

Fonte: O Autor (2021).

4.2 Screening fitoquimico

Foram encontrados esterdides, quinonas, flavondides, taninos, sponinas e terpondides.
Quinonas estiveram presentes em todos os extratos, enquanto fendis, alcaldides e cumarinas
ndo foram encontrados em nenhum deles. Gelidiella apresentou o maior niimero (6) de

compostos, seguida por Padina (4), Palisada (3) e Ulva (1) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados dos screening fitoquimico nas algas Ulva fasciata, Padina gymnospora,

Palisada perforata e Gelidiella acerosa.

Padina Palisada Gelidiella
Ulva fasciata
gymnospora perforata acerosa
Cumarinas - - - -
Esteroides - + + +
Quinonas + + + +
Fenois - - - -
Flavanoides - - - +
Taninos - - - +
Saponinas - + - +
Terpenoides - + + +
Alcaloides - - - -

(-) auséncia; (+) presenga.

Fonte: O Autor (2021).

4.3 Testes ecotoxicolégicos

Resultados obtidos apos a realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos com os nauplios de
Tisbe biminiensis expostos aos extratos das macroalgas Gelidiella acerosa, Ulva fasciata,

Padina gymnospora e Palisada perforata.

4.3.1 Gelidiella acerosa

Analisando o desenvolvimento de nauplios de Tisbe biminiensis apOs a exposi¢ao ao
extrato de Gelidiella no teste 1, uma reducdo significativa (Kruskal-Wallis H = 27,163; P =
<0,001 e Dunn p <0,05) foi observada no desenvolvimento de nduplios entre o grupo controle
e o concentragdes de 420 e 700 pg.mL™’. O desenvolvimento nos grupos controle com
solvente e concentracdes de 90,6, 151 e 252 pg.mL™" ndo foi significativamente diferente do
grupo controle (Figura 4a). No teste 2, diferencas significativas entre os tratamentos foram
observadas (Kruskal-Wallis H: 20,36; p: <0,001). Comparando o grupo controle com outros

tratamentos, apenas as duas maiores concentracdes de 342.5 e 685 pg.mL" (Dunn p: <0,05)
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reduziram significativamente o crescimento dos néauplios (Figura 4b). O CENO, o CEO ¢ a
CES50 para ambos os teste sio mostrados na Tabela 4. A CE50 no teste 1 foi 297 + 52 pg.mL"
¢ 230 + 110 pg.mL™" no teste 2. A CE50 média para o teste 1 e 2 foi 263 pg.mL" com um
desvio padrao de 48.

Figura 4 - Porcentagem (média e desvio padrao) de desenvolvimento de nauplios de Tisbe biminiensis

no teste 1 (a) e teste 2 (b) com o extrato da macroalga Gelidiella acerosa (GL).
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Fonte: O Autor (2021).

Tabela 4 - Concentracdo do efeito ndo observado (CENO), concentragdo do efeito observado
(CEO) e a concentragdo efetiva que causa 50% no atraso do desenvolvimento do copépodo (CE50)
(},Lg.mL'l) obtidos em cada teste para cada um dos extratos de Ulva fasciata, Gelidiella ascerosa,

Palisada perforata e Padina gymnospora.

Ulva Ulva Gelidiella  Gelidiella Padina Palisada
Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2
CENO 252 252 252 171 252 252
CEO 420 420 420 342 420 420

CES50 380 + 54 419 + 51 207+51  230+110 342 £82 411 £ 63

Fonte: O Autor (2021).

4.3.2 Ulva fasciata

O desenvolvimento de nauplios no teste 1 para o extrato de Ulva (Figura 5a) variou

significativamente entre os tratamentos (Kruskal-Wallis H: 23,44, p: <0,001). Diferenca
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significativa foi observada entre o grupo controle e as concentragdes de 420 e 700 pg.mL"
(Dunn p: <0,05). Nao houve diferengas significativas entre o grupo controle e outros
tratamentos. No teste 2, diferencas significativas foram observadas entre o grupo controle e as
duas maiores concentracdes (420 e 720 pg.mL™' - ANOVA F: 134,94, p <001 e p de Dunnett:
<0,05). Nao houve diferengas significativas entre o grupo controle e outros tratamentos. O
CENO, o CEO e a CE50 do extrato de Ulva para ambos os testes estdo na Tabela 4. A CE50
no teste 1 foi de 342 + 82 pg.mL™" ¢ 419 + 51 pg.mL™" no teste 2. A CE50 média obtido entre

os dois testes foi de 380 ug.mL"' com desvio padréo de 54.

