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RESUMO

Ambientes de aguas continentais estdo suscetiveis a sofrer uma ampla varia¢do dos fatores
abidticos, sendo comum sua fauna apresentar estratégias adaptativas para essas condigdes
instaveis. No caso das esponjas, elas produzem gémulas, estrutura reprodutiva e de dispersao.
As gémulas quando formadas exibem baixas taxas metabdlicas e podem tornar-se dormentes
durante periodos de estresse ambiental. Para algumas espécies as condi¢des de estresses,
como baixa temperatura e dessecacdo, podem ser cruciais para o sucesso da eclosdo de
gémula. J4 a tolerancia a salinidade parece variar amplamente dependendo da espécie, e até o
presente, poucos foram os estudos realizados sobre essa tolerdncia. Assim, entender sua
fisiologia € crucial para explicar o padrdo de distribui¢do da espécie, pois a tolerancia aos
fatores de estresse como a salinidade podem ser fundamentais para a dispersao e perpetuagao
em novos ambientes. Aqui iremos testar se as gémulas de Heteromeyenia cristalina Batista,
Volkmer-Ribeiro & Meldo, 2007 conseguem sobreviver a exposi¢do a dgua do mar. Para tal,
foram realizados 7 tratamentos: (C) controle; (T1) somente agua do mar; (T2); (T3); (T4);
(T5) e (T6) gémulas expostas a 4gua do mar por 1, 3, 5, 7 e 9 dias, respectivamente. Para cada
tratamento foram utilizadas trés réplicas, com 30 gémulas cada, com duracdo de 21 dias. No
T1, ndo ocorreu eclosdo. Nos demais tratamentos, além da eclosdo das gémulas foi possivel
verificar a formagao de esponjas juvenis. Nao houve diferenga significativa da taxa de eclosao
das gémulas e da formacao de esponjas entre os tratamentos. Contudo, houve um atraso nos
estagios de desenvolvimento dos tratamentos T3, T4, T5 e T6, quando comparados ao
tratamento controle. Por tolerar um periodo de exposi¢do a dgua do mar (de até 9 dias), a H.
cristalina pode se dispersar por meio da incrustagdo em navios oceanicos que transitam em
portos dulciaquicolas. No entanto, pouco se sabe sobre a tolerdncia das esponjas a efeitos
abiodticos, como a tolerancia a salinidade. Assim, se faz necessdrio mais estudos para
entendermos a fisiologia e distribuicdo das gémulas para a ampliacdo do conhecimento a

respeito desse organismo.

Palavras-chave: distribuigao, dispersao, fisiologia, bioinvasdo, Spongillida.



ABSTRACT
Inland water environments are susceptible to a wide range of abiotic factors, being common
it’s fauna to present adaptive strategies for these unstable conditions. In the case of sponges,
they produce gemmules, a reproductive and dispersal structure. Gemmules when formed
exhibit low metabolic rates and may become dormant during periods of environmental stress.
For some species, stress conditions, such as low temperature and desiccation, may be crucial
for the success of gemmule hatching. On the other hand, salinity tolerance seems to vary
widely depending on the species, and to date, few studies have been carried out on this
tolerance. Thus, understanding its physiology is crucial to explain the distribution pattern of
the species, as tolerance to stress factors such as salinity can be essential for dispersal and
perpetuation in new environments. Here we will test whether the gemmules of Heteromeyenia
cristalina Batista, Volkmer-Ribeiro & Melao, 2007 can survive exposure to sea water. For
this, 7 treatments were performed: (C) control; (T1) only sea water; (T2); (T3); (T4); (T5) and
(T6) gemmules exposed to sea water for 1, 3, 5, 7 and 9 days, respectively. For each
treatment, three replicates were used, with 30 buds each, lasting 21 days. At T1, there was no
hatching. In the other treatments, in addition to the hatching of the buds, it was possible to
verify the formation of juvenile sponges. There was no significant difference in the rate of
gemmule hatching and in the formation of sponges between treatments. However, there was a
delay in the development stages of treatments T3, T4, TS and T6, when compared to the
control. Because it tolerates a period of exposure to sea water (up to 9 days), H. cristalina can
be dispersed through encrustation on ocean-going ships that transit in freshwater ports.
However, little is known about sponge tolerance to abiotic effects such as salinity tolerance.
Thus, further studies are needed to understand the physiology and distribution of gemmules to

expand knowledge about this organism.

Keyword: distribution, dispertion, physiology, bioinvasion, Spongillida.
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1 INTRODUCAO

No Filo Porifera hd cerca de 9.500 espécies validas conhecidas em todo o mundo,
distribuidas em quatro Classes atuais: Hexactinellida Schmidt, 1870, Calcarea Bowerbank,
1862, Homoscleromorpha Bergquist, 1978 ¢ Demospongiae Sollas, 1885 (de VOOGD et al,
2023). Sendo essa ultima a mais diversa, com cerca de 85% das espécies atuais, € a mais
amplamente distribuida em todos os ambientes aquaticos, incluindo as espécies que habitam
aguas continentais (MORROW & CARDENAS, 2015; MURICY & HAJDU, 2006;
HOOPER & VAN SOEST, 2002). Espécies de aguas continentais pertencem a Ordem
Spongillida Manconi & Pronzato, 2002 e representam aproximadamente 3% de toda
diversidade do filo (MANCONI & PRONZATO, 2007; PINHEIRO et al., 2015). Esta baixa
diversidade, provavelmente, estd relacionada com a escassez de taxonomistas no grupo e a
dificuldade em realizar inventarios nesses ambientes (PINHEIRO et al., 2015). Ambientes de
aguas continentais estdo suscetiveis a uma ampla variagdo dos seus fatores abioticos, como
dessecacao, congelamento e aumento da salinidade. Neste sentido, ¢ comum que sua fauna
possua vdrias estratégias adaptativas para estas condi¢des instaveis.

