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RESUMO

O género Darwinella era raro na regido de Arraial do Cabo (RJ) no final da década de
1980, porém, atualmente € comumente encontrado crescendo sobre os costbes
rochosos. Contudo, ainda existem duvidas quanto a identificacdo taxondémica da
espécie registrada na regido. Ainda, os estudos realizados com Darwinella na regido
mostraram uma grande diversidade de metabdlitos secundarios, que influencia
diretamente na estruturacdo espacial e tréfica das comunidades bentdnicas. Desta
maneira, o objetivo do presente trabalho foi aprofundar os conhecimentos sobre os
aspectos taxonémicos, ecolbgicos e quimicos da esponja Darwinella sp. que ocorre na
regido de Arraial do Cabo. O primeiro capitulo foi intitulado “Taxonomia da esponja
Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) na Reserva Extrativista Marinha de Arraial do
Cabo, RJ”; O capitulo 2 foi intitulado “Efeito da temperatura no crescimento da esponja
Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) de Arraial do Cabo, RJ, Brasil”. E o capitulo 3
foi intitulado “Estudo da variagéo do perfil quimico da esponja Darwinella sp. (Porifera:
Dendroceratida) frente a relagdes ecoldgicas de competicdes interespecificas na regido
de Arraial do Cabo”. No primeiro capitulo, foram comparadas as estruturas morfolégicas
presentes na esponja com outras espécies do mesmo género descritas na literatura.
Os resultados mostraram que a esponja presente na regido é distinta das demais
espécies do género. No entanto, devido a plasticidade morfolégica desses organismos
e a escassez de caracteres morfologicos deste género, para confirmacdo de uma
possivel nova espécie se faz necessario que ferramentas adicionais de identificacéo,
como por exemplo, a taxonomia molecular sejam utilizadas. No capitulo 2, foi
investigado também o possivel efeito da variagdo da temperatura da agua no
crescimento da esponja em dois pontos distintos da Baia do Arraial do Cabo. Nao foi
observada diferenca significativa entre o crescimento e a temperatura (p>0,05),
sugerindo que outros fatores ndo abordados no presente estudo explicariam essas
diferencas. No capitulo 3, foi avaliado também o perfil quimico da esponja quando em
interacdo direta (fronteira) e indireta (parte interna) com trés potenciais competidores,
coral invasor Tubastraea coccinea, ao antozoario Palythoa caribaeorum e a algas turf.
Os resultados mostram a existéncia de uma variabilidade quimica disposta
espacialmente em diferentes partes do tecido de Darwinella sp., e também que o perfil
quimico da esponja é capaz de variar conforme a identidade dos competidores que
compartilham o substrato consolidado com a esponja

Palavra-chave: Taxonomia, esponjas, crescimento, temperatura e metabdlitos
secundarios.



ABSTRACT

. The genus Darwinella was rare in the region of Arraial do Cabo (RJ) in the late 1980s,
but is now commonly found growing on rocky shores. However, there are still doubts
about the taxonomic identification of the species recorded in the region. Furthermore,
the studies carried out with Darwinella in the region have shown a great diversity of
secondary metabolites, which directly influences the spatial and trophic structure of the
benthic communities. Thus, the objective of the present work was to deepen the
knowledge about taxonomic, ecological and chemical aspects of the sponge Darwinella
sp. that occurs in the Arraial do Cabo region. The first chapter was entitled "Taxonomy
of the sponge Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) from the Marine Extractive
Reserve of Arraial do Cabo, RJ"; Chapter 2 was entitled "Effect of temperature on the
growth of the sponge Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) from Arraial do Cabo,
RJ, Brazil". And chapter 3 was entitled "Study of the variation of the chemical profile of
the sponge Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) facing ecological relationships of
interspecific competitions in the region of Arraial do Cabo". In the first chapter, the
morphological structures present in the sponge were compared to other species of the
same genus described in the literature. The results showed that the sponge present in
the region is distinct from other species of the genus. However, due to the morphological
plasticity of these organisms and the scarcity of morphological characters of this genus,
for confirmation of a possible new species it is necessary that additional identification
tools, such as molecular taxonomy, be used. In chapter 2, we also investigated the
possible effect of water temperature variation on sponge growth at two different points
in Arraial do Cabo Bay. No significant difference was observed between growth and
temperature (p>0.05), suggesting that other factors not addressed in this study would
explain these differences. In chapter 3, the chemical profile of the sponge was also
evaluated when in direct (boundary) and indirect (internal part) interaction with three
potential competitors, the invading coral Tubastraea coccinea, the antozoan Palythoa
caribaeorum, and the turf algae. The results show the existence of spatially arranged
chemical variability in different parts of the Darwinella sp. tissue, and also that the
chemical profile of the sponge is able to vary according to the identity of the competitors
sharing the consolidated substrate with the sponge

Key-words: Taxonomy, sponges, growth, temperature, secondary metabolites.
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I.INTRODUGCAO GERAL

Atualmente, sédo descritas aproximadamente 9.550 espécies vélidas para o
Filo Porifera (de Voogd et al. 2023). Apesar do numero de espécies identificadas
e catalogadas parecerem alto, cientistas calculam que ainda existam mais de
4000 espécies para serem descritas / descobertas ao redor do globo (Van Soest
et al. 2019). Todos os anos, 0 numero de espécies validas é crescente, por
exemplo, Van Soest et al. (2016) contabilizou a existéncia de 8.700 espécies
viventes e, apds cinco anos, este nimero ja se encontrava com quase 700
taxons ha mais descritos (Van Soest et al. 2019, 2021). No Brasil, existem 590
espécies descritas, no entanto, estima se que ha cerca de 400 espécies ainda

nao catalogadas (Muricy 2019).

Embora a identificacdo de esponjas tenha crescido nos ultimos anos, o
status taxondémico das espécies pertencentes ao Filo Porifera ainda € um grande
desafio para ciéncia. As esponjas sao organismos dotados de uma organizacao
corporal simples, e dispde de poucos caracteres para sua identificacéo.
Historicamente, a taxonomia deste grupo é baseada em caracteres morfol6gicos
e na organizacao do esqueleto do esqueleto (espiculas e fibras de espongina).
Contudo, ha espécies que ndo apresentam esqueleto ou apresentam pouca
variagdo do esqueleto (e.g. Callyspongia), dificultando ainda mais
asidentificacdoes até a menor unidade de classificacdo taxonémica. Para sanar
tal limitacdo, cientistas recorrem a fontes adicionais para identificacdo de
espécies, como analise molecular (barcoding de DNA), analise bioquimica
(organismos associados) entre outros (Erpenbeck et al. 2012; Morrow e

Cérdenas, 2015).
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Ecologicamente, todo organismo presente no substrato consolidado é
relevante para o bom funcionamento e equilibrio do ecossistema marinho como
um todo (Brusca et al. 2018). Contudo, as esponjas se destacam dos demais
invertebrados pois exercem um papel fundamental na manutencdo desses
ecossistemas (Bell 2008; Wulff 2020). Por exemplo, esponjas sdo organismos que
promovem a manutencao das comunidades bentbnicas, pois atuam no refor¢o da
produtividade primaria em ambientes oligotréficos, através dos simbiontes que
participam da ciclagem do nitrogénio (van Soest et al. 2012; McMurray et al. 2017).
Fornecem abrigo, alimentacdo e locais de reproducdo para diversos grupos de
invertebrados e peixes (Avila et al. 2007; van Soest et al. 2012; Wulff 2001;
Webster e Thomas 2016, Pita et al. 2018; Santos 2019). S&o boas indicadoras
ambientais a sua sensibilidade a qualidade de agua, sendo utilizadas em

biomonitoramentos (De Goeij et al. 2009).

De acordo com Lavrado e Ignacio (2006), grande parte da biomassa das
comunidades bentdnicas sdo constituidas por esponjas, e 0 crescimento e
distribuicdo desses organismos séo influenciados por um conjunto de fatores
bidticos e abidticos (Fortunato 2015; Wulff 2020). Ja foi verificado que alteracfes
nas condicbes ambientais, tal como, da temperatura da agua do mar (fator
abidtico), por exemplo, alteram as taxas de crescimento das esponjas (De Caralt
2008). Também ja foi observado que a remocdo de predadores altera a
distribuicdo das esponjas no mar do Caribe (Loh e Pawlik 2014), assim como as
interacdes competitivas pelo espagco no substrato consolidado (fatores bioticos)
(Sandin e McNamara 2012; Silva et al. 2022). Esses fatores atuam geralmente de
forma sinérgica e, geralmente, podem causar efeito letal em muitas espécies que

se encontram em ambientes que apresentam altera¢des nas caracteristicas fisico-
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guimicas ou biologicas, favorecendo o estabelecimento e\ou crescimento de

poucas espécies (Fortunato 2015).

As esponjas estdo entre os invertebrados marinhos que possuem maior
numero e diversidade de metabolitos secundarios e, atualmente, ja foram isoladas
mais de 9000 substancias quimicas com diferentes aplicabilidades na industria
farmacéutica (atividades antifungica, bactericida, anticancer, anti-inflamatéria)
(Mehub et al. 2014; Wilson et al. 2023). Dentre as substancias identificadas estao
alcalbides, terpendides, bases nitrogenadas, compostos inddlicos, macrolideos,
peptideos e diversas outras classes de substancias, todas com alto valor
terapéutico e grande potencial para o desenvolvimento de novas drogas

medicinais (Muricy et al. 2008, Miller et al. 2010; Wilson et al. 2023).

Além da sua importancia ecoldgica, estudos revelam o seu alto potencial
econdmico, que ainda € pouco explorado (Ramirez et al. 2017). O uso das
esponjas como recurso depende, entretanto, de boas identificacdes taxondmicas
das espécies, bem como de uma melhor compreensdo sobre os fatores
ambientais que exercem influéncia sobre a distribuicdo desses organismos no
ambiente (Muricy 1999; Bell 2008; Wulff 2012). Infelizmente, as esponjas sao
frequentemente ignoradas dentro de investigacbes ecoldgicas devido aos
problemas associados a dificuldade de identificacdo das espécies (Bell; Smith,
2004). Assim, o desenvolvimento de estudos que busquem o esclarecimento
sobre as identificacdes taxondmicas de espécies de esponjas, juntamente com 0s
aspectos ecologicos, é fundamental para melhor compreenséo, caracterizacao,

monitoramento e conservacao dos ecossistemas marinhos.
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ll. CONTEXTUALIZACAO PARA A TESE

O municipio de Arraial do Cabo estéa localizado no estado do Rio de Janeiro e
€ considerada uma regido particularmente interessante para estudos ecolégicos
por apresentar caracteristicas de um sistema tropical e subtropical, com variacfes
sazonais de temperatura (Calado et al. 2020). Atualmente, existem identificadas
mais de 70 espécies de esponjas na Baia do Arraial do Cabo (Batista et al. 2020)
e Darwinella sp. se destaca dentre a fauna esponjosa que ocorre nos costbes
rochosos. Esta espécie era rara na regido no final da década de 1980, porém,
atualmente, é comumente encontrada crescendo sobre os costdes rochosos
(Muricy 1991). Embora trata se de uma espécie amplamente distribuidas para
regido de Arraial do Cabo (comunicacdo pessoal), ainda ha duvidas a respeito da
sua identificacdo taxond6mica. Incialmente Darwinella sp. foi identificada como
Darwinella gardineri (Muricy et al. 1991), posteriormente, entretanto, estudos
revelaram a semelhanca quimica entre esta espécie e Darwinella oxeata (Ramirez
et al. 2017).

Desta maneira, tendo em vista a probleméatica envolvendo a identificacao de
Darwinella sp. e sua expanséo nos costdes rochosos da Baia do Arraial do Cabo
nos ultimos anos, o objetivo geral do presente estudo foi aprofundar os
conhecimentos sobre os aspectos taxonémicos, ecolégicos e quimicos da esponja
e, para tal, este trabalho foi dividido em trés capitulos. O primeiro capitulo foi
intitulado “Taxonomia da esponja Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) na
Reserva Extrativista Marinha de Arraial do Cabo, RJ”; O capitulo 2 foi intitulado
“‘Efeito da temperatura no crescimento da esponja Darwinella sp. (Porifera:
Dendroceratida) de Arraial do Cabo, RJ, Brasil”. E o capitulo 3 foi intitulado
“‘Estudo da variacédo do perfil quimico da esponja Darwinella sp. (Porifera:
Dendroceratida) frente a relacdes ecologicas de competicdes interespecificas na

regiao de Arraial do Cabo”.

lll. OBJETIVOS
Objetivos especificos

1- Descrever e definir o status taxonémico dos morfotipos de Darwinella sp. de
presentes nos costdes rochosos de Arraial do Cabo (Capitulo 1);
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2- Comparar a taxa de crescimento de Darwinella sp. em dois pontos com
influéncia distinta da Ressurgéncia (Capitulo 2);

3 - Avaliar a atual ocorréncia da esponja Darwinella sp. nos 11 pontos
amostrados ha 30 anos atras na Baia do Arraial do Cabo (Capitulo 2);

4- Analisar e comparar o perfil quimico intraespecifico de extratos brutos da
esponja Darwinella quando em interacdo com trés potenciais competidores
(Tubastraea coccinea, Palythoa caribaeorum e algas), através da técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
(Capitulo 3).

IV HIPOTESES

Hi: Os caracteres morfologicos dos morfotipos da esponja Darwinella sp. de
Arraial do Cabo diferem dos caracteres descritos para as demais espécies do
género Darwinella.

Hi: A taxa de crescimento da esponja Darwinella sp. varia nos dois pontos que
estdo sob influéncia direta (Ilha de Cabo Frio) e indireta (llha dos Porcos) do
fenbmeno da ressurgéncia.

Hi: O perfil quimico do extrato bruto da esponja Darwinella sp. varia entre as
areas do tecido que estdo em contato direto (fronteira) e indireto (parte interna)
com trés potenciais competidores.
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Capitulo 1

Taxonomia da esponja Darwinella sp. (Porifera:
Dendroceratida) na Reserva Extrativista Marinha de
Arraial do Cabo, RJ.
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RESUMO

O género Darwinella foi identificado pela primeira vez para Baia do Arraial do Cabo,
litoral do Rio de Janeiro, em 1991. Neste periodo, a espécie foi identificada como
Darwinella gardineri, porém, ap6s 15 anos do primeiro estudo foi reclassificada a
nivel de género (Darwinella sp.) devido a dificuldade de identificacdo. Além disso,
sua distribuicdo era rara, mas, atualmente, esta esponja recobre grandes extensdes
de substratos naturais da regido. Dessa maneira, 0 objetivo do presente estudo foi
verificar o status taxonémico dos morfotipos de Darwinella sp. que ocorrem nos
ambientes benténicos de Arraial do Cabo. Para tal, foram coletados seis espécimes
da esponja na llha dos Porcos, localizada na Baia do Arraial do Cabo, e os caracteres
morfoldgicos externos e internos foram analisados em laboratério e comparados com
a literatura disponivel sobre as espécies deste género. Através dos caracteres
morfolégicos como: coloragdo in vivo e poés fixado, espessura, consisténcia,
presenca de Osculos e conulos, espiculoides e fibras de espongina foi possivel
observar que a Darwinella sp. presente na regiao do estudo se assemelha com D.
guardineri, Darwinella oxeata e Darwinella pronzatoi. No entanto, algumas diferencas
morfolégicas foram observadas, tais como cor da esponja in vivo e apdés fixacdo em
etanol; o comprimento, largura e cor das fibras de espongina; o tamanho e forma dos
espiculoides sugerem que a esponja presente em Arraial do Cabo seja uma espécie
distinta das demais ja conhecidas para o género. Porém, sera ainda necessaria a
comparacao dos hol6tipos das espécies que mais se aproximam do morfotipo
estudado em Arraial do Cabo, juntamente com uma abordagem genética (taxonomia
molecular) para confirmar.

Palavra-chave: identificacdo de espécies, Darwinella, taxonomia, abordagem
morfolégica.
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ABSTRACT

The genus Darwinella was first identified for Arraial do Cabo Bay, coast of Rio de
Janeiro, in 1991. In this period, the species was identified as Darwinella gardineri,
but 15 years after the first study it was reclassified to the genus level (Darwinella
sp.) due to the difficulty of identification. Furthermore, its distribution was rare, but
nowadays this sponge covers large extensions of natural substrata in the region.
Thus, the objective of the present study was to verify the taxonomic status of
Darwinella sp. morphotypes occurring in the benthic environments of Arraial do
Cabo. For this purpose, six specimens of the sponge were collected at llha dos
Porcos, located in Arraial do Cabo Bay, and the external and internal
morphological characters were analyzed in the laboratory and compared with the
available literature on the species of this genus. Through the morphological
characters such as: in vivo and post-fixation coloration, thickness, consistency,
presence of osculi and conules, spiculoids and spongin fibers it was possible to
observe that Darwinella sp. present in the study region resembles D. guardineri,
Darwinella oxeata and Darwinella pronzatoi. However, some morphological
differences observed, such as sponge color in vivo and after fixation in ethanol;
the length, width and color of the spongin fibers; the size and shape of the
spiculoids suggest that the sponge present in Arraial do Cabo is a distinct species
from the others already known for the genus. However, it will still be necessary to
compare the holotypes of the species that most closely resemble the morphotype
studied in Arraial do Cabo, together with a genetic approach (the molecular
taxonomy) to confirm it.

Keyword: species identification, taxonomy, Darwinella and morphological
approach.
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1.1 INTRODUCAO

As esponjas (Filo Porifera) pertencem ao grupo de metazoarios mais
antigos existentes no planeta (Giribet e Edgecombe 2020; Hooper e van Soest
2002), com registro féssil mais antigo para o grupo datado de 535-750 milhdes
de anos (Antcliffe et al. 2014; Suarez e Leys 2022). Estes animais foram
importantes bioconstrutores de recifes no passado (Giribet e Edgecombe 2020)
e atualmente sdo importantes constituintes das comunidades bentonicas, e
estdo distribuidos predominantemente em ambientes marinhos, em regides
tropicais, temperadas e polares (Bell e Barnes 2003; Bell e Smith 2004; Bell,
2008; Carballo et al. 2008; Hajdu et al. 2013; Hajdu et al. 2015; Pérez et al. 2017;

Pacheco et al. 2018).