Figura 5 - Porcentagem (média e desvio padrdo) de desenvolvimento de nauplios de Tisbe biminiensis

no teste 1 (a) e teste 2 (b) com o extrato da macroalga Ulva fasciata (UL).
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Fonte: O Autor (2021).

4.3.3 Padina Gymnospora

No teste 3 realizado com o extrato de Padina, houve diferenga significativa (Kruskal-
Wallis H = 22,923; P = <0,001 e Dunn p <0,05) no desenvolvimento dos nauplios entre o
grupo controle e nas concentracdes de 420 e 700 pg.mL™. O grupo testado com o solvente e
com as concentracdes de 90,6, 151 e 252 pg.mL'1 de extrato ndo apresentou diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle (Figura 6). O CENO, o CEO e a CE50 da Padina
para este teste sdo apresentados na Tabela 4. A CE50 do teste realizado com Padina foi de

342 £ 82 pg.mL-1.
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Figura 6 - Porcentagem (média e desvio padrao) de desenvolvimento de nauplios de Tisbe biminiensis

no teste com o extrato da macroalga Padina gymnospora (PD).
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Fonte: O Autor (2021).

4.3.4 Palisada perforata

Analisando o desenvolvimento de nauplios apds a exposi¢do ao extrato de Palisada,
uma diferenca significativa foi observada entre os tratamentos (Kruskal-Wallis H = 23,635; P
=0,001). Comparando o grupo controle aos demais tratamentos, observou-se diferenga apenas
com as duas maiores concentracdes do extrato, 420 ¢ 700 pg.mL'1 (Dunn p <0,05) (Figura 7).
O CENO,0 CEO e a CES50 para este teste foram calculados (Tabela 4). O valor da CE50 da
Palisada foi 411 + 63 pg.mL™.
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Figura 7 - Porcentagem (média e desvio padrao) de desenvolvimento de nauplios de Tisbe biminiensis

no teste com o extrato da macroalga Palisada perforata (PL).
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Fonte: O Autor (2021).

4.4 Preferéncia de habitat

Resultados do teste de preferéncia de habitat realizado com Tisbe biminiensis na
presenca das macroalgas Gelidiella acerosa, Ulva fasciata, Padina gymnospora e Palisada

perforata.

4.4.1 Preferéncia dos nduplios

Na arena 1, o numero médio de nauplios associados a cada uma das macroalgas nao
foi o mesmo que o esperado (181) (X2 = 37,5, d.f. = 3, p <0,0001) (Fig. 7a). O mesmo
ocorreu na arena 2 (X2 = 122, d.f. = 3, p <0,0001), com média esperada de 60,3 (fig. 7b). O
nimero de nduplios em recipientes sem macroalgas foi 2,5 £ 2,3, um niumero muito menor do

que aqueles com macroalgas.
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Figura 8 - Numero (média + desvio padrao) de nauplios associados as macroalgas Ulva fasciata,
Padina gymnospora, Palisada perforata e Gelidiella acerosa. As linhas tracejadas indicam o nimero

esperado de nauplios em cada arena se ndo houver preferéncia de habitat.
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Fonte: O Autor (2021).

Comparando a distribuicdo dos nduplios entre cada par de macroalgas da arena 1,
observou-se que ndo houve diferencas significativas entre os seguintes pares: Padina e Ulva,
Ulva e Gelidiella e Padina e Gelidiella (Tabela 5). Na arena 2, também nao houve diferenca
significativa entre o par de macroalga Padina e Gelidiella (Tabela 5). Nas arenas 1 e 2 houve
diferenca significativa no nimero de nauplios entre a Palisada e Padina, Ulva e Gelidiella

(Tabela 5). Pode-se observar uma tendéncia dos nduplios a preferirem a Palisada (Figura 8).
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Tabela 5 - Resultado dos testes de X* comparando as médias dos numeros de nauplios associados as

macroalgas Ulva fasciata, Padina gymnospora, Palisada perforata ¢ Gelidiella acerosa na Arena 1 ¢

2.