No caso das esponjas continentais, elas produzem corpo de resisténcia conhecido
como gémula, estrutura reprodutiva e de dispersdo. As gémulas sdo compostas por células
totipotentes revestidas de espiculas especiais chamadas de gemoscleras (MANCONI &
PRONZATO, 2007; 2016). Geralmente, as gémulas das espécies pertencentes as Familias,
Potamolepidae Brien, 1967, Spongillidae Gray, 1867 e Metaniidae Volkmer-Ribeiro, 1986.
Sendo que nestas duas ultimas as gémulas possuem uma camada pneumdatica bem
desenvolvida e revestida por gemoscleras espinadas, tais caracteristicas conferem um grande
potencial de dispersdo para essas gémulas (PRONZATO & MANCONI, 1994; MANCONI et
al., 2015). Enquanto que em Potamolepidae as gémulas apresentam teca simples de espongina
compacta e espiculas nao especializadas (MANCONI & PRONZATO 2002; 2007). Manconi
& Pronzato (2007) sugeriram que a distribuicdo das esponjas de aguas continentais esta
relacionada com a eficiéncia das suas gémulas como dispositivo de dispersao.

Para algumas espécies as condi¢des de estresses podem ser cruciais para o sucesso da
eclosdo da gémula. Por exemplo, Fell (1987) e Meldao & Rocha (1996) mostraram,
respectivamente, que esponjas das espécies Funapius fragilis (Leidy, 1851) e Metania spinata
(Carter, 1881) quando submetidas a condigdes estressantes, como congelamento e dessecagao,
podem estimular a eclosdo das gémulas quando novamente expostas a condi¢do ideal. Entdo,

parece que as gémulas tém tolerancia a certos estresses ambientais, incluindo baixa
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temperatura e dessecagdo (FELL, 1992). Enquanto que a tolerancia a salinidade parece variar
amplamente dependendo da espécie. Em Ephydatia fluviatilis (Linnaeus, 1759), Francis et al.
(1982) observaram que a taxa de crescimento da esponja diminuiu com o aumento da
salinidade, e as gémulas de Spongilla lacustris (Linnaeus, 1759) ndo sobrevivem a diluicao da
solugdo de NaCL (23mOsmolar) (SIMPSON & VACCARO, 1973). Ja as gémulas de
Eunapius fragilis sobrevivem a exposi¢cao de 5% da solugdo de NaCl (cerca de 1400
mOsmolar) por 9 dias (FELL, 1990), além de serem capazes de suportar exposi¢ao de 30ppt
agua do mar por até 4 semana e de 37ppt por 9 dias (FELL, 1992). Contudo, foram poucos os
estudos realizados sobre a tolerancia das gémulas a salinidade.

A distribuicdo das espécies de esponjas de aguas continentais estd amplamente
limitada pelo ambiente fisico, e as propriedades quimicas da 4gua como pH, salinidade, silica,
parecem desempenhar um papel importante na determinagdo de quais espécies estdo presentes
em um lago ou rio especifico de uma regido (REISWIG et al., 2009). Entender a fisiologia da
gémula ¢ crucial para explicar o padrao de distribuicdo de determinada espécie. Nesse sentido,
o presente projeto teve como finalidade determinar se as gémulas de Heteromeyenia cristalina
Batista, Volkmer-Ribeiro & Melao, 2007 sdao capazes de sobreviver a exposicao a dgua do
mar. Pois a alta tolerdncia a salinidade pode permitir a dispersdo da esponja por meio da
incrustacdo nos cascos de embarcagdes marinhas que transitam em portos de agua doce

(FELL, 1992).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO FILO PORIFERA

No Filo Porifera, popularmente conhecido como esponja, estd inserido os organismos
invertebrados, sésseis e filtradores que ndo apresentam orgdos e tecidos verdadeiros, com
exce¢do da Classe Homoscleromorpha Bergquist, 1978 (GAZAVE et al., 2012). Esse filo,
hoje, se encontra inserido dentro de Metazoa, e ¢ um grupo monofilético sustentado
morfologicamente por apresentar ciclo de vida bifasico, habitos de alimentacao por filtro em
conjunto com a forma adulta séssil, pinacdcitos, coandcitos e sistema aquifero, embora
existam excegdes (e.g. as esponjas carnivoras ndo possuem sistema aquifero) (WORHEIDE et
al., 2012).

As esponjas habitam, exclusivamente, ambientes aquaticos, ocorrendo em todos os

ambientes ocednicos, desde habitats temperados, tropicais e polares, como em comunidades


https://scholar.google.com.br/citations?user=UETwl3gAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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bentonicas, em recifes de corais, em entremarés e profundezas oceanicas; hd também esponjas
que habitam lagos, lagoas, cachoeiras, agudes e riachos (MURICY & HAJDU, 2006; HAJDU
et al.,, 2011; SIMPSON, 1984). Nesses diversos ambientes, as esponjas atuam como
importantes membros na comunidade faunistica benténica, por exemplo, ao serem membros
da cadeia alimentar sendo fonte de alimento para outros organismos, por realizarem a
reciclagem de nutrientes, protegerem e beneficiarem fisicamente outros organismos, por
possuirem um potencial de alterar a coluna de 4gua e seus processos através da filtragao de
agua ¢ exalacdo de metabodlitos secundarios e também, por meio da mesma (filtracao)
conseguem limpar a coluna d’agua (DIAZ & RUTZLER, 2001; BELL, 2008). Tais
organismos sdo considerados como um dos animais mais antigos, tendo registro fossil de 760
milhdes de anos atras que datam do periodo do Mioceno, Plioceno e Pleistoceno, colonizando
aguas continentais no periodo Jurassico (MANCONI & PRONZATO, 2002; YIN et al., 2015).

Estruturalmente as esponjas sdo formadas por trés camadas: a pinacoderme em sua
superficie externa, composta células chamadas de pinacocitos, que funciona como um epitélio
verdadeiro; uma superficie interna com células flageladas chamadas de coandcitos, a
coanoderme, essa parede interna envolve uma cavidade central chamada de atrio que se abre
ao exterior com um Osculo; e o mesoilo, que se localiza entre a pinacoderme e a coanoderme.
A pinacoderme possui pequenas perfuracdes onde se encontram os Ostios, caminho pelo qual
a agua ¢ puxada e levada pela a¢ao dos batimentos dos flagelos dos coandcitos (HAJDU et al.,
2011; HOOPER & VAN SOEST, 2002; MALDONADO & RIESGO, 2008; RUPPERT &
BARNES, 1996) (Figura 1). Ainda existem diversas células, com diferentes fun¢des que
podem variar com a Classe, como células que secretam o esqueleto, células contrateis e de
regeneragdo (REISWIG, 2010).