As esponjas sdo animais sésseis e filtradores constituidos por estrutura
corporal e organizacdo celular simples, formado por conjunto de células
semelhantes a um tecido, com corpo organizado em trés camadas: a
pinacorderme (funcdo de revestimento externo e interno), o mesoilo (contém
elementos esqueléticos entre outras células) e a coanoderme (células
flageladas; funcdo na filtracdo e reproducédo) (Brusca et al. 2018). Essas
estruturas integradas formam um sistema aquifero responséavel por todos os
processos fisiologicos desses animais (nutricdo, respiracdo, excrecdo e
reproducdo). A estrutura esquelética de sustentacdo € bem desenvolvida na
maioria das esponjas, formada por elementos minerais, as espiculas,
constituidas de silica ou carbonato de calcio, que podem ser complementadas
ou substituidas por fibras de espongina ou colageno amorfo (Giribet e

Edgecombe 2020; Lukowiak et al. 2022).
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Tradicionalmente, a identificacdo das esponjas é feita por meio de analises
de caracteres morfologicos, tais como composicao de espiculas e arquitetura do
esqueleto (Boury-Esnault; Rutzler 1997; tukowiak et al. 2022). A morfologia das
espiculas e seu arranjo no esqueleto, juntamente com outras caracteristicas
importantes da esponja (morfologia externa), como forma, aspecto da superficie,
consisténcia, textura e cor, sdo essenciais para 0 estudo taxonémico das
esponjas (Collin et al. 2005; Domala 2020). Além disso, informacdes
complementares tais como ciclo de vida, ecologia e biogeografia também sé&o
utilizadas (Boury-Esnault et al. 2013; Perez et al. 2017). Porém, devido ao alto
grau de plasticidade fenotipica (sem diferenca genética) e elevada variabilidade
morfologica/alto polimorfismo (com diferenca genética) das esponjas,
caracteristicas ndo morfologicas reveladas por estudos genéticos e bioquimicos
vém sendo utilizadas para apoiar ou refutar identificacfes baseadas somente

nas analises dos caracteres morfoldgicos (Erpenbek et al. 2012 e 2015).

Embora o uso da taxonomia morfolégica convencional para a identificacao
de um taxon possua certas limitacdes, ainda é uma ferramenta bastante utilizada
na taxonomia de esponjas (ver Collin et al. 2005; Domala 2020 tukowiak,
2016b). Ainda hoje, taxonomistas identificam muitas espécies utilizando apenas
os caracteres morfologicos, como € o caso, por exemplo, da publicagdo recente
de Bertolino e colaboradores (2020) que contém a descricdo da espécie nova

Darwinella pronzatoi Bertolino, Costa e Pansini, 2020 para a costa do Chile.

Segundo de Voogd et al. (2023), atualmente existem 9.550 espécies de
esponjas descritas no mundo, distribuidas em quatro classes viventes: Calcarea

Bowerbank, 1864, Demospongiae Sollas, 1885, Homoscleromorpha Bergquist,
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1978 e Hexactinellida Schmidt, 1870, que se diferenciam, principalmente, por

suas caracteristicas esqueléticas e morfolégicas.

A Classe Calcarea é representada por esponjas exclusivamente marinhas
que apresentam um esqueleto formado por espiculas de carbonato de calcio
(CaCOs3), sendo restritas, geralmente, a ambientes de aguas rasas (Klautau et
al. 2022). A Classe Hexactinellida é caracterizada por possuir espiculas silicosas
e organizacdo corporal sincicial, sendo esponjas exclusivamente marinhas e
amplamente distribuidas em &aguas profundas (Leys, Mackie e Reiswig, 2007;
tukowiak 2020). A Classe Homoscleromorpha é representada por esponjas
exclusivamente marinhas, possuem membrana basal de colageno, espiculas
também sao de silica, porém apresentam um tipo peculiar de tetractina (Gavaze
et al. 2010; tukowiak 2020). A classe Demospongiae € caracterizada por
esqueleto composto por espiculas silicosas (SiOz2) e/ou fibras de espongina, e
por possuir espiculas e ou espiculéides monoactinais, diactinais ou tetractinais
de simetria monoaxdnica ou tetraxénica (Hooper e van Soest 2002a; Morrow e
Céardenas 2015). A classe Demospongiae esta subdividida em trés subclasses
viventes: Keratosa (Grant, 1861), Verongimorpha (Erpenbeck, Sutcliffe, De
Cook, Dietzel, Maldonado, van Soest, Hooper e Woéorheide, 2012) e
Heteroscleromorpha (Cardenas, Pérez e Boury-Esnault, 2012), que juntas
representam 85% de todas as espécies de esponjas, com aproximadamente

6.000 espécies descritas (van Soest 2002a; van Soest et al. 2016).

A subclasse Keratosa Grant, 1861 contém duas ordens Dentroceratida
Minchin, 1900 e Dyctioceratida Minchin, 1900. As esponjas da ordem
Dendroceratida apresentam esqueleto de fibra sempre presente que surgem de

uma placa basal com estrutura dendriticas ou um padrédo de anastomose. As
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fibras sempre contém medula e sédo fortemente laminadas, as espiculas fibrosas
livres podem complementar o esqueleto principal (Morrow e Cardenas 2015). A
ordem Dendroceratida estd dividida em duas familias: Dictyodendrillidae
Berquist, 1980 com esqueleto fibroso no padréo reticulado e Darwinellidae
Merejkowsky, 1879, com fibras de espongina no padrao dendritico (Bergquist e
Cook, 2002). A familia Darwinellidae compreende cinco géneros validos:
Aplysilla Schulze, 1878 (10spp.), Armodendrilla Van Soest & Hooper, 2020
(1sp.), Chelonaplysilla de Laubenfels,1948 (10 spp.), Dendrilla Lendenfeld, 1883

(10 spp.), Darwinella Muller, 1865 (14 spp.).

O género Darwinella é o mais rico da familia e possui como principais
caracteristicas morfolégicas esqueléticas fibras de espongina e estruturas
semelhantes as espiculas, porém fibrosas, conhecidas como espiculoides, que
servem para suplementar seu esqueleto. Este género vem recebendo pouca
atencdo da comunidade cientifica, com grande parte das espécies descrita entre
o final do século XIX e meados do XX. Entretanto, como as espécies de
Darwinella séo bioquimicamente interessantes devido a producao de compostos
como esterol e terpenos (Ramirez et al. 2017), comeg¢am a impulsionar estudos
taxondmicos com o propésito de se conhecer a identidade de espécies alvo. O
desenvolvimento de estudos com substancias bioativas obtidas a partir extrato
bruto de espécies de Darwinella mostrou grande potencial farmacologico,
apresentando atividade leishmanicida (Ramirez 2017), antimicrobiana (Seleghim

et al. 2007) e anticancer (Tian e Poter 2012) e antimi6tica (Muricy et al. 1999).

Ao todo, 14 espécies de Darwinella sdo reconhecidamente validas para o
globo. Na costa brasileira, quatro espécies desse género foram reportadas até o
momento: Darwinella australiensis Carter, 1885 (Solé-Cava 1981- ES, Guarapari);

30


https://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=131738
https://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=1423735
https://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=131739
https://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=131741
https://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=131740

Darwinella muelleri Schultze, 1865 (Schultze, 1865- SC, Floriandpolis); Darwinella
rosacea Hechtel 1965 (Moraes 2011 -PE, Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo)
e Darwinella guardineri Topsent, 1905 (Muricy et al., 1991; Muricy e Silva, 1999 -
RJ, Arraial do Cabo e Cabo Frio). Entretanto, existe um problema taxonémico
envolvendo esta identificacdo de D. guardineri e a mesma foi posteriormente
reclassificada como Darwinella sp. (Arraial do Cabo, Rio de Janeiro e Angra dos
Reis; Muricy e Hajdu 2006) e D. cf. oxeata (Cabo Frio; Ramirez et al., 2017).
Muricy e colaboradores (1991) foram os primeiros a identificar esse morfotipo
presente em Arraial do Cabo como Darwinella gardineri usando apenas 0s
caracteres morfologicos como evidéncia da identificacdo taxondmica.
Recentemente, entretanto, um trabalho realizado por Ramirez et al. (2017)
identificou espécimes Darwinella sp.de Cabo Frio como Darwinella cf. oxeata,
devido as suas semelhancas fisicas e quimicas, a partir da analise de substancias
isoladas, contudo a forma de identificacao da espécie nao foi informada no estudo.
Além disso, no final da década de 80, Darwinella sp. era considerada uma espécie
rara nos costdes rochosos de Arraial do Cabo (RJ), (Muricy 1989; Muricy et al.
1991), porém, atualmente, este morfotipo tem sido comumente encontrado em

todaregido, recobrindo grandes extensfes de substratos naturais da baia.

Deste modo, o presente trabalho tem por objetivo de verificar o status taxonémico
dos morfotipos de Darwinella, presentes nos ambientes benténicos de Arraial do
Cabo (Muricy 1989; Muricy et al. 1991; Muricy e Hajdu 2006; Belmonte et al. 2015),
por meio de analises de caracteres morfoldgicos. Este trabalho cumprira um papel
cientifico bastante relevante na confirmacdo da presenca de uma espécie indo-
pacifica ou na evidéncia da ocorréncia de uma outra espécie do género Darwinella

para a costa sudeste do Brasil.
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1.2 MATERIAIS E METODOS
1.2.1 Coleta dos espécimes de Darwinella sp.

Um total de seis espécimes da esponja Darwinella sp. foi coletado na llha
dos Porcos (22°57'57"S — 42°01'40"W), através de mergulho auténomo (SCUBA)
entre 3 — 10 metros de profundidade (Figura 1.1). Os espécimes foram coletados
com auxilio de uma espatula e armazenados em sacos hermeticos. Apos a
coleta, os organismos foram fixados em alcool 70% e encaminhados ao
Laboratério de Recursos Marinhos (LAREMAR) no Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira (IEAPM). Além disso, os espécimes foram previamente
fotografados com uma camera digital Canon G12 com caixa estanque, na qual

foi acoplado um frame de aco inox de 20 x 20 cm a distancia focal de 30 cm.

Dz

v

.
Baia do
Arraial do Cabo

Figura 1.1 Mapa de localizagdo do municipio de Arraial do Cabo e ponto de coleta
dos espécimes de Darwinella sp. na Baia do Arraial do Cabo, llha dos Porcos (em
vermelho).
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1.2.2 Anélise de dados morfoldgicos (externos e internos)

Os caracteres morfolégicos externos foram registrados em campo, com uso
de uma camera digital Canon G12. Posteriormente, as fotos foram analisadas
utilizando o programa IMAGE J. Através do programa foram medidos os seguintes
caracteres: area total (cm?), distancia entre os cénulos (um), padrao e tamanho dos
Osculos (um). A espessura da esponja (cm) foi medida em laboratério com auxilio
de um paquimetro digital (OEM\DIGITAL). Ao total, foram realizadas 20 medicdes
para cada caracter morfologico interno (fibras de espongina e espiculoides) e
externo (6sculos e conulos) dos espécimes coletados. Além disso, foi verificada a
coloracédo do tecido antes e apds a fixacdo em etanol 70%. Em laboratorio, para a
identificacdo dos caracteres morfoldgicos internos, como dos espiculdides e das
fibras de esponginas, foram dissociados do tecido com a diluicdo de 4gua sanitaria
em agua destilada na proporcao de 1:4. Apés a remocao, as fibras de espongina e
espiculdides foram montados com meio sintético Entellan (Merck) em laminas de
microscopia. O tamanho (um) e a forma desses caracteres foram medidos através
do microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E200). Para andlise do esqueleto, foi cortado
um pegqueno fragmento de esponja de 0,5x0,5x0,2 cm e montado uma lamina de
corte transversal. Esse fragmento foi desidratado em uma série alcodlica 96%,
seguido de Butanol e Xilol, por duas vezes cada, com um periodo de 10 minutos
em cada série. Apos a desidratacdo, esse fragmento foi incluido em parafina
derretida e deixada em uma estufa a 60°C. Posteriormente, o fragmento foi
colocado em um molde de bloco de parafina, coberto com parafina derretida e
deixado para secar em temperatura ambiente. Depois de seco, o0 bloco foi cortado
(5 um) com auxilio de um micrétomo rotativo de parafina (LUPETEC Modelo

MRP2015). As preparagdes de corte foram submergidas em Xilol para retirar a
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parafina. Entdo, foram colocados em uma lamina e a laminula foi selada com

Entellan (Muricy et al.1998).

1.3 RESULTADOS

SISTEMATICA
Subclasse Keratosa Grant, 1861
Ordem Dendroceratida Minchin, 1900
Famila Darwinellidae Merejkowsky, 1879

Género Darwinella Miller, 1865

Definicdo: Darwinellidae com esqueleto de fibra dendritica sustentado por
espiculas diactinal, triactinal ou poliactinal que estéo livres do esqueleto primario.

N&o ha presenca de material particulado (areia) em suas fibras, entretanto, possa

estar disperso em torno dos elementos celulares. Além disso, as esponjas podem
diferir quanto a morfologia apresentada, podem ser incrustantes, lobadas ou

macicas (Bergquist e Cook 2002).

Descricdo: Esponja apresenta coloracdo amarelo vibrante in vivo (Figura 1.2 A),
forma de crescimento incrustante, com superficie de cobertura fina, irregular, com
espessura de 1.2 —3.8 mm (Tabela 1.1). Os cbnulos apresentam-se distribuidos de
forma desigual por toda a superficie da esponja, variando em distancia de 0.6 — 4.5
mm (média 3.8 mm) (Tabela 1.1). Os 6sculos estéo distribuidos de forma uniforme
pelo tecido da esponja, alternando de forma oval a arredondado com diametro entre
0.5-3.3mm (média 3.2 mm) (Tabela 1.1). Apéds fixacdo no etanol 70%, a coloragéo

da esponja torna se roxa escura (Figura 1.2 B).
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Esqueleto: Fibras dendriticas ascendentes que sustentam os conulos superficiais,
onde algumas surgem da placa basal comum. Possuem coloracdo avermelhada, e
medem de comprimento 1.030 — 3.500 ym e 40 — 200 ym de espessura (média
1830 x 71 ym) (Figura 1.2 F - Tabela 1.2).

Espiculoides: Estruturas retas, sinuosas ou apresentando curvaturas. Com
comprimento variando entre 610 —1820 ym (média 1062 um) e espessura 9-20
pm (média 10.7 ym) (Figura 1.2 C, D e E—- Tabela 1.2).

Habitat: Os espécimes foram encontrados sob substratos rochosos natural, com
inclinacdo de 90°, expostos a incidéncia luminosa. Profundidades entre trés e 10

metros.
Localidade tipo: Ilha dos Porcos, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil.

Material examinado: material tipo; Hol6tipo (NUmero do tombo — IEAPM 4.203).
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100 pm 100 pm

100 pm 100 pm

Figura 1.2 Em (A) espécime de Darwinella sp. coletada na llha dos Porcos, Arraial
do Cabo, RJ em vida. Em (B) espécime pés fixada. Em (C, D, E e F) caracteres
morfoldgicos internos analisados, espiculoides fibrosos e fibras de espongina.
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Tabela 1.1 Descricdo morfolégica dos caracteres externos dos seis espécimes de
Darwinella sp.: area total (cm?), espessura (mm), didmetro dos 6sculos (mm) e
distancia entre cénulos (mm).

Espécimes Area total Espessura (mm) Didmetro dos Distancia entre os
Darwinella sp. (cm?) O6sculos (mm) conulos (mm)
1 634,18 15-28 0.6-1.0 0.7-3.3
2 587,51 1.7-3.2 05-1.8 0.6-28
3 382,80 1.3-3.0 09-12 1.7-39
4 365,55 1.7-35 0.6-1.9 0.8-3.7
5 734,90 1.2-3.8 0.6-2.8 1.1-45
6 790,35 1.8-3.2 0.8-3.3 1.0-44
Média 582,54 2.40 3.2 3.8
Desvio Padrao 161,28 0.94 5.0 4.2

Tabela 1.2 Descricdo morfolégica dos caracteres internos dos seis espécimes de
Darwinella sp. coletados: comprimento e espessura (minimo e maximo) das fibras de
espongina (mm), e espiculdides (um).

Espécimes Fibras de espongina Espiculdides
Darwinella sp.

Comprimento (um) Espessura (um) Comprimento (um) Espessura (um)

1 1.650 — 3.150 50 -150 950 -1.820 10-20
2 1.100 - 2.500 50 — 200 610 —1.350 9-18
3 1.700 — 2.100 60— 90 620 —1.410 9-12
4 1.050 - 3.500 50-100 740 -1.650 9-15
5 1.900 — 2.450 70-120 760 — 1.250 9-12

6 1.030 - 1.920 40-70 700 —1.380 9-11
Média 1830 71.15 1062.38 10.77
Desvio Padréo 556.37 29.57 279.55 2.47

Os principais caracteres morfolégicos avaliados no estudo foram comparados com
caracteres morfolégicos de outras espécies do género Darwinella que mais se

assemelham ao morfotipo de Arraial do Cabo, conforme tabela 1.3 abaixo.
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Tabela 1.3 Caracteres taxonémicos descritos para as espécies do género Darwinella
(Darwinella gardineri, Darwinella oxeata, Darwinella pronzatoi) que mais se assemelham

ao morfotipo observado no atual estudo.

Caracteres Darwinella Darwinella Darwinella Darwinella
taxondmicos (atual estudo) gardineri oxeata pronzatoi
Localidade Arraial do Cabo Ilhas Maldivas Nova Zelandia Patagdnia Chilena
descrigao
Coloracgéo amarelo vibrante vermelho amarelo amarelo
in vivo carmim
Coloracéo pos fixada Roxa escura Rosa Roxo purpura N&o informado
Distancia entre os 0.6-45 15-3.0 20-5.0 N&o informado
cdnulos (mm)
Didmetro dos 6sculos 0.5-3.3 0.1-20 08 - 1.0 N&o informado
(mm)
Cor das fibras avermelhada Ouro palha Ouro palha avermelhada
translucido
Comprimento das 1.030 - 3.500 2000 N&o informado 14.000 — 16.000
fibras (um)
Diametro das fibras 40 — 200 120 - 140 106 — 193 70-90
(um)
Comprimento dos 610 -1.820 1600 — 2000 530 — 2083 87,5-830
espiculoides (pm)
Didmetro dos 9-20 20 24,2-29,8 9-16

espiculoides (pm)

1.4 CONSIDERACOES TAXONOMICAS

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que 0s espécimes
examinados de Darwinella sp., apresentam espiculoides fibrosos diactinais
ligeiramente retos, Sinuosos ou curvos nas extremidades, medindo entre 610 — 1820
X 9 — 20 ym (Tabela 3), para os quais espinhos fibrosos estdo ausentes. Essa
caracteristica do esqueleto dos espécimes encontrados em Arraial do Cabo pode

diferenciar Darwinella sp. das demais espécies do género (Bergquist 1961, 1996).
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No mundo, sédo reconhecidas como validas 14 espécies do género Darwinella
(van Soest et al. 2011). No Brasil, ao todo foram identificadas quatro espécies para
0 género Darwinella, sendo elas: Darwinella australiensis Carter, 1885 em Guarapatri
(ES); Darwinella guardineri Topsent, 1905 em Arraial do Cabo e Cabo Frio (RJ);
Darwinella muelleri (Schultze, 1865) em Floriandpolis (SC) e Darwinella rosacea
Hechtel, 1965 no Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo (PE). Dentre todas as
espécies descritas para género, nove possuem espiculoides multirradiados, trés
apresentam espiculoides diactinais (Darwinella gardineri, Darwinella oxeata,
Darwinella pronzatoi) e apenas uma espécie ndo possui espiculoides (Darwinella
tango Poiner e Taylor, 1990) (Anexo B).