Combinacao algas Graus de liberdade X2 (com correcao) Probabilidade
Arena 1
Ulva x Padina 1 0 0,9884
Ulva x Palisada 1 24,797 <0,0001*
Ulva x Gelidiella 1 2,744 0,0976
Padina x Palisada 1 25,506 <0,0001*
Padina x Gelidiella 1 2,989 0,0838
Palisada x Gelidiella 1 10,877 0,001*
Arena 2
Ulva x Padina 1 22,539 <0,0001*
Ulva x Palisada 1 99,082 <0,0001*
Ulva x Gelidiella 1 29,78 <0,0001%*
Padina x Palisada 1 36,643 <0,0001*
Padina x Gelidiella 1 0,512 0,512
Palisada x Gelidiella 1 28,174 <0,0001*

Fonte: O Autor (2021).

4.4.2 Preferéncia dos copepoditos

O niimero médio de copepoditos em Ulva, Padina, Palisada e Gelidiella na arena 1 e
2 sdo mostrados na Figura 9. Nos recipientes sem macroalgas, o nimero de copepoditos (32 +
17) foi muito menor do que naqueles com macroalgas. A média de copepodito nas quatro
macroalgas na arena 1 ndo foi a mesma esperada (X2 = 16,1, d.f. =3, p = 0,0011), a média
esperada foi de 176 copepoditos. Na arena 2, o nimero médio de copepoditos associados a

cada uma das macroalgas ndo foi o mesmo esperado (76,4) (X2 = 50,6, d.f. =3, p <0,0001).
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Figura 9 - Numero (média + desvio padréo) de copepoditos associados as macroalgas Ulva fasciata,
Padina gymnospora, Palisada perforata e Gelidiella acerosa. As linhas tracejadas indicam o niimero

esperado de copepoditos em cada arena se ndo houver preferéncia de habitat.
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Fonte: O Autor (2021).

Em relagdo ao niimero de copepoditos associados as macroalgas estudadas, observou-
se que ndo houve diferenca significativa nas duas arenas entre os pares de Ulva e Gelidiella,
Padina e Palisada (Tabela 6). Em todos os outros pares de macroalgas, diferencas
significativas foram observadas em relagdo aos copepoditos (Tabela 6). Os copepoditos
associados as macroalgas das espécies Padina e Palisada apresentaram um numero superior
ao esperado, ocorrendo o contrario com Ulva e Gelidiella (Figura 9). Assim, hé indicacao de

preferéncia pelos copépodes de Tisbe biminiensis as macroalgas Padina e Palisada.
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Tabela 6 - Resultado dos testes de X* comparando as médias dos numeros de copepoditos associados

as macroalgas Ulva fasciata, Padina gymnospora, Palisada perforata e Gelidiella acerosa na Arena

le 2.

Combinacao algas Graus de liberdade ~ X? (com correcao) Probabilidade
Arena 1
Ulva x Padina 1 7,841 0,0051*
Ulva x Palisada 1 7,98 0,0047*
Ulva x Gelidiella 1 0 1
Padina x Palisada 1 0,001 0,9802
Padina x Gelidiella 1 7,524 0,0061
Palisada x Gelidiella 1 7,66 0,0056*
Arena 2
Ulva x Padina 1 13,231 0,0003*
Ulva x Palisada 1 19,798 <0,0001%*
Ulva x Gelidiella 1 2,521 0,1123
Padina x Palisada 1 0,593 0,4411
Padina x Gelidiella 1 27,309 <0,0001*
Palisada x Gelidiella 1 36,08 <0,0001*

Fonte: O Autor (2021).