A principal caracteristica desse grupo se encontra na presenca do sistema aquifero, que
¢ responsavel pelas principais atividades fisioldgicas como alimenta¢do, liberacdo de excretas,
reproducdo, respiracdo, entre outros (BERGQUIST, 1978; CAVALCANTE & KLAUTAU,
2011; MALDONADO & RIESGO, 2008). As esponjas apresentam diferentes tipos de
organizacao do sistema aquifero, podendo ser asconodide, siconoide, leuconoide, sileibide e
solendide (CAVALCANTE & KLAUTAU, 2011). Em Demospongiae, esta presente o sistema
do tipo leucondide, com canais hidricos que apresentam serem mais complexos, ramificados e
com camaras flageladas, que auxiliam nas fungdes fisiologicas por aumentar a superficie de
contato com o meio em que vivem (CAVALCANTE & KLAUTAU, 2011; ERESKOVSKY &
LAVROV, 2021).
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Figura 1. Diagrama esquematico indicando os principais componentes do sistema das esponjas

Pinacoderme

Pinacocito
Ostio
-::n-l <~ =
= =
Cavidade

Fonte: Reiswig (2010) - imagem adaptada.

O filo ¢ classificado principalmente pelas caracteristicas morfologicas de suas
estruturas organicas e inorganicas, as esponjas sdo divididas em quatro Classes atuais,
Hexactinellida Schmidt, 1870, Calcarea Bowerbank, 1862, Homoscleromorpha Bergquist,
1978 e Demospongiae Sollas, 1885 (de VOOGD et al., 2023). Nesta ultima estdo incluidas
tanto as esponjas marinhas quanto as de dguas continentais, sendo a Classe mais diversa e
mais bem distribuida (HOOPER & VAN SOEST, 2002). Dentro desta Classe encontra-se a
Ordem Spongillida Manconi & Pronzato, 2002, a qual compde as esponjas de aguas
continentais distribuidas em seis familias atuais: Lubomirskiidae Rezvoi, 1936;
Malawispongiidae Manconi & Pronzato, 2002; Metaniidae Volkmer-Ribeiro, 1986;
Metschnikowiidae Czerniawsky, 1880; Potamolepidae Brien, 1967; e Spongillidae Gray, 1867
(MANCONI & PRONZATO, 2007; PINHEIRO & CALHEIRA, 2020; de VOOGD et al.,
2023).

As esponjas da Ordem Spongillida s3o conhecidas por terem um esqueleto inorganico
organizado em megasclera, microsclera e a gemosclera (MANCONI & PRONZATO, 2002;
REISWIG, 2010). A megasclera ¢ caracterizada pela presenca de espiculas que estruturam a

esponjas, formando feixes junto com a espongina; a microsclera, quando presente, atua na



14

estrutura superficial das esponjas ou se encontra distribuida por seu corpo; ja a gemosclera é
uma estrutura de revestimento das gémulas (estrutura assexuada, que atua como corpos de
dispersdo e de resisténcia). As gemoscleras sdo importantes para a identificagdo das espécies
de esponjas de agua doce, no menor nivel taxondmico (MANCONI & PRONZATO, 2002).
As esponjas possuem diversas formas de reproducdo, sendo uma dessas, a reproducao
sexuada, onde ha a liberacdo da larva (Figura 2A). Mas, para algumas Demospongiae o
estagio larval foi perdido, de forma que o embrido se desenvolve diretamente na esponja
juvenil (MALDONADO & BERGQUIST, 2002; MALDONADO & RIESGO, 2008). As
esponjas, além de realizarem reproducdo sexuada, também podem realizar reproducdo
assexuada, que ocorre através de brotamento, fragmentagdo ou por gémulas (MALDONADO
& RIESGO, 2008). O ciclo de vida de esponjas produtoras de gémulas, ¢ caracterizado pelas
seguintes etapas: crescimento vegetativo, producdo de gémulas/reproducdo assexuada,
gémulas em estagio repouso, eclosdo de gémulas e regeneracgao (Figura 2B) (MANCONI &

PRONZATO, 2007, 2016).

Figura 2. Ciclo de vida de uma esponja de dguas continentais. (A) Reproducao sexuada. (B) Reproducdo
assexuada. a Esponja ativa (crescimento vegetativo); b Larva parenquimela; ¢ Estagio pos-larval; d Degeneracao

da esponja e gemulagdo; e GEmulas em estagio de repouso; f Morfologia da gémula; g Eclosdo da gémula e

regeneracdo da esponja ativa

Fonte: Manconi & Pronzato (2016).



15

2.2 ASPECTOS ECOLOGICOS E PADROES DE DISTRIBUICAO DAS ESPONJAS
CONTINENTAIS

A distribuicdo das esponjas de aguas continentais tem como fator principal a
dispersdo, podendo ocorrer pelos mais variados vetores, como a dispersdo através da corrente
d’4gua, pelo vento e por animais (aves, peixes, bivalves, entre outros) (MOREIRA &
ZUANON, 2002; MANCONI & PRONZATO, 2016; VOLKMER-RIBEIRO & GROSSER,
1981; REISWIG, 2010; VAN LEEUWEN et al., 2017). A dispersao também ¢ de grande
importancia para a sobrevivéncia das esponjas de aguas continentais, uma vez que esses
ambientes estdo propensos a sofrerem variacdes ambientais, como seca, alteracdo de
temperatura e/ou pH, salinidade, inundagdes, congelamento, entre outros, que podem
dificultar a sobrevivéncia das esponjas. nesses ambientes (PRONZATO & MANCONI, 1994).
Diante dessas variagdes ¢ comum que os organismos que habitam tais ambientes desenvolvam
estratégias adaptativas para sobreviver (VAN LEEUWEN et al., 2017; CACERES, 1997). No
caso das esponjas de agua doce, elas produzem gé€mulas, corpos capazes de resistir as
variacdoes ambientais, que podem ser invidveis para a esponja, quando morre, apenas as
gémulas permanecem no ambiente, e quando as condi¢gdes se tornam estaveis e favoraveis as
gémulas podem eclodir (MANCONI & PRONZATO, 2007).