As trés espécies descritas na ciéncia que também possuem espiculoides
fibrosos diactinais sao originarias de outros oceanos: (1) Darwinella gardineri
descrita, originalmente, para as llhas Maldivas (Oceano indico), com espiculoides
fibrosos curvos ou ligeiramente curvos nas extremidades (1600 — 2000 x 20 ym), (2)
Darwinella oxeata Bergquist, 1961, descrita originalmente para a Nova Zelandia
(Oceano Pacifico), portando espiculoides fibrosos espinhosos (530 — 2083 x 24,2—
29,8 um) e; (3) Darwinella pronzatoi descrita originalmente para os Fiordes da
Patag6nia Chilena, e que possui espiculoides fibrosos lisos, retos, levemente curvos
ou sinuosos (87,5-830 x 9—16 um) e com nucleo axial aparente (Topsent 1905;
Pronzato 1975; Bergquist 1961, Bertolino et al. 2020). Outros caracteres
morfolégicos encontrados nos morfotipos de Arraial do Cabo, tais como, tamanho
das fibras de espongina (1.030 — 3500 x 40 — 200 um), diametros dos 6sculos (0.5 —
3.3 mm) e distancia entre os coénulos (0.6 — 4.5 mm), diferem dos caracteres
originalmente descritos para estas trés espécies que possuem apenas espiculoides

diactinais (Tabela 1.3).
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Apesar de Darwinella sp. e D. pronzatoi possuirem a mesma coloracédo amarela
na morfologia externa in vivo e avermelhada nas fibras de espongina, a faixa de
tamanho dessas fibras difere entre essas duas espécies. No presente estudo, o
comprimento e espessura das fibras de Darwinella sp. foram 1.030 — 3500 x 40 —
200 ym, ja em D. pronzatoi foram 14.000 — 16.000 um x 70 — 90 ym (Tabela 1.3).
Darwinella oxeata também possui a mesma coloragdo externa amarela in vivo e roxo
purpura apoés sua fixacdo em etanol, semelhante a Darwinella sp.. Contudo, a cor de
suas fibras de espongina é ouro palha, enquanto em Darwinella sp. € avermelhada.
Além disso, Bergquist (1961) e (1996) nao informou o comprimento das fibras na
descricao original de D. oxeata, apenas o diametro foi informado (106 — 193 uym e
200 — 300 pm). Desta forma, ndo é possivel comparar com os valores mensurados
no presente estudo. Outro caracter que difere entre D. oxeata e Darwinella sp. de
Arraial do Cabo é a presenca de espinhos cérneos (fibrosos) nos espiculoides da
primeira espécie e auséncia deles na ultima (Tabela 1.3).

A coloracao externa rosa descrita para D. gardineri ja foi alvo de contradi¢cdes
em publicacBes cientificas. Originalmente, Topsent (1905) descreveu D. gardineri
com uma coloracdo rosa em alcool e deduziu uma pigmentacéo 'vermelho carmim'
em vida. Posteriormente, a pigmentacdo rosa avermelhada foi corroborada por Levi
(1952) na revisdo das espécies de Darwinella. No entanto, esponjas amarelas
coletadas no Mar vermelho e na Australia ja foram identificadas como D. gardineri
(Levi 1958; Wiednmayer 1989), fato que trouxe contradicdo da na determinacao da
cor dessa espécie. Bergquist (1996) confirmou a coloragcédo pos fixada da espécie
(rosa profundo) Darwinella gardineri anteriormente sugerida por Topsent (1905) com
espécimes coletadas na Nova Zelandia. Além disso, Bergquist (1996) estudou a
pigmentacdo de esponjas da Ordem Dendroceratida da Nova Zelandia, e algumas

espécies da Austrélia, Havai e Mediterraneo, através da observacdo no campo
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juntamente com técnicas de microscopia eletrénica e analise quimica. Neste trabalho
ficou constatado que a pigmentacdo € uniforme em todo o tecido mole, variando
apenas em tons leves dentro de uma espécie, ou seja, a coloracdo avermelhada
desbota para castanho-rosado claro no etanol, a coloracdo amarelo-enxofre torna-

se preto-purpura profundo.

O comprimento da fibra de espongina também n&o foi um bom caracter para
separar D. gardineri de Darwinella sp., uma vez que foi informado apenas um unico
valor (2000 ym) na descricdo da primeira espécie. O valor do didametro das fibras foi
descrito por Pronzato (1975) e Bergquist (1996), que variaram entre 120 — 140 ym e
700-1000 um, respectivamente. O comprimento informado esta dentro da faixa de
tamanho registrado no presente trabalho para Darwinella sp. (1.030 — 3500 x 40 —
200 pm). Porém, as medi¢6es do diametro da fibra de Darwinella sp. se aproximam
mais da espécie descrita por Pronzato (1975). Por outro lado, a cor da fibra de
espongina (ouro palha translicido), distancia entre os conulos (1.5 — 3.0 mm) e o
didametro dos 6sculos (1.0 — 2.0 mm) de D. gardineri (Bergquist 1996) diferem de
Darwinella sp. que possui fibra de espongina avermelhada, distancia entre os
cbnulos (0.6 — 4.5 mm) e o didmetro dos 6sculos (0.5 3.3 mm) (Tabela 1.3).
Similarmente, os valores encontrados para D. oxeata também sao diferentes do
registrado para esponja do presente estudo (Tabela 1.3). Bergquist (1996) descreve
D. oxeata com os valores de distancia dos conulos variando de 2 a 5 mm e 6sculos
distribuidos esporadicamente por toda a superficie da esponja, medindo
aproximadamente de 0.8 a 1.0 mm de diametro. Para D. pronzatoi, essas
informacdes sédo ausentes, sendo impossivel, portanto, estabelecer a comparacéo

(Tabela 1.3).
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Cientistas utilizam cada vez mais a taxonomia integrativa para identificacéo das
espécies. A partir do uso integrado de diferentes abordagens, técnicas e ferramentas
€ possivel produzir evidéncias que sdo independentes entre si. Essas mudltiplas
abordagens quando (e.g. microscopia eletrénica, biologia molecular, bioquimica,
genética) somadas a taxonomia morfolégica convencional garantem resultados mais
confidveis (Kamel et al. 2022; Rider et al. 2022). Entretanto, estudos baseados na
taxonomia classica ainda sdo apoiados e publicados pela comunidade cientifica
(Bertolino et al. 2020; Lukowiak et al. 2022). Apesar das ressalvas quanto a limitacéo
do estudo da morfologia, a descricdo de caracteres morfoldgicos, como forma das
espiculas e organizacdo do esqueleto, sdo atributos extremamente relevantes nas
identificac@es, classificacfes e reconstrucdes filogenéticas (Lukowiak et al. 2022).
Segundo Lukowiak (2020) a morfologia das espiculas é muitas vezes exclusiva dos
taxons ou mesmo da prépria espécie, 0 que torna este caractere particularmente Gtil
em atribuicfes taxondmicas.

Neste estudo, apesar de apenas seis espécimes terem sido analisados, fica
evidente que as diferencas encontradas nas caracteristicas morfolégicas
examinadas que auxiliam na identificacdo das espécies do género Darwinella; tais
como: cor da esponja in vivo e apos fixacdo em etanol; fibras de espongina
(comprimento, largura e cor); tamanho e forma dos espiculoides; sugerem que a
esponja presente em Arraial do Cabo seja uma espécie distinta das demais ja
conhecidas para o género. Entretanto, sabe-se que as esponjas possuem uma
grande plasticidade morfolégica que, de certo modo, acaba gerando problemas na
classificacdo de poriferos (Manconi e Pronzato 1991; Gaino et al. 1995). Muitos dos
atributos morfologicos utilizados para classificar os tAxons estdo sujeitos a elevada
plasticidade fenotipica devido a pressao de diferentes fatores ambientais (Pronzato

2003). Portanto, serdo necessarios examinar os holotipos das espécies que mais se
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aproximam do morfotipo estudado em Arraial do Cabo, juntamente com uma
abordagem genética (taxonomia molecular) para validar a possivel descricdo de uma

nova espécie para o género.

1.5 CONCLUSAO
Os caracteres morfoldgicos analisados para os espécimes do género Darwinella
sp. presentes na regido de Arraial do Cabo sdo distintos das demais espécies do
género descritos na literatura. Assim, sugere-se se tratar de uma espécie nova para
ciéncia. Porém, para confirmacdo da existéncia de uma nova espécie ou
caracterizacdo de uma espécie ja existente para o género, serdo necessarios que

caracteristicas adicionais da espécie sejam utilizadas em estudos futuros.

43



ANEXOS

44



ANEXO A. Figuras das espécies do género Darwinella que mais se assemelham
ao morfotipo da espécie encontrada em Arraial do Cabo.

Figura 1A. Coloracao e fibras de espongina descritos para as espécies Darwinella
gardineri. Em (A) esponja in vivo, em (B) espiculoides.

Figura 2A. Coloracao e fibras de espongina descritos para as espécies Darwinella
oxeata. Em (A) esponja in vivo, em (B) espiculoides.

Figura A3. Coloracao e fibras de espongina descritos para as espécies Darwinella
pronzatoi. Em (A) esponja in vivo, em (B) espiculoides.
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|ANEXO B. Listagem de espécies descritas para o género Darwinella, de acordo com World Porifera Data Base (WPD). Dados da tabela: espécie, formato
e tamanho do espiculoide (comprimento e didametro um), coloracdo da esponja in vivo, distribuicdo no mundo e pontos de ocorréncia no Brasil.

Espécie Formato do Espiculdides Coloracéo Distribuic&o Ocorréncia no Brasil
Espiculoide Comprimento x diametro (in vivo) Mundial
Diactinal 70 —90 x 35 —45 um
Australia, Costa oeste
1170 x 55um da Africa e Guarapari, ES
Darwinella australiensis Triactinal Vermelha Mediterrédneo
Carter, 1885
Poliactinal (raro)
Oceano Indico
(Maldivas) Arraial do
Darwinella corneostellata Poliactinal 1700 pm Rosa Mar Mediterraneo Cabo, RJ.
(Carter, 1872) (Italia)
Mar Vermelho
Mar Adriatico
Darwinella Dalmatica Poliactinal 80 — 200 x 50 um Amarela Norte do oceano
Topsent,1905 Atlantico
Triactinal 1200 —1400 x 30 — 40 pm
Rosa Atlantico Norte

Darwinella duplex
Topsent, 1905

Tretactinal (raro)

avermelhada

Atlantico Sul (Europa)

46




Espécie Formato do Espiculbides Coloracéo Distribuicéo Ocorréncia no Brasil
Espiculoide Comprimento x didmetro (in vivo) Mundial
Darwinella guardineri Diactinal 1600 — 2000 x 20 um Rosa Nova Zelandia Arraial do Cabo, RJ.
Topsent,1905 llhas Maldivas
Mediterraneo
Darwinella intermedia Diactinal 100 -150 x 12 =13 um Norte do Oceano
Topsent, 1893 Amarelo Atlantico
Golfo de Sidra - Tunisia
Triactinal
Darwinella muelleri 100 —1000 pm Amarelo Bermudas Florianopolis, SC.
(Schultze,1865) Poliactinal Golfo do México
Darwinella oxeata Diactinal 530 — 2083 x 24 — 29 um Amarela Nova Zelandia

Bergquist, 1961
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Ocorréncia no Brasil

Espécie Formato do Espiculéides Coloracéo Distribuicéo
Espiculoide Comprimento X diametro (in vivo) Mundial
Darwinella pronzatoi Diactinal 87,5-830x 9-16 um Amarela Chile
Bertolino, Costa & Pansini, 2020
Darwinella rosacea 130 -270x 10 =17 pm Rosa Bermudas, Caribe, Arquipélago de Sdo Pedro
Hechtel,1965 Triactinal Cuba. e Séo Paulo
Acores, Canarias,
Darwinella simplex Triactinal 1100 - 1250 x 45 =50 pm Vermelha Madeira, Norte do
Topsent, 1892 Oceano Atlantico,
Mediterraneo Ocidental
Darwinella tango Ausente Amarela Austrélia
(Poiner & Taylor,1990)
Darwinella viscosa Diactinal 1500 — 2000 x 295 =780 pm Mediterraneo
Boury-Esnault,1971 Laranja Norte do Oceano
Triactinal Atlantico
Darwinella warreni Poliactinal 100 — 1500 x 65 =70 pm Vermelho )
Topsent,1905 4-9 actinas Africa do Sul
Diactinal 610 -1820x 9—-20 pm Amarelo Arraial do Cabo

Darwinella
(atual estudo)
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Capitulo 2

Efeito da temperatura no crescimento da esponja
Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) de
Arraial do Cabo, RJ, Brasil.
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RESUMO

Por se tratarem de organismos bentdnicos e sensiveis as variagcbes ambientais, a
dindmica de crescimento e distribuicdo das esponjas séo influenciadas pela acdo de
fatores bioticos e abidticos. A temperatura da agua do mar se destaca como um dos
principais fatores ambientais capazes de influenciar no crescimento das esponjas. A
Baia do Arraial do Cabo, localizado no litoral do Rio de Janeiro, € uma area importante
para o desenvolvimento de estudos ecolégicos e em especial com espécies de
esponjas, pois trata se de uma regido sujeita a acao do fenébmeno da ressurgéncia. A
esponja Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) foi registrada na regido de Arraial do
Cabo em 1991, pontualmente em dois locais. Atualmente, esta esponja é comumente
observada em diferentes costdes rochosos da regido. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar se a temperatura da dgua do mar influencia no crescimento da esponja
Darwinella sp.. Para tal, 15 espécimes da esponja foram monitorados durante 14 meses
(de abril de 2019 a junho de 2020) em duas localidades distintas da Baia do Arraial do
Cabo (Ilha de Cabo Frio e Ilha dos Porcos), que se encontram sobre influéncia distinta
da ressurgéncia. Além disso, foi avaliada a ocorréncia de Darwinella sp. em 11 pontos
da baia, com objetivo de registrar presenca ou auséncia da esponja e comparar essa
presenga com 0s registros antigos dessa espécie. A taxa de crescimento dos espécimes
de Darwinella foi mensurada mensalmente e correlacionadas as temperaturas de cada
localidade. O teste paramétrico ANOVA para medidas repetidas foi aplicado para avaliar
o crescimento médio da esponja Darwinella sp. entre as populacdes da llha de Cabo
Frio (CF) e da llha dos Porcos (IP), ao longo do periodo do estudo. Ja o teste T Student
foi utilizado para comparar a temperatura média da Agua do mar entre os dois pontos e
o teste de correlagdo Pearson foi utilizado para avaliar a correlagdo entre a temperatura
da agua do mar e o crescimento de Darwinella sp. nos pontos de estudo. As
observacdes de campo apontaram que a esponja ocorre nas 11 localidades visitadas e
esta amplamente distribuida pelos costdes de Arraial do Cabo. Os resultados
encontrados mostraram que ha diferenca estatistica no crescimento da esponja
Darwinella sp. entre os dois pontos estudados (F13,364=4,75 p< 0,05). No entanto, o
crescimento da esponja nao foi influenciado pelo fator temperatura (p>0.05). Além disso,
as temperaturas médias, minimas e maximas nao diferiram estatisticamente entre a llha
de Cabo Frio e llha dos Porcos (p>0.05). Assim, provavelmente outros fatores
ambientais ndo abordados no presente estudos devem ser responsaveis pelas
diferencgas de crescimento verificado. Em estudos futuros, se faz necessario para avaliar
os efeitos sinergético de outros fatores ambientais no crescimento da esponja visando
uma maior compreensdo dos padrées de crescimento, distribuicdo e ocorréncia da
esponja Darwinella sp. em Arraial do Cabo.

Palavras-chave: Esponjas, crescimento, temperatura, ressurgéncia e Arraial
do Cabo
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ABSTRACT

As benthic organisms that are sensitive to environmental variations, the dynamics
of sponge growth and distribution areinfluenced by biotic and abiotic factors.
Seawater temperature stands out as one of the main environmental factors
capable of influencing sponge growth. Arraial do Cabo Bay, located on the coast
of Rio de Janeiro, is an important area for the development of ecological studies,
especially with sponge species, because it is a region subject to the action of the
upwelling phenomenon. The sponge Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida)
was recorded in the Arraial do Cabo region in 1991, punctually in two sites.
Nowadays, this sponge is commonly observed in different rocky shores of the
region. Thus, the objective of the present study was to evaluate if the sea water
temperature influences the growth of the sponge Darwinella sp. For this purpose,
15 specimens of the sponge were monitored during 14 months (from April 2019
to June 2020) at two different localities of Arraial do Cabo Bay (llha de Cabo Frio
and lIlha dos Porcos), which are under distinct influence of resurgence. In
addition, the occurrence of Darwinella sp. was assessed at 11 sites in the bay, in
order to record the presence or absence of the sponge and to compare this
presence with old records of this species. The growth rate of Darwinella
specimens was measured monthly and correlated to temperatures at each
location. The parametric ANOVA test for repeated measures was applied to
evaluate the mean growth of Darwinella sponges between the populations of
Cabo Frio Island (CF) and llha dos Porcos (IP), throughout the study period. The
Student t-test was used to compare the mean sea water temperature between
the two sites, and the Pearson correlation test was used to evaluate the
correlation between sea water temperature and Darwinella sp. growth in the study
sites. The field observations indicated that the sponge occurs in the 11 localities
visited and is widely distributed on the coasts of Arraial do Cabo. The results
showed that there is a statistical difference in the growth of the Darwinella sponge
between the two studied sites (F13.364=4.75 p< 0.05). However, the sponge
growth was not influenced by the temperature factor (p>0.05). Furthermore, the
mean, minimum and maximum temperatures did not differ statistically between
Cabo Frio Island and Illha dos Porcos (p>0.05). Thus, probably other
environmental factors not addressed in the present study should be responsible
for the differences in growth observed. In future studies, it is necessary to
evaluate the synergetic effects of other environmental factors on sponge growth
in order to better understand the growth patterns, distribution and occurrence of
the sponge Darwinella sp. in Arraial do Cabo.