4.5 Crescimento populacional

Os dados obtidos com o teste de crescimento populacional de 7. biminiensis em
culturas contendo as macroalgas podem ser vistos na Figura 10. Ndo houve diferenca
significativa entre o nimero total de organismos nos diferentes tratamentos (ANOVA, F = 3,2
p = 0,08). A comparagdo entre a média do nimero de nauplios nos diferentes tratamentos nao
mostrou diferenca significativa (ANOVA, F = 0,5 p = 0,08). O mesmo ocorreu com a média
das fémeas ovigeras (ANOVA, F = 1,8 p = 0,216). No entanto, o nimero de copepoditos
diferiu entre os diferentes tratamentos (ANOVA, F = 9,6, p = 0,005), com o nimero de

copepoditos em Palisada igual ao de Ulva, mas maior que em Padina e Gelidiella.
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Figura 10 - Numero (média = desvio padrdo) de nauplios, copepoditos, fémeas ovigeras e organismos

totais de Tisbe biminiensis ao final dos testes de crescimento com as macroalgas Ulva fasciata, Padina

gymnospora, Palisada perforata e Gelidiella acerosa. As letras indicam os resultados do teste de
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Fonte: O Autor (2021).
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5 DISCUSSAO

O screening fitoquimico dos extratos de macroalgas revelou que eles sdo muito
diferentes em termos de compostos bioativos, Gelidiella acerosa é a mais rica em compostos
seguida por Padina gymnospora, Palisada perforata, enquanto Ulva fasciata apresenta o
menor nimero de compostos. No extrato de G. acerosa, apenas cumarinas, fendis e alcaloides
estavam ausentes. S.M. et al. (2018) estudando extratos de G. acerosa em varios solventes
(etanol, metanol, acetato de etila, diclorometano, hexano e 4gua) encontraram uma grande
variedade de classes de compostos. Resultados divergentes em relacdo ao nosso estudo foram
observados para cumarinas (presen¢a no extrato hexanico) e terpendides (auséncia nos
extratos hexano e diclorometano).

Shanmuganathan & Devi (2016) mostraram que extratos de P. gymnospora preparados
com varios solventes (éter de petroleo, benzeno, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila,
acetona, metanol e 4gua) ndo possuem taninos e alcaldides, porém, ao contrario de nossos
resultados, eles contém flavonoides e auséncia de terpendides. Abirami & Kowsalya (2012)
realizaram o screening fitoquimico do extrato metanélico de P. gymonspora coletada na India
e resultados encontraram resultados semelhantes aos nossos para alcaldides, esterdides,
saponinas, terpenodides e quinonas. No entanto, os resultados para flavondides, taninos e
fenois foram diferentes.

Abirami & Kowsalya (2012) estudaram o extrato metanolico de U. fasciata e
detectaram flavondides, taninos, fendis, esterdides, saponinas, terpenoides, resultado diferente
do presente estudo. As quinonas também mostraram resultados divergentes entre os dois
estudos. Enquanto nosso estudo observou a presenga de quinonas, o trabalho de Abirami &
Kowsalya (2012) mostra a auséncia. A Unica substancia que apresentou o mesmo resultado
em ambos os estudos foram os alcalodides, estando ausentes em ambos.

A CESO0 para o desenvolvimento de nauplios de Tisbe biminiensis variou do menor ao
maior como segue: G. acerosa, P. gymnospora, U. fasciata e P. perforata. Assim, G. acerosa
apresentou o extrato mais toxico e P. perforata o menos toxico. Esta escala de toxicidade tem
uma boa relacdo com o numero de substancias descritas acima. G. acerosa obteve mais
familias de compostos de metabolitos secundarios do que as outras algas, seguida por P.
gymnospora. Apesar das diferengas quimicas observadas entre os extratos, todas as

macroalgas estudadas apresentaram CENO e CEO semelhantes. Apenas o CEO da G. acerosa
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foi inferior, indicando que esses parametros foram menos sensiveis as diferencas entre as
macroalgas.