Dentro da Ordem Spongillida, as espécies pertencentes as familias Malawispongiidae,
Lubomirskiidae e Metschnikowiidae ndao produzem gémulas, entdo podem reproduzir
sexuadamente, por fragmentacdo ou por brotamento (MANCONI & PRONZATO, 2007). As
espécies de Lubomirskiidae e Metschnikowiidae ocorrem em ambientes restritos, faixa restrita
no Lago Baikal e no Mar Céspio, respectivamente. J4 a familia Metschnikowiidae se encontra
presente em lagos ancestrais localizados na Africa (lago Tanganyika e Malawi), Europa (lago
Ohrid), Israel (lago Tiberiades) e Indonésia (lago Poso) (MANCONI & PRONZATO, 2007).
Por outro lado, as familias, Metaniidae, Potamolepidae e Spongillidae, produtoras de gémulas,
possuem uma distribui¢do maior quando comparada com as familias que ndao produzem
gémulas, sendo Metaniidae e Potamolepidae circumtropicais, e a Spongillidae apresenta uma
distribuicao cosmopolita (MANCONI & PRONZATO, 2007).

A distribuicao das espécies de Spongillida pode estar relacionada com a capacidade de
produzir gémulas, estruturas assexuadas que também funcionam como dispositivos de
dispersdo. Além disso, as gémulas podem apresentar arquitetura morfologica simples, com
uma simples teca de espongina compacta reforcada com espiculas nao especializadas, ou

arquitetura complexa, com teca organizada em duas camadas de espongina (interna e externa)
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e uma camada alveolar no meio de espongina trabeculada refor¢ada com espiculas espinhosas
(MANCONI & PRONZATO). De acordo com Manconi & Pronzato (2007) a morfologia
gemular pode influenciar na distribuicdo das espécies. Outro fator que pode explicar a
distribuicao das esponjas de aguas continentais, ¢ a fisiologia das esponjas (REISWIG, 2010).
Por sua vez, algumas caracteristicas fisiologicas das esponjas podem estar relacionadas a
dorméncia (FELL, 1998) de forma a implicar na tolerancia das gémulas ao estresse, e assim,
vir a permitir ou limitar que a esponja consiga se dispersar para locais ndo habituais para
determinada espécie (CALHEIRA, 2020). No entanto, os mecanismos fisioldgicos que levam
a dorméncia da gémula por determinado periodo até que um fator (externo ou interno) e os
fatores que induzem a eclosdo das gémulas, ainda precisam ser compreendidos mais a fundo

pela comunidade académica (FELL, 1998; REISWIG; FROST; RICCIARDI, 2009).

2.3 GEMULAS

As gémulas sdo estruturas assexuadas que apresentam pequeno, revestido por uma
camada externa de colageno, possui uma camada pneumatica, células totipotentes, chamadas
de tesdcitos (arquedcitos em repouso) e a gemosclera (espiculas especializadas) (Figura 3)
(MANCONI & PRONZATO, 2002; 2007; 2016). As gémulas ainda possuem um pequeno
orificio chamado de micropila, por onde as células, que dardo origem a futura esponja,
migram para o meio externo no momento em que a gémula eclode (GAINO & BURLANDO,
1990). Quanto ao papel bioldgico, as gémulas possuem funcdo semelhante aos estatoblastos,

ovos em repouso, etc (SIMPSON & FELL, 1974).
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Figura 3. Gémula vista sob microscopia eletronica de varredura. A, GEmula inteira; B, corte transversal de uma

gémula mostrando suas parte. cf células totipotentes, gm gemosclera, m micropila. Escala: A, B =300 um.

Fonte: Laurindo (2020)

As gémulas podem ser altamente resistentes as adversidades encontradas no ambiente,
como temperatura, dessecagdo, congelamento, condi¢do possivel pelo baixo metabolismo das
gémulas, que conferem resisténcia para sobreviver as condi¢cdes extremas que lhes causam
estresse (MANCONI & PRONZATO, 2007). Experimentos tém sido realizados para
investigar a possivel tolerancia que as gémulas podem apresentar sob variacdes ambientais as
quais elas sdo expostas.

As variagdes ambientais que podem causar estresse nas esponjas e nas gémulas ainda
podem induzir a eclosdo das gémulas dormentes. Em Metania spinata, foi relatado que as
gémulas que aparentemente nao sofreram estresse apresentaram menor percentual de eclosdo
(20%) do que as expostas a baixa temperatura (26,7%), dessecamento (60%) ou a matéria
organica em decomposi¢io (40%) (MELAO & ROCHA, 1996). J4 no estudo com as gémulas
da espécie Heteromeyenia cristalina, os autores observaram maior percentual de eclosdo
(92%) sem sofrerem estresse € ao serem expostas a dessecacdo, o percentual diminuiu (66%)
e ndo eclodiram em aguas humicas (CALHEIRA et al., 2020).

Aparentemente, a tolerancia das gémulas parece variar com a espécie e com o fator a
ser exposta, como exemplo as gémulas de FEunapius fragilis e de Ephydatia muelleri,
sobreviveram ap6s serem expostas a -30°C e -70°C (>50%), diferente das gémulas de
Spongilla lacustris, que ndo foram capazes de eclodir apds a exposicao a baixa temperatura e
quando submetidas a -10°C, apresentaram menos de 25% de eclosdo (UNGERMACH et al.,
1997). Ja em Metania spinata, as gémulas apresentaram um percentual de eclosdo de 26,7%

ao serem expostas entre 4°C e 5°C (MELAO & ROCHA, 1996). No estudo com pH as
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gémulas de Ephydatia mulleri submetidas a 8,0; 7,5; 7,0; 6,5 e 5,3 pH sob 20°C, apresentaram
98% de eclosao, mas sob 5°C, nos mesmos niveis de pH, elas ndo sobreviveram (BENFREY
& REISWIG, 1982).