Keywords: Sponges, growth, temperature, resurgence and Arraial do Cabo
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2.1INTRODUCAO

O Filo Porifera € constituido pelas esponjas, que surgiram no planeta hi
mais de 750 milhdes de anos e sdo consideradas, assim, o grupo de metazoarios
existente mais antigo dos oceanos (Hooper e van Soest 2002; Antcliffe et al.,
2014; Giribet e Edgecombe 2020; Suarez e Leys 2022). As esponjas sdo
organismos resilientes que tém sobrevivido as diferentes eras geoldgica sob
condicbes ambientais distintas (Feuda et al. 2017) e, portanto, sdo consideradas

um grupo de sucesso no reino animal (Galitz et al. 2021).

Sao invertebrados sésseis, que apds o0 seu estabelecimento no substrato
consolidado ficam expostos a um conjunto de fatores bidticos que podem
prejudicar o seu crescimento, como por exemplo: a predacdo e competicao.
Espécies de peixes recifais da familia Pomacanthidae (Wulf 2020; Lorders et al.,
2018), tartaruga de pente Eritmochelys imbricata (Jackson e Newman 2006;
Pawlik et al. 2018) e ouricos do mar Eucidaris tribuloides (Burns et al. 2003), por
exemplo, sdo conhecidos por incluirem esponjas em suas dietas. A competi¢ao
com outros invertebrados também pode afetar o crescimento das esponjas em
substratos consolidados como ja relatado, por exemplo, pela presenca do
cnidario Zoanthus sansibaricus e da macroalga Dictyota ciliolata (Deshpand et

al. 2021).

Contudo, as esponjas dispdem de estratégias fisioldégicas e ecolbgicas
que permitiram a sua perpetuacao até os dias atuais, ja que minimizam possiveis
danos e, assim, auxiliam no aumento de sua sobrevivéncia (Bell 2008; Wulff
2020). Dentre os mecanismos utilizados por esses organismos estao: o rapido
crescimento empregado em processos competitivos com organismos vizinhos

no substrato consolidado (Porter e Targett 1988; Aerts e Van Soest 1997; Aerts
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1998; Chadwick e Morrow 2011; Wang et al. 2012 e Silva et al. 2014); o grande
potencial regenerativo, capaz de atenuar os danos causados por predadores
espongivoros (Thoms et al. 2008; Rohde e Schupp 2012; Borisenko et al. 2015)
e a producdo de metabdlitos secundarios bioativos que atuam na protecdo da
esponja, com acao anti-predacao e anti-incrustante (Hoppe 1988; Burns et al.

2003; Hill et al. 2005).

Além disso, fatores abidticos como temperatura, batimento de onda, luz e
sedimentacao também exercem influéncia sobre a dinamica do crescimento das
esponjas nos substratos consolidados (Liechter e Witman 1997; Carbalo 2006;
Mercado-Molina 2009; Batista et al. 2020). No entanto, a temperatura da agua
do mar se destaca como um dos principais fatores ambientais, uma vez que, sua
variacdo pode afetar a fisiologia e morfologia das esponjas marinhas, impedindo
assim o seu desenvolvimento e crescimento nesses ecossistemas (Garrabou et

al. 2009, 2019; Di Camillo et al. 2013).

As variacfes de temperatura da dgua do mar atuam no crescimento das
esponjas de forma indireta, que pode alterar a composi¢cdo da microbiota,
favorecendo o surgimento de organismos patogénicos e reduzindo a viabilidade
de nutrientes (Webster et al. 2008 a,b; Laffy et al. 2019; Idan et al. 2020).
Segundo Runzel (2016), existe uma temperatura 6tima para a atividade celular,
pois a variacao deste fator pode afetar os organismos que constituem a biota das
esponjas a nivel celular. Em baixas temperaturas, por exemplo, as moléculas
costumam se mover mais lentamente, afetando o movimento das células (Runzel
2016). Por outro lado, em temperaturas mais altas, as proteinas desnaturam e
podem néo realizar atividades celulares de forma regular (Francis e Barlow 1988;
Zwietering et al. 1990).
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Trabalhos como Barthel (1986), Garrabou e Zabala (2001), De Caralt
(2007), Koopmans e Wijffels (2008), Di Camillo (2013), Garrabou (2009) e (2019)
destacam a relacao positiva entre o crescimento das esponjas e a temperatura
da agua do mar. Garrabou e Zabala (2001), por exemplo, verificou que
mudancas de temperatura durante o ano pode gerar picos sazonais de
crescimento para espécie Crambe crambe no Mediterraneo. De Caralt (2008)
também observou que o crescimento de Corticium candelabrum esté relacionado
com as estacdes do ano, ja que durante o verao (temperatura 221°C) a esponja
apresenta crescimento positivo; enquanto se observa um crescimento negativo
(taxas de encolhimento) e necrose parcial no outono e inverno (temperatura

<21°C).

No Brasil, a Baia do Arraial do Cabo é um local que apresenta variacfes
sazonais de temperatura devido a acdo do fenémeno da ressurgéncia (Calado
et al. 2020). As variacfes de temperatura da agua do mar durante o ano tornam
a regido interessante para o desenvolvimento de estudos com organismos
marinhos, principalmente esponjas, que sao conhecidas como organismos
sensiveis a variagcdes ambientais (Bell 2008; Silva 2018). Dentre a fauna
esponjosa da regiao se destaca Darwinella sp., uma esponja que pertence a um
género considerado cosmopolita e que coloniza areas negativas e grutas dos
costdes rochosos, podendo ser encontradas desde a zona entre marés até 15

metros de profundidades (Bergquist e Cook 2002; Muricy e Hadju 2006).

O primeiro registro de Darwinella reportada para regidao foi no final da
década de 80 (Muricy 1989; Muricy et al. 1991), quando a espécie foi observada
em apenas dois pontos da Baia de Arraial do Cabo. Atualmente, a esponja €

comumente encontrada em diferentes pontos da regido cobrindo grandes areas
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dos costbes rochosos (observagdo pessoal). Segundo Ramirez et al. (2017),
esta esponja apresenta componentes quimicos que assemelham da espécie
Darwinella oxeata Bergquist, 1961, originalmente descrita para Nova Zelandia e,

assim, foi recentemente categorizada como uma espécie exotica para o Brasil.

Na literatura atual, poucos trabalhos relatam sobre os aspectos ecolégicos
da espécie Darwinella sp. para regiao de Arraial do Cabo. Sant’ Anna et al. (em
preparacao) observou uma variacdo no crescimento da esponja em funcao da
temperatura, cujos periodos de encolhimento foram observados quando havia
incidéncia de aguas mais frias (<21°C), e periodos de crescimento positivo
quando a temperatura foi superior a 23°C. Entretanto, o tempo de observacéao
pela autora foi de apenas 60 dias, periodo relativamente curto quando

comparado com outros estudos sobre crescimento.

Desta forma, o presente estudo teve o objetivo geral de verificar se a
temperatura influencia positivamente o crescimento da esponja Darwinella sp. e
avaliar a sua ocorréncia apos 30 anos do seu primeiro registro para regidao da
Baia de Arraial do Cabo. A hip6tese testada neste trabalho € que o crescimento
da esponja é influenciado pelo fator temperatura. Para tal, foi acompanhado o
crescimento da esponja durante quatorze meses (2019-2020) em duas
localidades sujeitas a distintas variacdes de temperatura. Além disso, 11 costdes
rochosos distribuidos na baia foram revisitados apos 30 anos para o registro de

Darwinella sp..
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2.2MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Area de Estudo

A Baia do Arraial do Cabo estéa situada no municipio de Arraial do Cabo-
RJ, localizado a 160 km a leste da cidade do Rio de Janeiro, no sudeste do Brasil
(42°00'W-22°44’S). A baia possui caracteristicas peculiares, jA que possui uma
grande &rea protegida da acdo do mar aberto devido a formacdao irregular da
costa e pela presenca da llha de Cabo Frio e a llha dos Porcos (Candella 2009).
O regime de ventos de nordeste e leste associado a morfologia da costa,

desencadeia um fendbmeno conhecido como ressurgéncia.

A ressurgéncia consiste no afloramento costeiro da Agua Central do
Atlantico Sul (ACAS), uma massa de agua mais fria, que eleva a produtividade
primaria local e que pode apresentar temperaturas inferiores a 18°C. Este
fenbmeno ocorre, predominantemente, de setembro a marco (primavera e
verdo), mas possui grande variabilidade interanual (Calil 2009). O fenédmeno
inverso ocorre durante o outono e o inverno, o de subsidéncia, quando se torna
mais comum a incidéncia de ventos sudoeste, proporcionando aguas claras e
guentes, principalmente, nas areas abrigadas (Ferreira 2003, Calil 2009).
Geralmente, a massa d agua predominante e que fica na superficie (Massa de
Agua Costeira) tem uma faixa de temperatura que varia de 20°C a 23°C

(Candella 1999; Calado et al. 2020)

Batista e colaboradores (2017) monitoraram as temperaturas dessa regiao
durante trés anos e observaram que na porcéo interna da baia, que é abrigada,
a temperaturas maxima foi de 29°C, enquanto a temperatura minima foi de

12,5°C. Na porcéo externa da baia, regido sujeita a agéo direta deste fenébmeno,
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a temperatura maxima foi de 29°C, e a minima registrada alcancou os 11°C

(op.cit.).

2.2.2 Pontos de amostragem

e Acompanhamento do crescimento

Dois pontos localizados em areas distintas da Baia de Arraial do Cabo
foram selecionados para acompanhar o crescimento da esponja Darwinella sp.:
llha de Cabo Frio (23°00°03”S; 42°00°’40”W) e llha dos Porcos (22°57°57"S;
41°59’36"W) (Figura 2.1). A llha de Cabo Frio localiza se na por¢ao sul da Baia
de Arraial do Cabo que possui entrada de aguas frias da ressurgéncia
esporadicamente, e a Ilha dos Porcos, na porcéo norte da baia e que apresenta

menor presenca da ressurgéncia.

e Ocorréncia da esponja Darwinella sp.

Adicionalmente, foram reavaliados os mesmos 11 pontos visitados ha 30
anos por Muricy et al. (1991), para o registro da ocorréncia de Darwinella sp.,
sendo eles: 1-llha de Cabo Frio, 2- Saco do Gato, 3- Praia dos Anjos, 4- Porto,
5- Fortaleza, 6- Forno,7- llha dos Porcos, 8- Saco dos Cardeiros, 9- Saco do

Anequim, 10 —Pedra Vermelha, 11- Maramuta. (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Mapa de localizacdo do municipio e dos pontos estudados na Baia do Arraial do Cabo
(42°00°'W-22°44’S), sendo: 1-llha de Cabo Frio, 2- Saco do Gato, 3- Praia dos Anjos, 4- Porto, 5-
Fortaleza, 6- Forno,7- llha dos Porcos, 8- Saco dos Cardeiros, 9- Saco do Anequim, 10 —Pedra
Vermelha, 11- Maramuta. Os pontos de acompanhamento do crescimento da esponja Darwinella
sp. na llha dos Porcos (IP; area norte) e llha do Cabo Frio (IF; area sul) estdo destacados com
circulo preto.

2.2.3 Avaliacéo do crescimento da esponja da esponja Darwinella sp.

As amostragens foram realizadas através de mergulho autdbnomo
(SCUBA). Um total de 15 espécimes da esponja Darwinella sp. foi selecionado
em cada localidade, numa profundidade de 8 metros. Nas duas localidades, o
acompanhamento do crescimento da esponja foi realizado em costdes rochosos
com caracteristicas ambientais similares, em relagédo a profundidade, batimento
de onda e grau de inclinacdo dos substratos, afim de minimizar os possiveis

efeitos desses fatores no crescimento da esponja.

Quadrados de 30 cm x 30 cm foram raspados ao redor dos espécimes de
esponja no costdo, de modo que naquele espago permanecessem somente a
esponja alvo deste estudo. Além disso, devido a grande dificuldade em encontrar
individuos com mesma éarea, 0s espécimes selecionados foram previamente

raspados de modo que ao final apresentassem um tamanho de
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aproximadamente 10 cm de diametro. Esta estratégia foi escolhida a fim de evitar
grandes variagcbes e outliers que pudesse interferir no resultado final. A
raspagem foi realizada trés meses antes do inicio da avaliacdo de crescimento,
para garantir a total regeneracéo do tecido (Figura 2.2) (Turon 1998; Henry e

Hart 2005; Ereskovsky et al. 2021).

As areas adjacentes do costao rochoso foram etiqguetadas e as esponjas
fotografadas mensalmente com uma camera digital Canon G12 com caixa
estanque, na qual foi acoplado um frame de ac¢o inox de 20 x 20 cm a distancia
focal de 30 cm. O acompanhamento das esponjas foi realizado entre abril de
2019 e maio de 2020 (Figura 2.2). A temperatura da agua foi monitorada por
sensores Thermochron® iButtons® a cada uma hora, durante mesmo periodo, a
fim de verificar as possiveis influéncias da temperatura sobre o crescimento das

esponjas.
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Figura 2.2 Em (A) Darwinella sp. antes da raspagem no substrato consolidado (fevereiro de
2019); em (B) espécime da esponja apos a raspagem. Em (C) Darwinella sp. no inicio do
monitoramento do crescimento em abril de 2019, e em (D) espécime da esponja no final do
monitoramento em junho de 2020 na llha dos Porcos. Em (E) Darwinella sp. no inicio do
monitoramento do crescimento em abril de 2019, e em (F) espécime da esponja no final do
monitoramento em junho de 2020 na llha de Cabo Frio.
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2.2.4 Ocorréncia de Darwinella sp. na Baia do Arraial do Cabo

O registro de ocorréncia da esponja Darwinella sp. foi avaliada,
visualmente, através de mergulho autbnomo, entre novembro de 2021 e janeiro
de 2022. Em cada localidade (11 pontos), os mergulhadores nadaram em
paralelo ao costdo por um periodo de 20 minutos, na profundidade de 6 metros.
Com um auxilio de uma prancheta foram feitos registros de presenca ou
auséncia da espécie e a contagem do numero de individuos avistados durante o

mergulho em cada ponto.
2.2.5 Taxa de Crescimento

O tamanho das areas (cm?) das esponjas avaliadas mensalmente foram
mensuradas através do programa Image J (Figura 2.3). A quantificacdo da taxa
de crescimento ao longo do tempo foi baseada no estudo de Tanaka et al. (2002)

que utilizou a férmula:

Taxa de crescimento (%) = 100 x At+1 -At

At

Onde At+1 e At sdo area no tempo inicial e no més seguinte, respectivamente.
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Figura 2.3 Exemplo de uma imagem usada para estimativa da area do espécime
da esponja Darwinella sp., no programa Image J.

2.3 ANALISES DOS DADOS

Todas as andlises estatisticas abaixo foram realizadas no programa

Statistica10.0. O nivel de significancia estabelecido foi a = 0,05.
2.3.1 Anédlise de variancia (ANOVA)

As premissas da normalidade dos dados e homogeneidade das variancias,
foram testadas atraves dos testes Shapiro-Wilk e Cochran, respectivamente. A
ANOVA para medidas repetidas foi aplicada para avaliar se o crescimento médio
da esponja Darwinella sp. difere significativamente entre as llha de Cabo Frio
(CF) e llha dos Porcos (IP), ao longo do periodo do estudo. Devido ao alto grau
de variacdo do tamanho das esponjas, os dados de crescimento obtidos foram
transformados em porcentagem. O teste a posteriori de LSD Fisher foi utilizado

para verificar em quais grupos houveram diferengas significativas (p < 0,05).
2.3.2 Teste T Student

O teste T Student foi utilizado para comparar a temperatura média da agua

do mar entre os pontos llha de Cabo Frio e llha dos Porcos.
2.3.3 Correlacao de Pearson

O coeficiente de Pearson foi utilizado para avaliar a correlacdo entre a
temperatura da agua do mar e o crescimento de Darwinella sp. nos pontos de
estudo (Ilha de Cabo Frio e llha dos Porcos). O coeficiente pode ter intervalo de

+1 a -1, onde o valor zero indica que ndo ha associacao entre as duas variaveis,
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enquanto que um valor >0 indica associacao positiva e <0 indica associacao

negativa.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Temperatura

As temperaturas médias da agua variaram de forma semelhante nas duas
areas durante todo o periodo monitorado (Figura 2.4). A temperatura maxima
registrada foi em abril de 2019, sendo de 27,1 °C na llha dos Porcos e 27,2°C na
llha de Cabo Frio. J& a menor temperatura foi de 16,1 °C na Ilha dos Porcos
(fevereiro de 2020) e 13,1°C na llha de Cabo Frio (dezembro de 2020) (Tabela

2.1).

A temperatura média ndo diferiu significativamente entre a Illha dos Porcos e
llha de Cabo Frio (t Student p=0,84). No entanto, a frequéncia das temperaturas
abaixo de 18°C, ao longo dos 14 meses, foi superior na Illha de Cabo Frio quando
comparada a llha dos Porcos. Por exemplo, em dezembro de 2019, a llha de
Cabo Frio apresentou quase 10 vezes mais registros de temperaturas inferiores
a 18°C (410 registros\més), enquanto que a llha dos Porcos apresentou 50
registros\més (Tabela 2.1). Na Ilha de Cabo Frio, foram registradas temperaturas
inferiores a 18°C em 11 dos 14 meses de estudo. Ja na llha dos Porcos, foram
registradas temperaturas menores que 18°C em sete meses (em julho, setembro
e dezembro de 2019 e de janeiro a abril de 2020). Além disso, foi possivel
observar que a amplitude térmica mensal foi superior na Ilha de Cabo Frio

guando comparada a llha dos Porcos (Tabela 2.1).
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Figura 2.4 Temperatura média, maxima e minima (°C) registrada para llha dos Porcos e llha de Cabo
Frio, entre abril de 2019 e maio de 2020. Barra= Desvio padrdo. Linhas pontilhadas em azul com
marcador em circulo representa as temperaturas minimas na llha de Cabo Frio, e com marcador
guadrado representa a temperatura minima na llha dos Porcos. As linhas continuas em rosa com
marcador em circulo representam a temperatura maxima na llha de Cabo frio, e com marcador quadrado
representa a temperatura maxima na llha dos Porcos. As linhas continuas em preto e cinza representam
a média mensal de temperatura na llha de Cabo Frio e Ilha dos Porcos, respectivamente.