Um estudo de Lhullier et al. (2006) também avaliou a toxicidade de extratos de
macroalgas encontrados na costa brasileira. Em seu estudo, a CL50 (concentracao letal para
50% dos individuos) do extrato alcodlico de 19 macroalgas coletadas no Estado de Santa
Catarina, Sul do Brasil, foi determinado para Artemia salina. Os valores encontrados variaram
de menos de 50 a 229 pg.mL™". Os valores de CL50 dos extratos de U. fasciata foram de 76 ¢
63 ng.mL" e dos extratos de P. gymnospora foram <50 pg.mL". Comparando os valores de
CL50 obtidos por Lhullier et al. (2006) e os valores de CE50 do presente estudo, podemos
perceber que os resultados para os nauplios de 7. biminiensis foram todos maiores do que os
de A. salina, indicando menor toxicidade para o copépodo dos extratos testados neste estudo.
Embora em ambos os estudos os extratos de Padina tenham sido mais toéxicos do que os de
Ulva. Selvin e Lipton (2004) estudaram o extrato de diclorometano-metanol de Ulva fasciata
e demonstraram um amplo espectro de atividade antibacteriana e a CL50 de 1,8 mg / mL para
teste de citotoxicidade com A. salina. Esse valor foi superior aos encontrados por Lhullier et
al. (2006) e ao deste manuscrito.

Enquanto Ulva e Padina t€m talos frondosos, Gelidiella e Palisada tém talos
ramificados, e essas diferengas poderiam gerar uma maior complexidade estrutural que
normalmente se reflete em uma maior abundancia da fauna (CHEMELLO & MILAZZO,
2002; DUBIASKI-SILVA & MASUNARI, 1995; HACKER & STENECK, 1990). O indice
de complexidade de habitat que leva em consideragdo a dimensao fractal e o peso das algas
mostra que a Gelidiella tem uma maior complexidade de habitat, sendo seguida por Palisada,
Padina e Ulva (MONTENEGRO et al., 2021, submetido a publicagcdo). Esperava-se que as
macroalgas Gelidiella e Palisada tivessem a preferéncia dos copépodos, devido a suas
arquiteturas mais complexas que lhes proporcionariam maior protecdo tanto de predadores
quanto da hidrodinamica. Testes realizados por Hacker e Steneck (1990) com Amphipoda
mostraram preferéncia por algas com arquitetura ramificada, indicando que os componentes
espaciais e estruturais sdo importantes para a densidade e tamanho dos organismos presentes
nas macroalgas. Hansen et al. (2011) indicaram que os macroinvertebrados preferem
macrofitas de maior complexidade estrutural e, consequentemente, apresentam maior
abundancia. No entanto, os resultados dos testes de seletividade mostraram uma preferéncia
por nauplios de 7. biminiensis apenas pelas macroalgas da espécie Palisada. Para
copepoditos, o teste de preferéncia mostrou que nauplios preferem Padina e Palisada. Diante

desses resultados, pode-se sugerir que a arquitetura ndo € o Unico fator que determina a
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relacdo entre fauna e macroalgas.  Nossos resultados quimicos e toxicologicos indicam que
Gelidiella, apesar da arquitetura favoravel, pode apresentar compostos quimicos com efeito
inibitorio para copépodos. Ja a producdo de alguns compostos quimicos pelas macroalgas
pode interferir na epifauna diretamente ou por meio da alteragdo do microfilme microbiano
(JOHNSON & SCHEIBLING, 1987).

O maior crescimento populacional de 7. biminiensis indicado por um maior nimero de
copepoditos na macroalga Palisada seguida por Ulva, corrobora os resultados tanto dos testes
de seletividade quanto dos testes toxicologicos. Essas duas espécies de macroalgas foram as
que apresentaram menor toxicidade para nauplios de 7. biminiensis. A producdao de
substancias quimicas bioativas pode ter sido um dos fatores que contribuiram para o menor

crescimento populacional da macroalga Gelidiella e Padina.
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6 CONCLUSOES

Embora os componentes estruturais das macroalgas sejam importantes para determinar a
densidade populacional e seletividade da epifauna, os componentes quimicos podem acabar se
destacando, como mostram os dados obtidos no presente estudo. A relagdo entre o copépodo
epibentonico Tisbe biminiensis ¢ as 4 macroalgas estudadas teve ligacao tanto com a auséncia
de compostas secundarios toxicos para eles como com a arquitetura das macroalgas. O extrato
de Gelidiella acerosa foi o que obteve o maior nimero de compostos quimicos € o que
apresentou o menor valor de EC50 nos testes de toxicidade, refletindo negativamente nos
testes de seletividade e crescimento populacional. A Ulva fasciata mesmo com baixa
toxicidade para os copépodos nado foi tdo atrativa, provavelmente por possuir uma arquitetura

mais simples.
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