Com relagdo a salinidade, a tolerancia das gémulas entre as espécies também parece variar
amplamente, as gémulas da espécie Spongilla lacustris ndo sobreviveram a diluicdo de
23mOsmolar (SIMPSON & VACCARO, 1973), a taxa de crescimento das gémulas de
Ephydatia fluviatis diminuiu ao aumentarem a salinidade (FRANCIS et al., 1982) e as
gémulas de Eunapius fragilis sobreviveram a diluicao de 1400 mOsmolar por 9 dias (FELL,
1990). A possivel tolerancia a salinidade das gémulas pode permitir que essa suporte a
exposicao a condi¢do adversa marinha, por diferentes periodos de tempo, caso alguma delas
se prenda a cascos de embarcagdes que transitam em ambientes marinhos e de aguas
continentais (FELL, 1992). Tendo em vista isso, as esponjas podem conseguir se dispersar
potencialmente, habitar novos ambientes. Nesse sentido, este estudo tem como objetivo
principal determinar a tolerancia a salinidade das gémulas de Heteromeyenia cristalina sob

exposi¢ao a agua do mar.

3 OBJETIVO
3.1 GERAL
Determinar se as gémulas de Heteromeyenia cristalina Batista, Volkmer-Ribeiro &

Melao, 2007 sao capazes de sobreviver a exposicao a dgua do mar.

3.2 ESPECIFICO
— Analisar as etapas do inicio do desenvolvimento da H. cristalina a partir da eclosdo
das gémulas sob os diferentes tratamentos (tempo de exposicao a salinidade).

— Verificar o efeito da salinidade na eclosdo das gémulas de H. cristalina.

4 METODOLOGIA

4.1 ESPECIE ESTUDADA

Heteromeyenia cristalina ¢ amplamente distribuida na Regido Neotropical (MURICY
et al., 2011; de VOOGD et al., 2023). A espécie aqui investigada ¢ comum no corrego do Rio

Prada e nas proximidades da Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE
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(8°00'58.6"S 34°56'45.7"W) (Figura 4), além disso produz gémulas durante o ano todo, e suas

gémulas sdo facilmente cultivadas em condic¢des laboratoriais (CALHEIRA et al., 2019).

Figura 4. Local amostrado e a espécie investigada no presente estudo. (A) Mapa do Brasil e Estado de
Pernambuco, destacando o local da coleta; (B) Local onde as esponjas foram coletadas. Heteromeyenia cristalina
Batista, Volkmer-Ribeiro & Melao, 2007; (C) Fotografia in situ; (D) Fotografia do espécime com gémulas feita

no Estereomicroscopio. Escalas: C: 2 cm; D: 1 cm

Fonte: Calheira et al. (2019) - imagem adaptada.
4.2 COLETA E IDENTIFICACAO TAXONOMICA

Os espécimes foram coletados, fotografados e acondicionados individualmente em
recipientes contendo dgua do local. A 4gua do local também foi coletada e estocada em
recipiente de vidro de 6L. Agua do mar foi coletada na Praia do Pina, Recife - Pernambuco
(8° 05' 54.9"S 34° 52' 58.4"W) e estocada em garrafa plastica at¢ a chegada no laboratorio,
onde foi transferida para uma garrafa de vidro. Ambas as dguas coletadas foram mantidas na
geladeira em frasco de vidro dmbar. Os pardmetros abiodticos das dguas foram aferidos -
temperatura (°C), oxigénio dissolvido (OD mg/L), condutividade (uS/cm), pH e salinidade -
por intermédio de um analisador multiparametro (YSI-Professional Plus) (Tab. 1). A
identificacdo da espécie foi confirmada no laboratorio por meio da andlise das laminas de
espiculas dissociadas e das gémulas usando microscopio Optico. Para a preparagcdo das

laminas seguiu a metodologia descrita por Hajdu et al. (2011) e Volkmer-Ribeiro (1985). A
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descricdo morfologica de H. cristalina para esta localidade esta disponivel em Nicécio e

Pinheiro (2015)

Tabela 1. Fatores abidticos aferidos das dguas utilizadas nos tratamentos

Agua Temperatura Oxigénio Condutividade pH Salinidade
(C% dissolvido (uS/cm) (g/L)
(mg/L)
Corrego 24.09 19.02 96.5 6.78 0.06
UFRPE
Praia do Pina 22.9 2.46 50.476 6.45 33.22

Fonte: O autor (2023).

4.3 PREPARACAO DOS TRATAMENTOS

No laboratorio, as gémulas foram removidas da esponja com o auxilio de uma pinga e
estereomicroscopio. E importante montar o experimento logo apds a coleta, pois as gémulas
tendem a eclodir mais rapido quando recém coletadas (LEYS et al., 2019). As gémulas foram
selecionadas seguindo um padrao de tamanho (cerca de 500um de didmetro) e coloragao
(amarelo vivo), e depositadas em uma placa de Petri contendo 4gua do local para evitar
ressecamento. Em seguida, as gé€mulas foram transferidas, com o auxilio de uma pipeta
descartavel, para outra placa de Petri contendo perdxido de hidrogénio a 1% (H202) por 1
minuto para a remocao de bactérias e fungos de sua camada superficial, e depois desse tempo
foram lavadas varias vezes com agua destilada (FUNAYAMA et al., 2005). Apos isso, elas
voltaram para uma placa de Petri contendo agua do local da coleta. As gémulas ainda
passaram por uma limpeza manual, onde foram retiradas partes do esqueleto da esponja que
ainda estavam aderidos na camada externa das gémulas. Esse procedimento foi realizado com
o auxilio de uma agulha de seringa e um estereomicroscopio. Por fim, as gémulas foram
colocadas em placas de Petri contendo dgua do mar por um periodo de 1 a 9 dias, ao decorrer
desse periodo, as gémulas foram sendo retiradas no 1°, 3°, 5°, 7° e 9° dia, respectivamente. Em
seguida foram alocadas em placas contendo 24 pocos, uma gémula por pogo, contendo 3 ml
de 4gua do local da coleta da esponja, retirada previamente da geladeira para ficar em
temperatura ambiente, sendo também filtrada em filtro de papel. Para que assim, sua

capacidade de eclosdo fosse testada, bem como os estagios iniciais do desenvolvimento da
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esponja. Ainda testamos as gémulas quando expostas somente a dgua do mar, a fim de
verificar sua resposta quanto ao estresse.