Tabela 2.1 Temperaturas (°C) maximas (max.) e minimas (min.) registradas na llha de Cabo Frio e
llha dos Porcos no periodo de abril de 2019 a maio de 2020, medida de hora em hora, em cada
estacdo estudada. Frequéncia de ocorréncia da temperatura menor que 18°C, caracterizando a
influéncia da ressurgéncia (ACAS) neste periodo.

Ilha dos Porcos Abr. Mai. Jun. Jul. Ago Set. Out. Nov Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai.
Temperatura min. 20,8 224 21,3 180 20,7 20,1 --- - 17,7 170 16,1 176 179 228
Temperatura max. 271 26,3 253 243 225 230 -- 25,1 259 259 256 254 243

Frequéncia de
Temperaturas <18°C - 10 -—-- 18 - - 50 70 42 21 19

Ilha de Cabo Frio
Abr. Mai. Jun. Jul. Ago Set. Out. Nov Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai.

Temperatura min. 155 165 179 171 192 151 14,0 13,7 131 14,1 150 144 14,7 181
Temperatura max. 27,2 2655 253 246 228 232 245 240 253 265 250 263 259 250

Frequéncia de ocorréncia
de temperaturas <18°C 36 11 7 21 -—-- 18 165 244 410 347 106 144 110 13
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2.4.2 Taxa de crescimento de Darwinella sp.

Os crescimentos dos individuos oscilaram similarmente ao longo de todo
o periodo do estudo, nos dois pontos analisados (Figura 2.5). Em abril e maio
de 2019, foram registradas as maiores taxas de crescimento para as esponjas
presentes nas ilhas de Cabo Frio e dos Porcos (>4% e >7%, respectivamente).
Em junho de 2019, foi registrado o maior encolhimento no tamanho da esponja
durante todo o periodo de monitoramento, em ambos os pontos (-11% para llha
de Cabo Frio e -6% na llha dos Porcos, respectivamente). Nos meses seguintes,
de julho a setembro de 2019, observou se uma variagdo no crescimento de
Darwinella sp., enquanto a area da esponja se manteve praticamente constante
até dezembro de 2019, nos dois pontos. Entretanto, a partir de janeiro de 2020,
verificou se novamente uma oscilagdo do crescimento, alternando entre aumento
e reducdo do tamanho da esponja. Ao final do periodo de estudo, o crescimento
meédio anual da esponja Darwinella sp. foi equivalente a 62% para llha de Cabo

Frio e 67% na llha dos Porcos.

Foram observadas diferencas significativas na interacdo dos fatores
crescimento e tempo, ao longo do periodo de monitoramento (ANOVA
F13,364=4,75 p< 0,01). O crescimento de Darwinella sp. foi significativamente
diferente entre os periodos de junho a setembro de 2019, quando comparado ao
periodo de fevereiro a maio de 2020, nas duas areas estudadas (a posteriori LSD
Fisher; p<0.05) (ver tabela 2.2). Também foram observadas diferencas
significativas no crescimento ao longo do tempo, e entre 0os pontos de estudo
(Ilha de Cabo Frio e llha dos Porcos) (p<0,001), quando analisados de forma

isolada.
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Figura 2.5. Crescimento (%) da esponja Darwinella sp. na llha de Cabo Frio e llha dos Porcos, Arraial
do Cabo, RJ, ao longo de 14 meses de estudo (de abril de 2019 a maio de 2020). As medi¢bes foram
feitas mensalmente. Barra= Desvio padrao.

Tabela 2.2 ANOVA para medidas repetidas do crescimento de Darwinella sp. na llha de Cabo Frio
e llha dos Porcos, do periodo de abril de 2019 a maio de 2020.

G.L F p
1 26,93 < 0,001*
Porcos e Cabo Frio
Darwinella sp. Tempo 13 17,18 <0,001*
Tempo* Porcos e 13 4,75 < 0,001*

Cabo Frio
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2.4.3 Variacdo do crescimento da esponja Darwinella sp. em funcao da
temperatura na llha dos Porcos.

O grafico abaixo mostra a variagdo do crescimento da esponja
Darwinella sp. em funcdo da variagao da temperatura da agua na llha dos Porcos
ao longo dos 14 meses de monitoramento (Figura 2.6). A correlacéo entre o
crescimento e a temperatura média, minima e maxima nao foram significativas
para Ilhas dos Porcos (p>0,05; média: r=0,33; minima: r=0,28; maxima: r=0,25).
No entanto, foi possivel observar algumas tendéncias de crescimento da espécie

com a variacdo da temperatura em parte do periodo do estudo.

Nos meses de maio e junho de 2019 foi observado uma reduc¢éo do tamanho
da esponja (de 7% para -5%), concomitantemente também houve uma queda
nas temperaturas (média de 25% para 23%). J& de dezembro a janeiro de 2020
foi observado um aumento no tamanho da esponja (5%), neste mesmo periodo
a temperatura maxima e minima alcancou os 25°C e 17°C, respectivamente.
Posteriormente, em fevereiro, houve uma reducdo de -2% do tamanho da
esponja, essa reducdo do crescimento foi seguida por uma queda na
temperatura, que atingiu a minima de 16°C. Em seguida, nos meses de marco e
abril, o crescimento da esponja reduziu (-0,45% e -0,86%) mesmo com as
médias de temperatura acima dos 21°C. No entanto, foi possivel observar que

neste mesmo periodo as temperaturas minimas ficaram abaixo dos 18°C.
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Ilha dos Porcos

Abr Mai Jun Jul Agt Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai

mmmmm Média de crescimento

Média da temperatura == = Temperatura maxima == = Temperatura minima

Figura 2.6. Crescimento de Darwinella sp. em relacdo a temperatura média mensal, maxima e
minima (°C) na Ilha dos Porcos, Arraial do Cabo. O eixo y a esquerda representa os valores da
temperatura (média, minima e maxima), e a direita do eixo y, a proporc¢ao de crescimento da espécie
ao longo do tempo. As linhas pontilhadas representam os valores de temperatura maxima e minima
e a linha continua refere-se a média mensal de temperatura no ponto amostrado. O eixo X
representa as taxas de crescimento da esponja entre abril de 2019 e junho de 2020.

2.4.4 Variacdo do crescimento da esponja Darwinella sp. em funcao da
temperatura na llha de Cabo Frio.

N&o foi observada uma correlacdo positiva entre o crescimento da esponja
Darwinella sp. e a variacdo da temperatura da agua do mar (média, minima e
maxima) na Ilha de Cabo Frio (p>0,05; média: r=0,40; minima: r= 0,47; maxima:
r=0,38) (Figura 2.7). Mas assim como na llha dos Porcos, foi observado uma
tendéncia de crescimento da espécie relacionada com a variacdo da
temperatura. Por exemplo, nos meses de maio e junho de 2019 a esponja
apresentou uma reducédo do seu crescimento de 2% para -10%, durante este
periodo foi observado que a temperatura média e maxima reduziu

aproximadamente em 1°C (24°C para 22°C e 26 °C para 25°C, respectivamente),
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e a temperatura minima alcancou os 17°C. Posteriormente, de setembro a
dezembro de 2020 o crescimento variou de 2% a -0,42%, concomitantemente,
neste periodo também foram registradas as menores temperaturas da agua do
mar, onde a média e minima oscilou de 21°C para 19°C e de 15°C para 13°C,
respectivamente. Em contrapartida, a temperatura maxima variou de 23°C para
25°C neste periodo. De fevereiro a marco foi observada um aumento no
crescimento (-0,55% para 3%), correspondendo a periodos anteriores de
temperatura superior a 21°C (média e maxima). Em seguida, em abril, a esponja
teve o tamanho reduzido (-6%) mesmo com as médias de temperatura acima
dos 21°C. No entanto, foi possivel observar que neste mesmo periodo as

temperaturas minimas ficaram abaixo dos 15°C.

Ilha de Cabo Frio

Abr Mai Jun Jul Agt Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai

I Média do crescimento

Média da temperatura == = Temperatura Maxima e= = Temperatura minima

Figura 2.7 Crescimento de Darwinella sp. em relacédo a temperatura média mensal, maxima e minima
(°C) na llha de Cabo Frio, Arraial do Cabo. O eixo y a esquerda representa os valores da temperatura
(média, minima e maxima), e a direita do eixo y, a propor¢do de crescimento da espécie ao longo do
tempo. As linhas pontilhadas representam os valores de temperatura maxima e minima e a linha
continua refere-se a média mensal de temperatura no ponto amostrado. O eixo x representa as taxas
de crescimento da esponja entre abril de 2019 e junho de 2020.
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2.4.5 Ocorréncia de Darwinella sp.

A presenca da esponja Darwinella sp. foi detectada em todos os 11 pontos de estudo
da Baia de Arraial do Cabo (Tabela 2.3). Dentre os locais observados, a Ilha dos
Porcos apresentou o maior nimero de individuos (N=30). Em contrapartida, o Porto

registrou a presenca do menor numero de individuos (N=3).

Tabela 2.3. Ocorréncia (X) e Auséncia (0) de Darwinella sp. e 0 nimero de individuos
da esponja observados ao longo de cada mergulho realizado nos 11 pontos da Baia
Arraial do Cabo, entre novembro de 2021 e fevereiro de 2022. O (X) indica os locais

onde a presenca da esponja foi registrada.

Pontos Ocorréncia N° de individuos
Ilha dos Porcos X 30
Saco dos Cardeiros X 28
Saco do Anequim X 25
Pedra Vermelha* X 18
Forno* X 15
Praia dos Anjos X 11
Maramuta X 13
Ilha de Cabo Frio X 12
Fortaleza X 8
Saco do Gato X 8
Porto X 3

*pontos com registro de Darwinella sp. ha 30 anos atras (Muricy et al., 1991).

2.5 DISCUSSAO

No presente estudo, percebe-se que a dindmica oceanografica na Baia
do Arraial do Cabo faz com que tenhamos uma diferenca na temperatura da 4gua
do mar, numa pequena escala de distancia. Apesar das temperaturas maximas
e minimas ndo apresentarem diferencas significativas entre os pontos de
amostragem, foi possivel observar que a presenc¢a de temperaturas inferiores a

18°C foram mais frequentes na llha de Cabo Frio quando comparada a llha dos

Porcos.
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As diferencas na frequéncia das temperaturas minimas (<18°C)
encontradas entre os dois pontos estao relacionadas as suas localizacfes dentro
da area do estudo. De acordo com Calado et al. (2020), o fenébmeno da
ressurgéncia, desencadeado pelo regime de ventos na regido, ocorre com maior
intensidade proximo a llha de Cabo Frio e pode reduzir a temperatura da agua
(<18° C) em determinadas regifes. Devido a sua localizac&o, proxima a entrada
da baia, no eixo Boqueirdo-Ponta Leste, a llha de Cabo Frio fica mais sujeita a
uma intensa circulacdo de aguas. Quando regime de ventos Sudoeste €&
predominante na regido, as aguas de subsidéncia (> a 18°C) entram pelo
Boqueirdo em direcdo a Ponta Leste («). Se o vento Nordeste é predominante,
o sentido desta circulagcéo se inverte em diregao ao Boqueirdo (—). E séo estes
ventos Nordeste que sdo predominantes na regido e essenciais para a
ocorréncia da ressurgéncia quando, no geral, as temperaturas préximas a
entrada da baia podem atingir a minima de 11°C (Batista et al. 2016). J4 a llha
dos Porcos, situa se mais ao norte da baia e apresenta uma baixa hidrodinamica,

ficando menos sujeita as grandes variacfes de temperatura (Calado et al. 2020).

A temperatura no ambiente marinho € um dos principais fatores que
influéncia no crescimento dos invertebrados marinhos (Brusca et al. 2019).
Apesar disso, néo foi observada uma correlagéo positiva entre a temperatura da
agua do mar (média, maxima e minima) e o crescimento da esponja Darwinella
sSp. nos dois pontos amostrados. Entretanto, embora nao tenha sido observada
uma correlacdo significativa entre tais varidveis, os dados mostram que o
crescimento de Darwinella sp. acompanhou a oscilacdo da temperatura em

alguns periodos do monitoramento.
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Indmeros trabalhos correlacionam positivamente o crescimento de
esponjas com a temperatura da agua (Barthel 1986; Garrabou e Zabala 2001;
Page 2005; McMurray et al. 2008; Garrabou, 2009; 2019; Leong e Pawlik 2010;
Duckworth e Wolff 2011; Di Camillo 2013). De Caralt (2008), por exemplo,
observou que em periodos onde a temperatura da agua estava mais elevada
(21°C), a esponja do Mediterraneo Corticium candelabrum apresentou
crescimento positivo. O oposto ocorreu durante a influéncia de aguas mais frias
(<21°C), onde a esponja apresentou crescimento negativo (taxas de
encolhimento). Resultados semelhantes ao do presente estudo também foram
encontrados por Tanaka (2002), para a esponja incrustante Halichondria okadai
em Oura Bay, no sul do Japao. O trabalho destacou, que apesar ndo existir uma
correlacéo positiva entre os fatores crescimento e temperatura em alguns pontos
do estudo, foi possivel observar que houve uma tendéncia de crescimento nos
meses mais quentes, entre a primavera e verao (temperatura variando entre 22-
25°C). Ja a reducédo do crescimento foi observada nos meses mais frios, durante

inverno (temperatura inferior a 20°C) (op.cit.).

Segundo Leong e Pawlik (2010), a disponibilidade de alimentos também é
um dos fatores cruciais que influenciam no crescimento das esponjas.
Geralmente, as maiores taxas de crescimento ocorrem em meses onde
produtividade primaria € mais elevada e ha maior oferta de alimentos (Elvin 1976,
Duckworth et al. 2004, McMurray et al. 2008; Lana e Oliveira 2022). Assim,
embora a influéncia da ressurgéncia reduza a temperatura da agua do mar, este
fendbmeno traz consigo um elevado input de nutrientes e que acarreta,
consequentemente, numa elevada produtividade primaria (Valentin et al. 1987;

Guimaraes e Coutinho, 1996; Candella, 2009; Calado et al. 2020). Deste modo,
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0 aumento da produtividade primaria ocasionada pela influéncia da ressurgéncia,
pode ter contribuido para o crescimento de Darwinella sp., mesmo nas épocas
de aguas frias. Tal fato pode explicar os periodos de aumento do crescimento
mesmo Nos meses em que as meédias de temperaturas estavam <21°C. Por outro
lado, houve um periodo (abril de 2020) em qué percebe-se reducdo do
crescimento da esponja mesmo com a temperatura média da agua do mar acima
de 21°C.Desta forma, provavelmente existem outros fatores ambientais que

agem em sinergismo e que afetam o crescimento da esponja.

Outros fatores ndo abordados no presente estudo também podem exercer
influéncia sobre o crescimento da esponja nos dois pontos de monitoramento,
como por exemplo: competicado (Hoppe 1988; De Caralt et al. 2013; Olinger et
al. 2021) e predagao (Wulff 2012; Wulff 2020). A diferenga de crescimento
observada entre a llha dos Porcos e a llha de Cabo Frio pode ser resultado da
interagcdo competitiva da esponja Darwinella sp. com outros organismos do
substrato consolidado ou mesmo uma resposta a acdo de predadores. Hill (1998)
destaca que estratégias de defesa e crescimento podem representar alternativas
para esponjas que lidam com pastoreio e\ou predacdo. Além disso, em
ambientes altamente dinamicos, o crescimento € um recurso para evitar a perda

do espaco ja ocupado (Ayling 1983; McMurray et al. 2015).

Outra possivel hipétese para explicar a diferenca de crescimento observada
pode estar relacionada com alocacdo de recursos para defesa (Leong e Pawlik
2010; 2011). Conforme os resultados encontrados no capitulo 3 deste estudo, a
producdo de substancias quimicas (metabdlitos secundarios) pode variar de
acordo com a interagdo competitiva da esponja Darwinella sp. no substrato

consolidado, de modo que, o potencial de resposta quimica produzida é
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influenciado diretamente pela identidade do seu organismo vizinho. Dessa
maneira, a variacdo de investimento metabdlico em recursos de defesa para
Darwinella sp., diante dos diferentes organismos presentes na comunidade
bentdnica, possivelmente pode refletir numa variacdo intrapopulacional nas
taxas de crescimento. Assim, 0s processos de alocacdo de energia para defesa
quimica podem estar influenciando as mudancas temporais na taxa de
crescimento de Darwinella sp., como verificado para outras espécies (Leong e

Pawlik 2010; 2011).

O primeiro registro para esponja Darwinella sp. em Arraial do Cabo foi em
1991 (Muricy et al. 1991), quando a sua presenca foi constatada dois pontos da
baia, na Pedra Vermelha e no Forno. Atualmente, 30 anos depois, foi possivel
observar uma mudanca de cenario, onde esta espécie encontra se distribuida
em todas as areas da baia e pode cobrir até 1m? da superficie dos costdes
rochosos (observacdo pessoal). De forma geral, foi possivel observar que a
distribuicdo da esponja Darwinella sp. ao longo dos costbes rochosos ocorre de
forma unidirecional (norte — sul). A area ao norte da baia, onde encontra se a
llha dos Porcos, Saco dos Cardeiros e Saco do Anequim abrigam o0 maior
namero de individuos da esponja Darwinella sp.; enquanto que nas areas
centrais e mais ao sul esse numero € reduzido. Resultado semelhante foi
encontrado por Batista e colaboradores (2017), para a distribuicdo do coral T.
coccinea dentro da Baia do Arraial do Cabo, que sugerem a temperatura como

fator limitante.

A expansao da esponja Darwinella sp. em Arraial do Cabo nas ultimas
décadas sugere que esta espécie seja mais tolerante a condicdes adversas do

ambiente, visto que, observa-se uma reducdo na cobertura dos poriferos em
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Arraial do Cabo. Esponjas que eram abundantes na regido, como por exemplo,
Amphimedon viridis, Mycale microsigmatosa e Arenosclera brasiliensis (Muricy
et al. 1991), atualmente, sdo raramente observadas. Sabe-se que as esponjas
Ssao animais muito sensiveis as varia¢cdes ambientais e, nos ultimos anos, Arraial
do Cabo vem sofrendo transformacdes devido a pressao antropica (Soledad et
al., 2020). Por exemplo, o niumero de embarcacdes (turismo e pesqueira) na
regido aumentou expressivamente, ocasionando um aumento do impacto sobre
os costdes em funcdo do revolvimento de sedimento e que pode soterrar as
esponjas (Moraes et al. 2012; Mendonca et al. 2013; Silva 2018). Em vista disso,
€ possivel sugerir que a esponja Darwinella sp. presente na regiao de Arraial do
Cabo seja uma espécie resistente aos impactos antropogénicos locais, quando

comparadas com outras espécies de esponjas da regido.

Dessa maneira, 0 presente trabalho contribuiu no entendimento sobre a
dindmica de crescimento da esponja Darwinella sp. em razao do fator abiotico
temperatura. Além disso, foi possivel elucidar sua atual ocorréncia nos costées
rochosos da Baia de Arraial do Cabo. Como perspectivas futuras, estudos
considerando outros fatores ambientais, tais como: competicdo, predacéo,
disponibilidade de recursos, entre outros, se faz necessario para maior
compreensao dos padrbes de crescimento, ocorréncia e distribuicdo da esponja

Darwinella sp.
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2.6 CONCLUSAO

e A temperatura da 4gua do mar ndo exerce influéncia sobre o crescimento da
esponja Darwinella sp. em nenhuma das areas (llha de Cabo Frio e Ilha dos
Porcos) estudados para Baia do Arraial do Cabo.

e Adiferenca de crescimento observada entre as duas regides (Ilha de Cabo Frio
e llha dos Porcos) possivelmente pode estar relacionada ao sinergismo de
outros fatores bioticos ou abioticos ndo abordados neste estudo.
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Capitulo 3

Estudo da variacéo do perfil quimico da esponja
Darwinella sp. (Porifera: Dendroceratida) frente a
relacdes ecoldgicas de competicbes interespecificas na
regiao de Arraial do Cabo, RJ”.
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RESUMO

O espaco € um recurso altamente limitante para organismos sésseis
marinhos que habitam substratos consolidados. Assim, interacdes competitivas
por espago s&o comuns em ambientes bentOnicos, e, geralmente, esses
encontros sdo mediados pela liberacdo de substancias quimicas. A esponja
Darwinella sp. € um membro abundante da comunidade benténica de Arraial do
Cabo. Nesta regido, Darwinella sp. é frequentemente observada crescendo
proximo ao coral invasor Tubastraea coccinea, ao antozoario Palythoa
caribaeorum e a algas turf , sugerindo uma forte interacéo entre essas espécies e
a esponja. Desta maneira, 0 objetivo do presente estudo foi verificar se o perfil
qguimico da esponja Darwinella sp. pode variar quando em interacdo com esses
respectivos competidores. Para isso, o trabalho compara o perfil quimico entres
areas dos tecidos que estdo diretamente em contato com 0S organismos
(fronteira) e as areas onde ndo existe contato (parte interna), afim verificar se
existe alguma variacdo na producédo de metabolitos secundarios. Ambas as partes
da esponja amostradas (fronteira e parte interna) foram comparadas também com
tecidos coletados de outros espécimes de Darwinella sp. que ocorrem em grandes
manchas, onde s6 havia a presenca da esponja (controle). Todas anélises foram
realizadas através de cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas (GC/EM), e o perfil quimico de cada amostra foi realizada com base nos
dados do espectro de massa e tempo de retencao das substancias. Os resultados
mostram a existéncia de uma variabilidade quimica disposta espacialmente em
diferentes partes do tecido de Darwinella sp. (fronteira e parte interna) quando
comparados aos controles, o que pode ser indicativo de uma estratégia de defesa
desenvolvida pela espécie. Na interacéo entre a esponja e Palythoa caribaeorum,
as substancias majoritarias como terpenos e esterdis foram detectadas de forma
homogénea pelo tecido da esponja (parte interna e fronteira), no entanto, foram
diferentes quando comparadas ao controle. Na interacao da esponja com o coral
Tubastraea coccinea foram detectadas variagdes na abundancia de terpenos e
esterdis entre a area de fronteira e parte interna. E por ultimo, a interac@o entre
as algas e a esponja foi a Unica que ndo demonstrou diferencas quimicas entre
os tratamentos e o0s controles, sugerindo que a presenca das algas nao influencia
no perfil quimico da esponja Darwinella sp..Assim, de acordo com os resultados
encontrados, sugere-se que o perfil quimico de Darwinella sp. é capaz de variar
conforme a identidade dos competidores que compartiham o substrato
consolidado com a esponja.

Palavras chave: Competicdo, Darwinella sp., metabdlitos secundarios e perfil
quimico.
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ABSTRACT

Space is a highly limiting resource for marine sessile organisms inhabiting
consolidated substrates. Thus, competitive interactions for space are common in
benthic environments, and usually these encounters are mediated by the release of
chemicals. The sponge Darwinella sp. is an abundant member of the Arraial do
Cabo benthic community. In this region, Darwinella sp. is frequently observed
growing near the invasive coral Tubastraea coccinea, the antozoan Palythoa
caribaeorum and turf algae, suggesting a strong interaction between these species
and the sponge. Thus, the aim of the present study was to verify whether the
chemical profile of the sponge Darwinella sp. can vary when in interaction with these
respective competitors. For this, the study compares the chemical profile between
areas of the tissues that are directly in contact with the organisms (border) and areas
where there is no contact (internal part), in order to verify if there is any variation in
the production of secondary metabolites. Both parts of the sponge sampled (border
and inner part) were compared also with tissues collected from other specimens of
Darwinella sp. that occur in large patches, where there was only the presence of the
sponge (control). All analyses were performed using gas chromatography coupled
to a mass spectrometer (GC/MS), and the chemical profile of each sample was
performed based on the mass spectrum data and retention time of the substances.
The results show the existence of spatially arranged chemical variability in different
parts of the Darwinella sp. tissue (border and inner part) when compared to controls,
which may be indicative of a defense strategy developed by the species. In the
interaction between the sponge and Palythoa caribaeorum, the majority substances
such as terpenes and sterols were detected homogeneously throughout the sponge
tissue (internal and border area), however, they were different when compared to
the control. In the interaction of the sponge with the coral Tubastraea coccinea,
variations in the abundance of terpenes and sterols were detected between the
border area and inner part. And finally, the interaction between the algae and the
sponge was the only one that did not show chemical differences between the
treatments and the controls, suggesting that the presence of the algae does not
influence the chemical profile of the sponge Darwinella sp..Thus, according to the
results found, it is suggested that the chemical profile of Darwinella sp. is able to
vary according to the identity of the competitors that share the consolidated
substrate with the sponge.

Key words: competition, Darwinella sp., secondary metabolites and chemical
profile.
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3.1INTRODUCAO

A disponibilidade de espaco € um componente vital para a sobrevivéncia
de invertebrados bentdnicos marinhos, pois 0s organismos sésseis sao
dependentes de recursos disponiveis em uma determinada area para o seu
estabelecimento e crescimento na comunidade bentbnica (Jackson 1975, Bell
2003, Galitz et al. 2021). Por ser altamente limitante, a disputa por este recurso
gera processos competitivos entre as espécies presentes no substrato
consolidado (Aerts 2000), e em funcdo disso, 0 espago atua como um fator
limitante que pode afetar a biodiversidade nesses habitats (Sandin e McNamara
2012).

Para garantir o seu sucesso e estabelecimento, os invertebrados
marinhos dispdem de estratégias que 0s permitem sobreviver em um ambiente
altamente dindmico e competitivo (Jackson 1975; Chadwick et al. 2011).
Mecanismos fisicos e quimicos sdo descritos como importantes estratégias para
sobrevivéncia e manutencao desses organismos em um determinado ambiente,
tais como: padrdoes de sobrecrescimento de esponjas (Porter e Targett 1988,
Aerts e Van Soest 1997, Aerts 1998, Chadwick e Morrow 2011, Wang et al. 2012
e Silva 2014), comportamento agressivo ocasionado pela extruséo de filamentos
mesentéricos por corais (Paula 2007, Santos 2013, Hennessey e Sammarco
2014) e uso de mecanismo de defesa quimica que envolve a producédo de
metabalitos secundarios com funcéo alelopatica (Santos 2013, De Paula 2007,
Silva 2014, Miranda 2016). Neste caso, tem sido demonstrado que as defesas
guimicas garantem a manutencdo da disponibilidade de espaco através da
eliminacdo ou deslocamento do concorrente mediado pela liberagcdo de

compostos bioativos (Aerts e Van Soest 1997). Aléem disso, as atividades
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alelopaticas também atuam na reducdo da pressdo por predadores e exercem

acao antiincrustante (Aerts e Van Soest 1997).

Entre todos os invertebrados sésseis, as esponjas se destacam por
estarem entre o0s organismos marinhos que possuem o0 maior numero e
diversidade de metabdlitos secundarios (Aerts e Van Soest 1997). Os
representantes do Filo Porifera sdo considerados organismos de sucesso no
reino animal e grandes concorrentes em processos competitivos (Wulff 2020). A
maioria dos estudos sobre interacdo espacial mediada por compostos quimicos
foi realizado em esponjas e corais, e destacam os poriferos como individuos
competitivamente superiores (ver Sullivan et al. 1983; de Voogd et al. 2004;

Pawlik et al. 2007).

Ainda h& poucos trabalhos que descreveram, entretanto, sobre como se
da a distribuicdo espacial de metabdlitos secundarios nos tecidos das esponjas
guando encontram-se em interagbes competitivas com organismos vizinhos.
Segundo Rohde (2011), as esponjas podem aumentar o seu potencial defensivo
através da alocacdo ndo aleatéria de metabdlitos secundarios em diferentes
partes do seu corpo, entre diferentes individuos de uma mesma populacéo e
entre populacdes diferentes de uma mesma espécie (Hay e Steinberg 1992).

De acordo com teoria de defesa 6tima (TOD), os metabdlitos secundarios
podem ser encontrados em maiores concentracdes nas areas consideradas
mais vitais (como o6rgaos reprodutivos e tecidos de crescimento), ou seja,
aguelas que podem estar expostas a acdo de predadores e potenciais
competidores. Contudo, nas areas (tecidos) onde a perda seria menos prejudicial
para a sobrevivéncia da espécie, a alocacdo de metabdlitos secundarios seria

menor. Dessa maneira, as esponjas conseguem reduzir o custo de producéo
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gerado por esses processos, uma vez que O investimento em compostos
bioativos demanda a alocacéo de energia de funcdes vitais como crescimento,
reproducdo, reserva energética e manutencdo do organismo (Cronin 2001,
Texeira 2009). Por exemplo, Becerro et al. (1998) e Schupp et al. (1999)
encontraram concentragcdes mais altas de metabdlitos defensivos em partes
mais apicais em comparacdo com as partes basais da esponja. Similarmente, ja
foram detectadas maiores concentracbes de metabdlitos de dissuasdo contra
predacédo de peixes (Freeman e Gleason, 2010) e estrelas do mar (Peters et al.
2009) nas camadas mais externa dos tecidos de diferentes espécies de
esponjas.

A esponja Darwinella sp. € um membro comum e abundante na
comunidade bentonica de Arraial do Cabo (Batista et al. 2020). Nesta regido, a
esponja Darwinella é frequentemente observada crescendo proximo ao coral
invasor Tubastraea coccinea, ao antozoario Palythoa caribaeorum e a algas turf,
sugerindo uma forte interacdo entre essas espécies e a esponja (observacéo
pessoal). Todos estes potenciais competidores de Darwinella sp. séo
abundantes nessa regido e detém grande potencial alelopatico (Oliveira 2005;
Batista et al. 2017; Guilhem et al. 2020; Mello Fonseca et al. 2021; Oliveira et al.
2022). Para a esponja Darwinella sp., sdo descritos compostos como terpenos e
esterdis (Ramirez 2017), entretanto, ndo ha dados a respeito da variacao
quimica diante de interacdes competitivas. Esta espécie vem colonizando e
ocupando cada vez mais costdes rochosos em Arraial do Cabo, sugerindo seu
alto potencial competitivo ocasionado por uma producédo diferenciada de

metabolitos secundarios.
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Desta maneira, o presente estudo tem o objetivo de verificar o perfil quimico
da esponja Darwinella sp. quando se encontra em contato com distintos
competidores (T. coccinea, P. caribaeorum e algas turf). Para isso, o trabalho
compara o perfil guimico entres areas que estéo diretamente em contato com 0s
organismos (fronteira) e as areas onde ndo existe contato (parte interna), afim

verificar se existe alguma variacdo na producdo de metabolitos secundarios.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Coleta da esponja Darwinella sp.

Nos meses de setembro, outubro e novembro de 2019, espécimes da
esponja Darwinella sp. (N=42) foram coletadas na llha dos Porcos (22°58'01" S,
41°59'33”) em uma profundidade de oito metros (Figura 3.1). Os espécimes da
esponja foram selecionados no costdo rochoso quando em interagdo com trés
potenciais competidores: o coral sol T. coccinea (N=6), o zoantideo baba de boi
P. caribaeorum (N=6) e algas turf (N=6). Para cada interagcdo com o organismo
competidor, o tecido da esponja foi dividido e coletado separadamente, em duas
secoes: area de contato direto (contato fisico; N=6) e area sem contato (parte
interna; N=6) com o organismo competidor, com a finalidade de comparar o perfil
quimico entre essas duas areas. Além disso, para o controle (N=6), foram
escolhidos locais onde a esponja era dominante no costdo rochoso e sem

nenhum organismo vizinho aparente (Figura 3.2 e 3.3).

ApOs a coleta, todos os espécimes foram armazenados e encaminhados ao
Laboratério de Recursos Marinhos (LAREMAR) no Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira (IEAPM), onde a fauna associada foi retirada, as
esponjas pesadas (peso umido) e posteriormente congeladas. Em seguida, as

amostras foram encaminhadas ao laboratério de quimica do Grupo de Produtos
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Naturais de Organismos Agquaticos (GPNOA), localizado na Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), campus Macaé, para preparacdo e analise da

composicao quimica.

Brazil

.
Baia do
Arraial do Cabo

23°S

w TKm

[N 1

Figura 3.1 Mapa de localizagdo do municipio de Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil
e ponto de coleta dos espécimes de Darwinella sp. na Baia do Arraial do Cabo, llha dos
Porcos (em vermelho).

Figura 3.2 Interacdo da esponja Darwinella sp. com seus respectivos competidores. Em (A) interagcao
entre Darwinella sp. e Tubastraea coccinea, em (B) interacdo entre Darwinella sp. e Palythoa
caribaeorum e em (C) interacéo entre Darwinella sp. e algas turf.
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Interacdo entre Darwinella sp. e Palythoa caribaeorum Interacéo entre Darwinella sp. e algas turf
A B
Parte
_Parte B interna | Fronteira
interna
N=6 N=6 N=6 N=6
Interacdo entre Darwinella sp. e coral Tubastraea Controle da esponja Darwinella sp.
C D
. PR . Controle
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N=6
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Figura 3.3 Desenho esquematico representando a metodologia utilizada para coleta do tecido da
esponja Darwinella sp. realizada na llha dos Porcos. Em (A) coleta de tecido na area fronteira de
interacdo entre Darwinella sp. e Palythoa caribaeorum (N=6) e parte interna (N=6); em (B) coleta de
tecido na é&rea fronteira de interagdo entre Darwinella sp. e algas turf fronteira (N=6) e parte interna
(N=6), em (C) Interacao entre Darwinella sp. e Tubastraea coccinea fronteira (N=6) e parte interna (N=6)
e em (D) Darwinella sp. como controle (n=6).

3.2.2 Extracao das substancias organicas

Os espécimes da esponja Darwinella sp. foram liofizadas separadamente
e cada o extrato bruto, foi obtido por meio de maceracdo estatica em uma
mistura de acetato de etila e metanol (AcOEt: MeOH 1:1 v/v, HPLC, TEDIA), na
proporcdo de 1 mlde solucdo por 0,118 g de biomassa seca da esponja. Apos
adicdo da mistura dos solventes, o material foi colocado no ultrassom por 20
minutos, seguido de duas horas de descanso e filtrado por gravidade. O mesmo
processo foi repetido por mais duas vezes com tempo de descanso de 16 horas
para a segunda e 2 horas para a terceira extragao. Os materiais obtidos durante
as trés repeticbes do procedimento foram reunidos e o0s solventes foram

evaporados sob pressdo reduzida com o auxilio de um rotaevaporador. Um
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total de 42 extratos brutos foram obtidos, sendo eles: 18 amostras da area de

fronteira, 18 amostras da area interna e 6 controles.

3.2.3 Andlise dos perfis quimicos

3.2.3.1 Preparacgéao

Os extratos foram solubilizados em diclorometano (grau HPLC, Tedia) e
filtrados em filtro de seringa PTFE de 0,45 um (Millipore, EUA) para remover
qualquer possivel material particulado presente na amostra. Em seguida, o
solvente foi evaporado e as amostras liofilizadas. O material restante foi
pesado, ressuspendido em acetato de etila (grau HPLC, Tedia), ajustado para

uma concentracéo final de 1 mg/ml e analisado.

3.2.3.2 Sistema de Cromatografia Gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas (CG-EM)

As analises por GC/EM foram realizadas em um GC-2010 SHIMADZU
acoplado ao espectrometro de massas QP-2010 ultra, composto por um
autoinjetor AOC-20i, com ionizacao por impacto de elétrons a 70 eV e coluna
Rtx-1MS 30m x @int 0,25 milimetros. O método usado teve fluxo de injecdo de
1,20 ml / min no modo split com razao de (1/5), utilizando hélio como gas de
arraste. A temperatura do forno foi programada de 160° C durante 3 minutos,
seguida de trés rampas de temperatura, sendo a primeira até 260° C, a
segunda de 260° C a 300° C e a ultima de 300 ° C a 310 ° C, totalizando 31
minutos. As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram mantidas

constantes em 280 ° C e 200 ° C, respectivamente.
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3.2.3.3 Perfil quimico

A comparacdo dos perfis quimicos para cada uma das amostras foi
realizada com base nos dados do espectro de massa e tempo de retencdo das
substancias. Cada substancia foi identificada pela comparacao de seu espectro
de massa com os disponiveis na biblioteca NIST11, quando exibiram indice de
similaridade superior a 80%, seguido de valores de percentagem de area
relativa. As substancias com abundancia superior a 1% foram consideradas
substancias principais majoritarias. O sofware Metfrag foi utilizado para a
identificacdo das trés classes de substancias majoritarias (detectadas em todas
as amostras) cujo o indice de similaridade foi inferior a 80% de acordo com a
biblioteca NIST11. Este software realiza anotacdo de espectros de massa das
substancias para a identificacdo da estrutura de uma molécula, comparando o
perfil de fragmentacédo das substancias alvo do estudo (n&o identificadas) com
a fragmentacdo das substancias ja registradas em bancos de dados da

literatura (KEGG e Lipidmaps).