Um total de sete tratamentos (T) foram realizados: (C) tratamento controle, gémulas
sem exposi¢do a agua do mar; (T1) gémulas expostas a adgua do mar durante todo
experimento; (T2) gémulas expostas por 1 dia a 4gua do mar; (T3) gémulas expostas por 3
dias a agua do mar; (T4) gémulas expostas por 5 dias a dgua do mar; (T5) gémulas expostas
por 7 dias a dgua do mar; (T6) gémulas expostas por 9 dias a dgua do mar. Para cada
tratamento, foram utilizadas trés réplicas com 30 gémulas cada, totalizando 90 gémulas por
tratamento. O experimento teve a duragdo de 21 dias, durante esse periodo foram realizadas
troca de 2 ml de agua a cada 48 horas. A agua foi retirada da geladeira horas antes da troca
para que ficasse em temperatura ambiente. As gémulas foram observadas diariamente com o
auxilio do estereomicroscopio para a contagem do nimero de gémulas eclodidas e de esponjas
juvenis formadas. Além disso, os estdgios de desenvolvimento, como descrito por Calheira et

al. (2019) também foram observados.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Bartlett foi utilizado para testar a homogeneidade das variancias. E a
Analise de Variancia (ANOVA) one-way foi realizada para verificar se existem diferencas
entre a média da eclosdo das gémulas nos tratamentos. O nivel de significancia de 5% foi

adotado e a analise foi realizada usando o software STATISTICA v.7.

5S RESULTADOS

O percentual de eclosdo das gémulas para os tratamentos: C, T1, T2, T3, T4, TS5 e T6
foi de 79%, 0%, 68%, 81%, 53% 70% e 68%, respectivamente (Figura 5A). No TI,
tratamento no qual as gémulas ficaram 21 dias expostas a 4gua do mar, ndo ocorreu eclosao.
Sendo assim, esse tratamento foi retirado da analise de dados para evitar ruido estatistico. Nos
demais tratamentos, a partir das gémulas eclodidas foi possivel verificar a formagdo de
esponjas juvenis com um percentual de 61,1%, 38,8%, 66,6%, 43,3%, 56,6% e 53,3%, para
cada um dos tratamentos (C, T2, T3, T4, TS e T6), respectivamente (Figura 5B). Contudo,
nao houve diferenga significativa entre a taxa de eclosdo das gémulas entre os tratamentos

(ANOVA F5 - 1.353, p > 0.05). E também, na formagao de esponja juvenil (ANOVA F5 1

=1,363, p > 0.05) (Tab. 2).
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No presente trabalho foi possivel observar os estagios iniciais do desenvolvimento da
esponja: estagio 0, a gémula em repouso; estagio 1, ocorre quando uma massa de células sai
da micropila; estdgio 2, caracteriza-se pelo aparecimento de espiculas; estagio 3, quando
surgem as camaras coanocitarias; estagio 4, o sistema aquifero estd formado, e podemos
observar a presenca de um ou mais 6sculos, tendo assim a formagdo de uma esponja juvenil
funcional (Figura 6). Seguindo isso, observamos que os demais tratamentos quando
comparados com o controle apresentaram certa demora para iniciar o desenvolvimento das
gémulas eclodidas. No controle, as gémulas comegaram a eclodir no 3° dia de experimento,
com 15 gémulas eclodidas, e no 4° dia ja foi possivel observar a formagao de esponjas juvenis
funcionais. No T2, o tempo do inicio da eclosdo foi 0 mesmo observado no controle, contudo
apenas cinco gémulas eclodiram, enquanto no controle foi o triplo. Nos demais tratamentos
foi preciso 4 dias (T3 e T6) e 5 dias (T4 e TS) para observarmos as primeiras eclosdes. Em
relagdo ao tempo necessario para formagdo de esponjas juvenis foi possivel constatar um
maior periodo de tempo nos demais tratamentos, 5 dias (T2), 6 dias (T5), 8 dias (T4 e T6) e
10 dias (T3) quando comparados ao controle (cerca de 4 dias), apos a eclosdo das gémulas.
Quando expostas a agua do mar durante todo o experimento (T1) as gémulas de H. cristalina
também ndo eclodiram, mas quando expostas a um curto periodo (1 a 9 dias) eclodiram

(Figura 7).
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Figura 5. Efeito da salinidade sobre as gémulas de Heteromeyenia cristalina Batista, Volkmer-Ribeiro & Meldo,

2007 expostas a agua do mar em diferentes periodos para cada tratamento. (C) controle, (T1) gémulas expostas

por 21 dias, (T2), (T3), (T4), (T5), (T6) gémulas expostas por 1,3,5,7 e 9 dias, respectivamente. (A) Valores do

percentual de eclosdo das gémulas (média + desvio padrao, n = 30). (B) Valores do percentual de esponjas

juvenis formadas (média + desvio padro, n = 30)
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Tabela 2. ANOVA one-way para o efeito dos tratamentos (controle, T2, T3, TS5, T7 e T9) sobre a eclosio das
gémulas e a formagdo de esponjas juvenis

Variavel Fatores Grau de F P
Liberdade
Eclosdo Tratamento 5 1.353 0.308
Erro 12
Esponjas Tratamento 5 1.363  0.305
juvenis
Erro 12

Fonte: O autor (2023)
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Figura 6. Estagios de desenvolvimento de Heteromeyenia cristalina Batista, Volkmer-Ribeiro & Meldo, 2007.