3.3 ANALISE DOS DADOS

3.3.1 Anélise de componente principal (ACP)

A variacéo do perfil quimico da esponja Darwinella sp. foi realizada através
da técnica exploratoria multivariada de Analise de Componentes Principais
(ACP). Para a preparagdo prévia dos dados, o software COW?tool
(<http:/mww2.biocentrum.dtu.dk/mycology/analysis/cow/>) foi utilizado como
ferramenta para o alinhamento de base de cada cromatograma e para corrigir o

tempo de retencéo do deslocamento dos picos atravées do algoritmo de distor¢cao
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de correlagdo (COW) (ver Nielsen et al. 1998). A matriz gerada com o valor de
todos os cromatogramas foi centralizada antes de executar a ACP usando o

pacote “ChemometricsWithR” (Wehrens 2011) em R (http://www.R-project.org).

Diferentes combinacdes entre as componentes principais foram realizadas (CP1,
CP2,CP3 e CP4), entretanto, as componentes 1 e 2 (CP1 e CP2) evidenciaram

o melhor percentual de variabilidade quimica entre as amostras.

3.3.2 Anédlise estatistica

O teste paramétrico ANOVA unifatorial foi utilizado para testar se ha
diferenca significativa entre a dispersao dos scores ocupado por cada amostra
nas CP1 e CP2. A normalidade dos dados foi previamente testada através do
teste Shapiro-Wilk. O nivel de significancia estabelecido foi de a=0,05. O teste a
posteriori de Tukey foi utilizado para verificar em quais tratamentos diferiram
significativamente. As analises estatisticas foram realizadas através do

programa Statistic 10.0.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Estudo dos perfis quimicos dos extratos brutos de Darwinella sp.

Os perfis quimicos dos diferentes tratamentos analisados por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) mostrou a presenca de
37 substancias majoritarias (abundancia superior a 1%), das quais 18 tiveram a
sua estrutura sugerida e 19 néo identificadas (Tabela 3.1 e 3.2). Dentre as
substancias encontradas estdo: alcaloides (6), alcoois (9), aldeidos (1, 7, 21),
acidos graxos (2,4), esterois (26,28) hidrocarbonetos (5,11, 24, 25), substancias

nitrogenadas (3, 8) entre outras (10,15, 16) (Tabela 3.1 e 3.2). As substancias
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que apresentaram area = 1% de area relativa de cada extrato bruto foram

evidenciadas nos seus respectivos cromatogramas (Figura 3.4; ANEXO B).

Ao total foram observadas trés substancias majoritarias comuns a todos os
tratamentos e controles, sendo duas nao identificadas (NI1 e NI2). As
substancias NI1 (12) e NI2 (17) foram as mais abundantes em todas as amostras
e se assemelham, respectivamente, a classe dos esterois e terpenos (Figura
3.4). A terceira substancia sugerida é um hidrocarboneto: Pentacyclo
[9.1.0.0(2,4).0(5,7).0(8,10)] dodecane,3,3,6,6,9,9,12,12-octamethyl,anti,syn,anti

(24) (Figura 3.4).

Através do perfil qguimico também foi possivel verificar que tratamentos e
controles variaram quantitativamente e qualitativamente. De acordo com a tabela
3.1, foi possivel observar a maior alocacdo de substancias nos tratamentos
referentes a parte interna do tecido de Darwinella sp. quando em interacdo com
algas turf (Al) e com T. coccinea. Enquanto que a menor alocacdo de
substancias foi registrada no tratamento referente a fronteira do tecido de
Darwinella sp com o coral T. coccinea. Além disso, a menor quantidade de
substancias foi registrada no controle (N=30). Adicionalmente, algumas
substancias detectadas nos diferentes tratamentos ndo foram encontradas no
controle, por exemplo, as substancias identificadas, 1-Nonadecene (5); 2,3-
Hexanediol (6); Hexane 2,3,5-trimethyl (8); NI (27) e beta.-Sitosterol (28). Por
outro lado, as substancias Pentadecanal (1) e o Acido tridecandico (2) foram

encontrados em todas as amostras.
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Tabela 3.1. Substancias dos extratos da esponja Darwinella sp. detectadas pelo CG-EM com area relativa =1%. Compostos com indice de similaridade inferior a 80% pela
biblioteca NIST estdo representados pelas letras NI (n&o identificado). Legendas: Controle (CT) e Darwinella sp. com T. coccinea fronteira (TF) e parte interna (TI). A
letra “x” indica que a substancia nao foi detectada no extrato.

Pico TR Componente Formula Area relativa%
molecular CT1 CT2 | CT3 | CT4 | CT5 | CT6 | TF1 | TF2 | TF3 | TF4 | TF5 | TF6 | TI1 | TI2 | TI3 | TI4 | TI5 | TI6
1 8.07 Pentadecanal Ci15H300 0,52 0,27 0,59 0,27 0,15 0,55 0,24 X 0,18 0,63 0,08 0,64 0,07 0,62 1 0,63 0,87 0,32
2 8.26 Ester metilico do acido tridecanéico CsHyo O2 0,3 0,14 0,18 0,1 0,1 X 0,27 0,24 0,3 0,34 0,43 0,55 0 1,09 0,34 0,62 0,08 0,15
3 8.37 2-Propanone, 1-phenyl-, oxime CgH11NO X X X X X 0,07 | 0,07 | 0,08 X 0,05 X X 0,04 | 0,07 | 0,06 0,1 0,14 X
4 8.87 Acido hexadecandico C16H3202 X X 0,81 X X X X X X X X X 0,05 1,25 0,22 0,26 1,36 0
5 9.55 1-Nonadecene C19Hsg X X X X X X X X X X 0,3 0,4 X 0,96 0,05 0,96 0,28 X
6 9.97 2,3-Hexanediol C6H1402 X X X X X X X X X X X X 0,02 | 0,13 X X X X
7 10.62 8-Hexadecenal, 14-methyl C17H3,0 0,3 X 0,35 X 0,19 0,73 0,27 0,21 0,7 0,8 0,07 1,54 0,03 0,27 0,53 0,88 0,66 0,2
8 10.92 Hexane, 2,3,5-trimethyl- CeHsNs X X X X X X X X X 0,24 0,05 0,25 0,02 0,2 X 0,26 0,27 X
9 11.88 1-Butanol, 3,3-dimethyl- CeH140 X X X X 0,56 0,05 X 0,33 0,11 0,39 0,21 X 0,46 0,1 X 0,19 0,24 X
10 | 12.00 | tert-Butyl cyclopropylmethyl sulfoxide CgH160S X X 0,19 X 1,23 0,2 008 | 0,81 | 0,46 | 0,62 | 0,51 X 0,75 | 0,71 X 0,35 X X
11 12.61 Nonadecene Ci2H2q 0,28 X 0,26 X X 0,18 0,16 0,45 X 0,29 0,29 0,41 0,08 0,88 0,34 0,84 0,49 X
12 15.27 NI 16,75 23,1 | 12,67 | 11,98 | 5,89 | 21,17 | 4,49 | 19,23 | 3,09 | 12,73 | 16,16 | 12,02 | 5,39 | 15,95 | 32,26 | 14,83 | 13,89 | 14,36
13 16.40 NI 1,29 0,5 0,37 X 0,53 0,52 X 1,25 X 1 1,79 0,16 2,6 3,88 1,56 0,59 2,08 X
14 16.70 NI 0,16 X X X X 0,26 X 1,43 X 0,32 0,55 0,12 0,26 0,79 1,09 1,21 0,44 X
15 | 16.85 | 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diisooctyl C24H3304 0,43 058 | 036 | 082 | 0,13 | 0,46 | 1,37 | 0,72 | 1,17 | 1,03 | 0,45 0,8 1,79 | 0,66 | 0,84 | 1,08 | 1,06 | 0,36
ester

16 17.30 1-Propylpentyl trifluoroacetate C10H17F30; 1,56 X 0,34 X 7,33 1,23 1,4 3,2 4,35 2,5 2,42 X 4,68 0,55 X 1,45 0,72 0,03
17 17.42 NI 20,96 19,51 | 15,68 | 25,3 | 35,38 | 20,18 27 29,51 | 26,11 | 15,69 | 22,46 | 11,12 | 25,32 | 23,03 | 14,63 | 19,21 | 13,96 | 17,62
18 17.50 NI 0,73 0,12 0,4 X X X X 0,09 0,63 0,08 0,2 X X 0,81 X 0,69 X
19 17.68 NI 0,07 X 0,24 X 2,39 0,3 0,16 1,24 0,72 0,79 0,71 X 1,31 0,13 0,11 0,55 X X
20 18.10 NI 0,13 X 0,48 X 3,02 0,39 0,21 1,43 0,97 1 0,9 X 1,54 X X 0,56 X 0,21
21 18.24 Retinal CaoH280 0,83 1,3 0,82 0,2 X 0,88 X 0,15 X 1,45 X X 0,04 1,33 5,87 0,36 0,93 0,19
22 18.76 NI 0,84 0,19 0,17 0,16 0,21 0,05 X 0,12 X 0,04 X X 0,35 1,2 0,16 0,06 0,84 X
23 19.71 NI X X 0,18 X X X X X X X X X 13,84 X X X X X
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24 |19.86 | Pentacyclo[9.1.0.0(2,4).0(5,7).0(8,10)]dodec CaoHs» 10 849 | 1,96 | 06 | 0,72 | 3,37 X 4,5 X 667 | 41 | 012 | 544 [1572| 7,2 | 2,02 | 11,81 | 0,67
ane, 3,3,6,6,9,9,12,12-octamethyl-,
anti,syn,anti-

25 |20.00 Cyclohexane, 2,4-diethyl-1-methyl- Ci1H2 0,93 0,8 1,19 X 0,55 | 0,82 X 0,69 X 0,53 X X 0,76 | 0,92 1,3 0,39 | 0,58 | 0,49
26 |23.10 Cholesterol Ca7H460 0,09 X X X 0,17 | 0,29 X 0,19 X 1,3 [ 032 | 442 | 2,6 | 3,23 X 2,81 | 1,88 | 0,26
27 23.58 NI X X X X X X X X X 0,57 0,16 X 1,13 0,28 X 0,43 X X
28 |25.14 Bsitosterol Ca9H500 X X X X X X X X X 0,25 X X 0,556 | 0,1 X 0,34 X X
29 25.90 NI X 0,08 X X X 2,03 X 0,35 X 0,76 X X X X X X X X
30 25.93 NI X X X X 0,26 X X X X X 0,56 X 1 X 0,31 0,7 0,47 0,53
31 26.39 NI X X 0,08 X 0,4 0,3 X X 0,48 0,45 X X 0,79 X 0,23 0,48 0,28 X
32 27.60 NI X X X X X X X 0,09 X X 0,26 X X X X X X 0,1
33 28.05 NI 3,92 3,57 9,83 2,86 0,19 0,63 2,11 1,68 1,23 1,86 2,35 2,07 0,74 7,29 1,38 3,32 5,82 | 16,16
34 28.16 NI X X X X X X X X X X X X X X X X X X
35 28.35 NI 0,14 X X 0,16 X 0,04 X X X X X X 0,07 0,34 0,14 0,08 0,25 X
36 28.86 NI 0,15 X 0,41 1,04 X 0,04 X X X X X 1,68 0,34 0,26 0,31 0,04 X 0,2
37 29.10 NI X X X X X 1,18 X 1,06 X 0,12 0,71 2,71 0,68 X 0,39 X 0,2 X

Tabela 3.2 Substancias dos extratos da esponja Darwinella sp., detectadas pelo CG-EM com area relativa 21%. Substancias com indice de similaridade inferior a 80% pela biblioteca
NIST estédo representados pelas letras NI (ndo identificado). Legendas: Darwinella sp. com P. Caribaeorum fronteira (PF) e parte interna (PI) e Darwinella sp. com algas turf
fronteira (AF) e parte interna (Al). A letra “x” indica que a substancia nao foi detectada no extrato.

Pico | TR Componente Férmula Area relativa %

molecular PF1 PF2 PF3 PF4 PF5 PF6 | PI1 | P12 | PI3 | PI4 | PI5 | PI6 | AF1 | AF2 | AF3 | AF4 | AF5 | AF6 | All1 | Al2 | AI3 | Al4 | AI5 | Al6
1 8.07 Pentadecanal C1s5H300 1,49 1,35 2,43 0,73 1,18 1,06 |0,17 5,47 (1,53 | X 09 (1,38|0,05(0,04| 0,2 |0,24(0,14] X |1,33(0,46| X |0,08| X 0,57
2 8.26 | Ester metilico do acido tridecandico CsH10 O2 X 0,39 0,34 0,32 0,21 0,15 |(0,25]1,17|0,55(0,29 0,42 (0,24|0,43|0,15(0,22| 0,3 |0,17]0,41]10,47(0,26|0,21| 0,7 | 1,2 0,24
3 8.37 2-Propanone, 1-phenyl-, oxime CoH1:NO 0,14 0,09 0,3 0,19 0,31 X 0,09(0,09]0,18| X X X [0,13] X X X (0,08 X |0,06(0,06]0,13|0,11|0,15| 0,12
4 | 8.87 Acido hexadecanéico C16H3,0; X X 0,26 X X X x | x o3s| x [ x [ x [oo8] x [ x [ x | x [ x| x [o22] x {008 x X
5 9.55 1-Nonadecene Ci9H3s X X 0,34 X X X X X X X X X [0,43] X X X X X X [0,41] X 137 X 0,39
6 9.97 2,3-Hexanediol C6H1402 X 0,05 0,14 X X X X 1031 X X X X 10,03 X X X (0,08 X X [0,04] X X X
7 10.62 8-Hexadecenal, 14-methyl C17H320 0,42 1,26 1,38 0,18 0,3 0,37 X |[544(1,12| X X |o0,74] 0,1 (0,16|0,38| 0,2 |0,19]0,24|2,04(0,57]0,38(0,62|0,15| 1,36

107




108

8 10.92 Hexane, 2,3,5-trimethyl CeHgNg 0,12 0,19 0,11 0,32 X X 0,92(0,48| X X X X |0,21]|0,08 0,19 X (024 X |0,13(0,14| X 0,6 X X

11.88 1-Butanol, 3,3-dimethyl CeH140 X 0,04 | 0,36 | 0,17 04 | 075 | X X X X X X |034]| x [0,09] x X x |o005|0,16| X |0,22| X | 0,15
10 12.00 tert-Butyl cyclopropylmethyl CgH160S X 0,03 0,79 0,4 0,94 1,63 |009( X |104| X [(0,25| X [(0,62]0,05|0,25( X X X [009]032| X (0,29]| X 0,47

sulfoxide
11 12.61 Nonadecene C12H2s X 0,23 0,28 X X X X 0,28 [ 0,29 X X X 10,32 X X 0,09 X X 10,18 (0,35 X 1,2 (0,58 | 0,32
12 15.27 NI 23,03 11,9 7,8 14,6 3,29 3,15 (17,1| 17. | 4,72 (9,08 |0,87 (3,38 |9,12| 11,6 (9,52 |6,24 | 13,2 |18,1|5,96 (19,3 |15,9| 13,1 21,2 | 20,59
86 4 7 2
13 16.40 NI 0,24 0,6 X 0,58 0,92 X 0,23(0,21| X 191 X X |6,41)|2,25(0,76|0,12|1,23|2,66|0,42|3,45|0,55|2,31(0,76 | 1,49
14 16.70 NI X X X X X X X X X X X X [207({055]| X X (0,18]0,26(0,07(1,26| X |0,29|0,12| 0,23
15 16.85 1,2-Benzenedicarboxylic acid, C24H3504 1,36 3,24 3,17 4.97 2,39 044 |1,74|3,65(286)161(1,19|0,26| 1,4 (0,43 |0,61|1,22(0,89|2,16( 1,7 (0,64 |1,36(1,69|1,23| 1,47
diisooctyl ester
16 17.30 1-Propylpentyl trifluoroacetate Ci10H17F30; 2,03 0,71 9,75 4.26 11 12,6 |2,42(0,21|7,72 X 432|261|511(161|5,39|0,17(1,11|0,71(1,38|294| X (0,95 X 3,61
17 17.42 NI 18,25 11,4 | 37,92 | 17.57 | 38,4 42,7 |15,1|11,6 39,0|11,8|25,3|46,0|13,7(16,3|16,4(9,42(12,6| 29 (9,11 26,2 | 26,4 | 15,2 | 16,6 | 27,59
7 4 7 2 8 3
18 17.50 NI X 0,48 0.08 X X 0,14 ( 0,34 X X X X 1,11 0,47 (0,11 X (0,31)0,32(0,63 X |0,11]0,25 X 1,14
19 17.68 NI 0,19 0,16 1,31 0.76 2,02 2,62 (0,22 X 1,67 x |064( 02 |092|0,13(0,53| X X (0,11] 0,2 |059( X |031| X 0,68
20 18.10 NI 0,23 0,1 1,46 0.91 2,1 2,97 0,3 X 198| x |087|0,22|1,15(0,16|0,63| X |(0,11|0,15(0,24|0,81| X (0,39| X 0,87
21 18.24 Retinal Cy0H280 3,13 2,14 0,15 0.31 X 0,03 |2,55( 0.5 X X X X (449 4,1 |1,08( X 3 X X [(046] X X X 0,27
22 18.76 NI X 0,04 0,34 X 0,48 0,61 X X X X 0,37(0,08|0,09| X X X X (0,15]0,11 X |[0,07 X 0,24
23 19.71 NI X 0,71 0,05 X 11,2 X X X X X X 1451088197 (0,17| X |[0,21| X X X X X X X
24 19.86 | Pentacyclo[9.1.0.0(2,4).0(5,7).0(8,10)]do CzoH32 5,54 6,95 1,18 7,95 X 0,05 |4,75|4,21|(0,68|435| X |038|156(11,4|104|1,65(10,9|2,75|1,72|6,64 |1,34(2,45|2,43| 7,55
decane, 3,3,6,6,9,9,12,12-octamethyl-, 9 1 2
anti,syn,anti-