(A) estagio 0 - gémula em repouso; (B) estagio 1 - células migrando da gémula através da micropila; (C) estagio

2 - formacao das espiculas; (D) estagio 3 - formacao das camaras coanocitarias; (E) estagio 4 - formagdo do

osculo (esponja juvenil). Escala: 200pum.

scoanocitarias

Fonte: O autor (2023)
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Figura 7. Progressao e percentual das gémulas atingindo os estagios de desenvolvimento (S1) - gémulas

eclodidas (células migrando da gémula pela micropila), e (S4) formacao de dsculo (esponja juvenil), no periodo

de 21 dias; (A) Gémulas que atingiram o estagio 1 (S1); (B) Gémulas que atingiram o estagio 4 (S4).
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados aqui obtidos podemos inferir que a exposi¢do a salinidade (de 1
a 9 dias de exposi¢do) parece ndo provocar efeito negativo sobre o percentual de eclosao das
gémulas de Heteromeyenia cristalina e na formagdo de esponjas juvenis. Uma vez que ndo
houve diferenga estatistica significativa tanto no percentual de gémulas eclodidas quanto nas
esponjas juvenis formadas. Contudo, quando comparamos o controle com os demais
tratamentos foi possivel observar um atraso no inicio do desenvolvimento. Para as gémulas de
Eunapius fragilis, quando submetidas a 4gua do seu local de coleta (4°C), eclodiram com 9
dias apos sua transferéncia para dgua com temperatura de 20°C (FELL, 1992). Quanto as
gémulas de Ephydatia fluviatis, mostraram um atraso na eclosdo quando irradiadas por 32 Kr
e 128 Kr de raios vy, sendo necessario 3 e 4,5 respectivamente para eclodirem, enquanto que
no tratamento controle, as gémulas levaram 2 dias para eclodir (SHIMADA & EGAMI,
1985). Aparentemente, o tempo de eclosdo e inicio do desenvolvimento parece variar com o
estresse ao qual as gémulas sdo expostas. Aqui, além do retardo no inicio da eclosdo, também
foi observado um atraso na formagao de esponjas juvenis.

Calheira e colaboradores (2020) testaram a capacidade de eclosdo das gémulas de H.
cristalina em 4guas continentais de diferentes localidades, e observaram um alto percentual de
eclosdo das gémulas do controle (92%). Por outro lado, quando as gémulas foram submetidas
a um estresse (dessecacdo) o percentual de eclosdo diminuiu (66%) e quando submetidas a
aguas hiimicas elas ndo eclodiram, provavelmente devido a alta condutividade. No presente
estudo, durante todo experimento, as gémulas de H. cristalina submetidas a 4gua do mar (T1)
também ndo eclodiram, semelhante a Calheira et al. (2020) com salinidade de 0,08. Ainda
observamos, em nosso estudo, que o percentual de eclosdo das gémulas do controle (79%) foi
menor que o observado por Calheira et al. (2020), isso pode estar relacionado a época do ano
em que as coletas foram realizadas, Calheira e colaboradores coletaram as gémulas em maio
de 2015, periodo com precipitagcdo entre 2,2 ¢ 8,4mm (WEATHER SPARK, 2023), ja4 em
nosso estudo, coletamos no més de julho de 2022, precipitacdo acima de 55,3mm
(WEATHER SPARK, 2023). Entdo parece que a taxa de eclosdo das gé€mulas pode estar
relacionada com a pluviosidade, que pode influenciar na quantidade de matéria organica no
ambiente em que a esponja estd habitando. Para H. cristalina, investigagdes futuras podem ser
realizadas a respeito dessa possivel influéncia, visto que essa relacao nao foi aqui testada.

Gémulas de outras espécies de esponjas também tiveram sua capacidade de eclosao

testadas quando submetidas a condi¢des desfavoraveis (FELL, 1987; FELL, 1992; MELAO &
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ROCHA, 1996). Melao & Rocha (1996) observaram que a exposicao das gémulas de Metania
spinata a apenas um fator estressante, como dessecagdo ou matéria organica, resultou no
percentual de eclosdao de 60% e 40%, respectivamente, ao contrario do que foi observado com
as gémulas expostas a dois fatores estressantes (baixa temperatura e dessecacdo; matéria
organica e dessecacdo) onde a eclosdo foi reduzida ou inibida. Por outro lado, Fell (1987)
observou que condigdes estressantes, congelamento e desseca¢do, podem induzir a eclosdo
das gémulas de Eunapius fragilis, € que quando combinadas a taxa de eclosdo aumenta.
Entdo, as gémulas das espécies E. fragilis e M. spinata quando submetidas a condig¢des
estressantes podem ser estimuladas a eclodir quando expostas a condi¢do ideal, e que a
combinacdo dos estresses pode ser favoravel ou ndo para a eclosdo. No presente trabalho
testamos apenas uma condicdo estressante (salinidade) nas gémulas de H. cristalina, ¢ o
tempo de exposi¢ao das gémulas a salinidade nao foi inibitdrio para a eclosdo, pois quando
submetidas a condi¢do ideal elas eclodiram.

A exposicdo a salinidade também foi testada anteriormente. Francis et al. (1982)
observaram que a taxa de crescimento da esponja em Ephydatia fluviatilis, diminuiu com o
aumento da salinidade, e as gémulas de Spongilla lacustris ndo sobrevivem a diluicao da
solucdo de NaCl (23 mOsmolar) (SIMPSON & VACCARO, 1973). Contudo, as gémulas de
E. fragilis, como relatado por Fell (1990), sobrevivem a exposi¢do de 5% da solugdo de NaCl
(cerca de 1400 mOsmolar) por 9 dias, além de serem capazes de suportar exposi¢ao de 30ppt
agua do mar por até 4 semana e de 37ppt por 9 dias (FELL, 1992). Fell (1992) ainda observou
que as gémulas dessa mesma espécie quando mantidas na dgua do local da coleta sob 4°C por
menos de 10 semanas, eclodiram em 9 dias apos serem transferidas a 4gua com temperatura
de 20°C, por outro lado, as gémulas submetidas a agua do mar (4°C), ou outras solugdes
salinas a 20°C, no mesmo periodo de tempo, ndo apresentaram eclosdo. Aqui observamos que
nao houve diferenca significativa na taxa de eclosdo e na formacdo de esponjas juvenis
quando as gémulas foram expostas a agua do mar por até¢ 9 dias, mas houve um atraso no
inicio do desenvolvimento quando comparamos com o controle. Além disso, as gémulas do
controle, mantidas na agua do local da coleta, eclodiram primeiro (3 dias) quando comparadas
com as gémulas expostas por 9 dias (5 dias). Entdo, a tolerancia a salinidade parece variar
dependendo da espécie.

Outros organismos de dgua doce, além das esponjas, também possuem a capacidade de
tolerar a salinidade, como os mexilhdes, onde a espécie Limnoperna fortunei Dunker, 1857,
conhecida como mexilhdo dourado, ¢ amplamente distribuida em rios e lagos, ficou conhecida

por sua alta tolerancia a salinidade (0-12%0) (DEATON et al., 1989), essa espécie acabou
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sendo introduzida involuntariamente em diversos ambientes, tornando-se uma praga aquatica
a biota dos locais invadidos (RICCIARDI, 1998). Para os zooplanctons, foram testados os
ovos em diapausa (corpo funcionalmente semelhante as gémulas), observando-se que
tolerancia a flutuagdes de salinidade também parece variar com a espécie, onde para a espécie
Bosmina liederi De Melo & Hebert, 1994 ndo houve eclosdo dos ovos, enquanto Daphnia
longiremis Sars, 1862 apresentou grau moderado de tolerancia, e Brachionus calyciflorus
Pallas, 1766 teve 78% dos ovos eclodidos, sendo a unica espécie a eclodir com 8%o de
salinidade de 0-10 dias (BAILEY et al., 2004). No presente estudo foi apresentado que as
gémulas de H. cristalina possuem a capacidade de suportar um periodo de até 9 dias a dgua
do mar, e isso pode influenciar na sua dispersdo, tendo em vista que a alta tolerdncia a
salinidade pode permitir a dispersdo da esponja por meio da incrustacdo nos cascos de navios
oceanicos que transitam em portos de agua doce (FELL, 1992), caso as gémulas encontrem
condigdes ideais no novo ambiente.

A incrustacdo em casco de embarcacdes ¢ um dos principais mecanismos de dispersdo
atualmente para espécies exodticas (SILVA, 2001; SOUZA et al., 2009). Para as esponjas,
foram registrados alguns casos de espécies exoticas no Brasil, sendo elas espécies de
ambiente marinho, a Heteropia glomerosa Bowerbank, 1873, espécie calcarea classificada
como "espécie exdtica estabelecida", que foi introduzida no Brasil e, consequentemente, no
Oceano Atlantico (KLAUTAU et al., 2020); Sycettusa hastifera Row, 1909, com origem no
Mar Vermelho, encontrada no Rio de Janeiro (MURICY et al., 1991), posteriormente, também
encontrada na Baia da Ilha Grande (AZEVEDO & KLATAU, 2007); Borojevia aspina
Klautau, Solé-Cava & Borojevic, 1994, espécie nativa do Brasil introduzida no Mar Vermelho
ou vice-versa (VOIGT et al., 2017); e a Paraleucilla magna Klautau, Monteiro & Borojevic,
2004, vinda da regido Indo-Pacifica, foi encontrada pela costa do nordeste brasileiro
(GUARDIOLA et al., 2016), sendo também encontrada incrustada em barcos no litoral de
Arraial do Cabo, Rio de Janeiro (RIBEIRO et al., 2022).

Além da dispersdo por incrustacdo em embarcagdes, 0s organismos também podem ser
transportados artificialmente através da dgua de lastro. Kipp e colaboradores (2010)
encontraram estatoblastos, estruturas assexuadas em estagio de repouso, semelhantes as
gémulas produzidas por briozodrios de aguas continentais, sendo transportados em tanques de
agua de lastro de navios transocednicos. Nesse estudo eles identificaram 11 espécies, dessas
incluindo duas espécies exoOticas ndo registradas e outra ja estabelecida. Além disso,
encontraram gémulas de Eunapius fragilis. Até o presente momento ainda ndo houve registro

de espécies exodticas de esponjas de dguas continentais em nenhuma parte do mundo.
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Contudo, com a possibilidade da dispersdo das gémulas em dguas de lastro, e da tolerancia de
espécies a salinidade, como vimos aqui, € possivel que ja existam a ocorréncia dessas espécies
exodticas, no entanto, ainda nao foram descobertas pela ciéncia. Sendo assim, mais estudos
para entendermos a fisiologia e distribui¢do das gémulas se fazem necessarios para a

ampliacdo do conhecimento a respeito desse organismo.

7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos afirmar que a salinidade pode influenciar
na eclosdo das gémulas de Heteromeyenia cristalina, de forma que as gémulas consigam
tolerar por certo periodo a exposicdo a agua do mar. A tolerancia das gémulas a salinidade
pode ser fundamental para a dispersao e a perpetuagao em novos ambientes, pois a partir dela
as esponjas de dgua doce, nesse caso, a H. cristalina tem potencial de se dispersar para outros
portos de dgua doce, ampliando sua distribuicao devido a incrustacdo em embarcagdes (cascos
de navios e barcos, aguas de lastro, incrustacdo em boias, etc.) que transitam em ambientes
marinhos e ambientes de dgua doce. Contudo, hd uma escassez quanto a estudos relacionados
a eclosdo das gémulas sob condigdes estressantes, como a matéria organica, pluviosidade e a
propria salinidade, e para melhor compreensdo seria necessario realizar mais estudos sobre o
tema. Somado a isso, também se faz necessario estudos relacionados a estagdo do ano ao qual
sdo realizadas as coletas das gémulas; estudos sobre dispersao, para uma melhor compreensao
dos processos que envolvem o padrdo de distribuicdo das esponjas e sobre a fisiologia das
gémulas, sendo essa crucial para entendermos os mecanismos € os processos que influenciam

ou ndo na eclosdo das gémulas.
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