25 20.00 | Cyclohexane, 2,4-diethyl-1-methyl- C11Ha22 0,64 0,36 0,64 0,32 X 0,5 0,33]0,21(0,32| X X (o061)097|069(032| X |0,18|0,85|0,35(1,21|0,34|0,48( X 1,16
26 23.10 Cholesterol C27H460 X X X X X X X 0,17 | X X X X [3,49 X X X X 1,37|0,89( 1,8 X (4,72 2 1,58
27 23.58 NI X X X X X X X X X X X X [1,87] X X X X X (062106 X (081]| X X
28 25.14 Bsitosterol Ca9H500 X X X X X X X X X X X X 1,08 X X X X X 0,1 X X (0,16 X X
29 25.90 NI X X X X 0,46 X X X X 201 X X X X X X X 1,91 X (0,72 X 1,29 X X
30 25.93 NI X 0,41 0,75 X X X X 10,76 | X X X X 11,24)10,07| X X X X [1,25] X X X X 3,24
31 26.39 NI X 0,31 X X X X X X X X X X 0,85 X X X X X (0,77 ] X X (0,63 X 1,01
32 27.60 NI X X X 0,12 X X X X X X [056]| X X X (043] X X X X X 0,8 X X X
33 28.05 NI 0,69 1,56 1,58 3,08 0,92 0,95 X |245)|341(087|0,76| X |(1,02|0,17(1,29|3,14|0,95(0,96|1,84|1,08|1,08| 7,6 (3,89 | 2,06
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34 |28.16 NI X X X X 0,14 X X X |016| X |049| X |0,05| X X (014 X X 1016|0,17 | X X X X
35 28.35 NI 0,27 X X X X X X 10,09 X X X X X X X 10,08 X X X X X X X X
36 28.86 NI 0,45 X X 0,31 X X 0,2 X |039| X |0,19]0,08]| X X X 1023]| X X X 10,15]0,34|1,05| X 0,23
37 29.10 NI X 0,27 X X 0,52 X X X 10,26 6,96 |3,58| X X 1049]0,72)0,09]1,05|4,62|1,01]| X X X 1085| 2,01
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Figura 3.4 Cromatogramas dos extratos da esponja Darwinella sp. obtidos por CG-EM. Em (A) extratos
referentes as amostras do controle (CT2), em (B) Darwinella sp. com Palythoa caribaeorum fronteira (PF2), em
(C) Darwinella sp. com Palythoa caribaeorum parte interna (P12), em (D) Darwinella sp. com Tubastraea
coccinea fronteira (TF2), em (E) Darwinella sp. com Tubastraea coccinea parte interna (T12), em (F) Darwinella
sp. com algas turf fronteira (AF2) e em (G) Darwinella sp. com algas turf parte interna (Al2). Os nimeros indicam
as substancias mais abundantes (>1% de area relativa).
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3.4.2 Andlise de componente principal (ACP)

3.4.2.1 Interacdo de Darwinella sp. com os trés potenciais competidores

A PCA permitiu avaliar o grau de correlagdo dos perfis quimicos das

amostras, bem como encontrar as substancias que mais contribuiram para os
agrupamentos. O componente principal 1 (CP1) e o CP2 explicaram juntos
59.9% da variabilidade dos dados cromatogréficos (Figura 3.5A). A CP1
agrupou grande parte das amostras no lado positivo. Ja na CP2 foi possivel
evidenciar a variabilidade nos perfis quimicos entre tratamentos (I e F) e
controles.
Por meio do gréfico dos scores (Figura 3.5A) foi possivel observar na CP2 dois
grandes agrupamentos de amostras distintos: um formado por grande parte dos
tratamentos, localizado no lado positivo da CP2; e outro por parte dos controles
(CT1; CT2; CT3 e CT6) localizado no lado negativo da CP2. Algumas amostras
ficaram distribuidas de forma aleatéria no lado negativo da CP2 (Darwinella com
T. coccinea parte interna e algas turf fronteira).

Através do grafico de loadings (Figura 3.5B) € possivel observar os picos
dos cromatogramas responsaveis pela variacdo de cada componente da ACP,
evidenciando assim quais 0s compostos sdo mais relevantes para a distribuicdo
das amostras no grafico dos escores. Nesta perspectiva, as substancias nao
identificadas (12) (17) e (24) foram as mais importantes na separacao dos
grupos na CP1. Ja a PC2, o Acido Pentadecanoico (1) e as substancias néo
identificadas (12) e (17) foram as mais importantes na separacao dos grupos.

O teste estatistico realizado com a dispersao dos scores ocupado por cada

amostra evidenciou que néo existe diferenca significativa entre os tratamentos
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de todos os competidores (fronteira e parte interna) e os controles (ANOVA PC1

Fe,36= 2,06, p=0,08 - PC2 Fg35= 1,80, p=0,12) (Tabela 3.3).
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Figura 3.5 Em (A) scores evidenciando a inter-relacdo dos perfis quimicos de Darwinella sp. (controles e
tratamentos) obtidos por CG-EM através da ACP (CP1=45.9% e CP2=14.0%). Em (B) peso do sinal do
cromatograma na variacdo de CP1 e CP2 pelo tempo de retencdo. Simbolos em vermelho representam o
tratamento fronteira (F), os simbolos em azul representam o tratamento parte interna (I) e os simbolos em preto
representam os controles (CT). Legendas: CT: controle; TF: Darwinella com Tubastraea coccinea; TI: Darwinella
com Tubastraea coccinea parte interna; PF: Darwinella com Palythoa caribaeorum fronteira; PI: Darwinella com
Palythoa caribaeorum parte interna; AF: Darwinella com alga turf fronteira; Al: Darwinella com alga turf parte
interna.

Tabela 3.3 ANOVA para comparagao entre os tratamentos com Darwinella sp. e os
controles realizados com scores da CP1 e CP2 da Analise de Componentes Principais
(ACP).

G.L E P
CP1 Tratamentos 6 2,06 0,08
CP2 Tratamentos 6 1,80 0,12
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3.4.2.2 Interagdo de Darwinella sp. com Palythoa caribaeorum

No gréfico de escores da ACP foi possivel verificar que as duas componentes
principais explicaram juntas 76,6% da variacdo cromatografica total (CP1 =
56.6% e CP2 =17.2%) (Figura 3.6A). Na CP1, observou a formacéo de dois
grupos, grande parte dos tratamentos referentes a parte interna ficaram
agrupados no lado, enquanto o outro grupo, formado em sua maioria por
amostras referentes aos controles e a fronteira ficou no lado positivo. J& na CP2
foi possivel evidenciar a variabilidade nos perfis quimicos entre tratamentos (I e

F) e controles.

De acordo com os gréficos de loading, a substancia ndo identificada (17) foi
superior nos controles quando comparado ao demais tratamentos (F e I), sendo
a principal responsavel pela formacdo de dois grupos na CP1 (positivo e
negativo) (Figura 3.6B). Na PC2, as substancias nao identificadas (12) e (17)
foram as que mais contribuiram para a formacdo dos dois grupos da PC2
(positivo e negativo), sendo a primeira substancia néo identificada superior nos
controles quando comparada aos tratamentos.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos e 0s
controles da CP 1 (ANOVA F2,15=1,45, p=0,26). Por outro lado, os tratamentos e
os controles, diferiram significativamente na CP2 (ANOVA F2,15=5,52, p=0,01). O
teste a posteriori de Tukey apontou diferencas significativas entre ambos os
tratamentos de Darwinella sp. com P. caribaeorum e os controles (p<0,05)

(Figura 3.7 - Tabela 3.4).
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Figura 3.6 Em (A) scores evidenciando a inter-relacao dos perfis quimicos de Darwinella sp. obtidos por CG-EM através
da ACP (CP1=56.6% e CP2=17.2%). Em (B) peso do sinal do cromatograma na variagdo de CP1 e CP2 pelo tempo de
retencéo. Simbolos em vermelho representam o tratamento fronteira (F), em azul representam o tratamento parte interna
(I) e em preto representam os controles (CT). Legendas: CT: controle; PF Darwinella com Palythoa caribaeorum fronteira;
PI Darwinella com Palythoa caribaeorum parte interna.
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Figura 3.7 Scores da CP2 com os diferentes tratamentos. Legendas: CT: controle; PF Darwinella com
Palythoa caribaeorum fronteira; Pl Darwinella com Palythoa caribaeorum parte interna. Letras iguais foram
usadas para identificar os grupos que nao diferiram significativamente (p=0.05).
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Tabela 3.4 ANOVA para comparacao entre os tratamentos de Darwinella sp. com Palythoa
caribaeorum e o0s controles realizados com scores da CP1 e CP2 da Analise de
Componentes Principais (ACP).

G.L F p
CP1 Tratamentos 2 1,45 0,26
CP2 Tratamentos 2 5,52 0,01

3.4.2.3 Interacédo de Darwinella sp. com Tubastraea coccinea

Os resultados obtidos pela ACP evidenciam que as duas componentes
principais determinaram juntas 70,5% da variabilidade dos resultados. A primeira
componente principal, CP1, explicou 50.9% dos resultados, enquanto a segunda
componente 19.6%. Ao analisar a PC1 € possivel observar a formacao de um
grande grupo do lado negativo, formado pelos controles, tratamentos fronteira e
alguns tratamentos referentes a parte interna. J& no lado positivo, algumas
amostras da parte interna ficaram distribuidas de forma aleatéria. Por outro lado,
na CP2, lado negativo observa-se o0 agrupamento dos tratamentos de fronteira,
enquanto que no lado positivo da PC2, encontram -se o0s controles e 0s
tratamentos da parte interna da esponja (Figura 3.8A).

Através do gréfico de loadings foi possivel observar que as substancias
nao identificadas (12), (17) e (24) contribuiram para a formacdo deste grande
agrupamento na CP1. Na CP2, o grafico de loadings mostrou que as substancias
nao identificadas (12) e (17) foram responsaveis pela separacdo dos grupos no
lado positivo (tratamentos da parte interna e controle) e negativo da CP2
(fronteira) (Figura 3.8B). A substancia (12) foi encontrada em ambos o0s
tratamentos e nos controles, entretanto, a sua area relativa foi inferior nos
tratamentos da fronteira quando comparado aos demais grupos (parte interna e

controle).
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Estatisticamente ndo foram observadas diferengas significativas entre os

tratamentos da CP1 (ANOVA F2,15=3,82, p=0,05). No entanto, em relagdo aos

tratamentos da PC2 essas diferencas foram detectadas (ANOVA F2, 15=4,64,

p=0,02). O teste post hoc de Tukey realizado na PC2 mostrou diferengas

significativas entre os tratamentos de fronteira e parte interna (p<0,05) (Figura

3.9 — Tabela 3.5).
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Figura 3.8 Em (A) scores evidenciando a inter-relacdo dos perfis quimicos de Darwinella sp. obtidos por CG-EM através
da ACP (CP1=50.9% e CP2=19.6%). Em (B) peso do sinal do cromatograma na variacdo de CP1 e CP2 pelo tempo
de retencao. Simbolos em vermelho representam o tratamento fronteira (F), em azul representam o tratamento parte
interna (I) e em preto representam os controles (CT). Legendas: CT: controle; TF: Darwinella com Tubastraea coccinea;

TI: Darwinella com Tubastraea coccinea parte interna.
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Figura 3.9 Scores da PC2 com os diferentes tratamentos. Legendas: CT: controle; TF: Darwinella
com Tubastraea coccinea; Tl: Darwinella com Tubastraea coccinea parte interna. Letras iguais
foram usadas para identificar os grupos que ndo diferiram significativamente (p=0.05).

Tabela 3.5 ANOVA para comparagcdo entre os tratamentos de Darwinella sp. com
Tubastraea coccinea e o0s controles realizados com scores da CP1 e CP2 da Analise de
Componentes Principais (ACP).

G.L F p
CP1 Tratamentos 2 3,82 0,05
CpP2 Tratamentos 2 4,64 0,02*

3.4.2.5 Interacao de Darwinella sp. com algas turf

A ACP do grupo de Darwinella sp. com algas explicou 64,5% das
variacdes cromatograficos totais, em que a CP1 contribuiu com 48,4% e a CP2
com 16,1% (Figura 3.10A). A CP1 agrupou grande parte das amostras no lado
positivo. Ja na CP2 foi possivel evidenciar a similaridade entre os perfis
guimicos dos tratamentos (I e F) e controles, uma vez que, grande parte das

amostras ficaram dispostas no lado positivo.
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O gréfico de loadings da PC1 demonstra que as substancias que mais
contribuiram para separacdo desses dois grupos foram: acido tridecandico (2)
e as substancias nao identificadas (12) e (17) e o hidrocarboneto (24). Essas
substancias foram presentes em todas as amostras, no entanto, a substancia
(17) foi mais abundante nas amostras referentes aos controles. Ja para o
grafico de loadings da PC2 observou se que o &cido tridecandico (2) e a
substancia nao identificada (12) foram responsaveis pela formacdo de um
grande grupo no lado positivo, formado em sua maioria por grande parte dos
tratamentos (F e 1) e os controles (Figura 3.10B). Outras amostras ficaram
distribuidas de forma aleatéria no lado negativo da PC2.

Estatisticamente, em ambas as analises realizadas, CP1 e CP2, ndo
foram observadas diferencas significativas entre tratamentos (fronteira e parte
interna) e controles (PCl: ANOVA F2,15=0,13, p=0,87 — PC2: ANOVA

F215=1,24, p=0,31) (Tabela 3.6).
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Figura 3.10 Em (A) scores evidenciando a inter-relagao dos perfis quimicos de Darwinella sp. obtidos por CG-EM
através da ACP (CP1=48.4% e CP2=16.1%). Em (B) peso do sinal do cromatograma na variagdo de CP1 e CP2 pelo
tempo de retencdo. Simbolos em vermelho representam o tratamento fronteira (F), em azul representam o tratamento
parte interna (I) e em preto representam os controles (CT). Legendas: CT: controle; AF: Darwinella com algas turf
fronteira; Al: Darwinella alga turf parte interna.

Tabela 3.6 ANOVA para comparacao entre os tratamentos de Darwinella sp. com algas
turf e os controles realizados com scores da CP1 e CP2 da Andlise de Componentes
Principais (ACP).

G.L F p
CP1 Tratamentos 2 0,13 0,87
CP2 Tratamentos 2 1,24 0,31

3.5 DISCUSSAO

No geral, os dados indicam que a producdo e alocagcdo de metabolitos
secundarios da esponja Darwinella sp. é estimulada, provavelmente, pela
presenca de competidores no costdo rochoso, como observado quando em

interacdo direta com T. coccinea, P. caribaeorum e algas turf. Em geral, no
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presente estudo, observou-se a existéncia de uma variabilidade quimica disposta
espacialmente em diferentes partes do tecido de Darwinella sp. (fronteira e parte
interna) e pode ser indicativo de uma estratégia de defesa desenvolvida pela
espécie.

Diversos estudos abordam que ha uma maior producdo ou acumulo de
metabalitos secundarios em areas periféricas das esponjas como uma estratégia
de defesa, pois estas regibes, geralmente, estdo mais suscetiveis a acdo de
predadores e competidores espaciais (Turon et al. 1996a; Becerro, e Starmer
1998; Schupp 1999, Cronin 2001; Page et al. 2005; de Caralt et al. 2013). Essas
variacdes condizem com a Teoria de Defesa Otima (ODT), e sdo descritas para
esponjas do género Aplysina spp. (Turon et al. 2000); assim como para as
espécies Crambe crambe (Becerro et al. 1998), Rhopaloeides odorabile
(Thompson et al. 1987), Latrunculia apicalis (Furrow et al. 2003), Magnifica
negombata (Gillor et al. 2000); e Oceanapia sp. (Schupp 1999). Similarmente, De
Caralt et al. (2013) verificou, por exemplo, uma maior producdo do metabdlito
secundéario Avarol na regido periférica da esponja Dysidea avara quando
comparado a base. O avarol € um terpeno com alto valor terapéutico (ex.
guimioterapia) e que apresenta atividade anti-HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Humana) significativa (Machado 2019).

Do ponto de vista da ODT, para Darwinella sp. esperava-se uma maior
producdo de substéncias na camada externa (ou periférica) devido ao contato
direto, exposicao ou proximidade com os competidores. Contudo, no presente
estudo, ao comparar o perfil quimico entre as diferentes areas dos tecidos de
Darwinella sp. (fronteira e interna) foi possivel observar que o acumulo de
substancias quimicas na parte interna da esponja quando préoxima ao coral T.

coccinea e algas turf. Freeman e Gleason (2012) também observaram resultados
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semelhantes ao do presente estudo para esponja Ircinia felix, onde a producao
de metabdlitos secundarios foi superior na parte interna quando comparado a
regido periférica, enquanto uma distribuicdo homogénea de compostos quimicos
foi observada em ambas as areas da esponja Ircinia campana. Segundo o autor,
tal diferenca pode estar relacionada a diferentes fatores, como por exemplo,
defesa contra organismos competidores, defesa contra predadores especificos,
reducado da incrustacdo ou mesmo inibicdo de uma infeccdo microbiana.

Ja a producdo de substancias foi similar entre a area de fronteira e parte
interna dos tecidos de Darwinella sp. quando préxima de P. caribaeorum no
costao rochoso. Porém, a diferenca quimica encontrada entre os tratamentos e
controles sugere que a presenca do antozoario pode influenciar na resposta
quimica de Darwinella sp.. Por exemplo, a substancia (12) (TR = 15.27) foi
responsavel pela separacdo dos grupos controle e tratamento na PC2 de
Darwinella sp. com P. caribaeorum, sendo mais abundante nos controles quando
comparado aos tratamentos com o antozoario. Apesar de ainda nao identificada,
sua possivel estrutura se assemelha a classes dos esterdis, considerando o perfil
de fragmentacéo obtido pelo espectrdmetro de massas. Os esterdis constituem
uma das classes de substancias mais abundantes em esponjas marinhas
(Teixeira 2009), conhecidos por desempenharem papel principal na composi¢cao
de membranas celulares (metabolismo primario) e funcdes fisioldgicas. Além
disso, atuam também na defesa contra predadores (Ribeiro 2012; Fleury et al.
2008a; Morinaka et al. 2009) e incrustagéo (Guenther et al. 2009). Por outro lado,
as substancias 2,3-Hexanediol (6) e Hexane, 2,3,5-trimethyl (8), por exemplo,
foram ausentes nas amostras do controle e presente em ambas as amostras com
Palythoa. Essas substancias tratam se respectivamente de alcaloides e

substancias nitrogenadas, considerados importantes metabdlitos secundarios
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gue atuam na defesa contra consumidores e competidores (Pawlik et al. 1995;
Lindel et al. 2000).

Em Arraial do Cabo, P. caribaeorum é abundante e ocupa cerca de 50%
do substrato consolidado disponivel (Oliveira 2005), sendo considerado como um
forte competidor, capaz de matar organismos mesmo na zona do médio-litoral
inferior, como algas coralinas articuladas (Amphiroa e Jania sp.) e Isognomon
bicolor (Mendonca-Neto e Da Gama, 2009). Embora seja conhecido por
produzirem substancias bioativas como a palytoxina (PTX), composto altamente
eficaz contra predadores, competidores e com acdo antiincrustante (Moore e
Scheuer 1971; Guilhem et al. 2020), seu efeito ndo parece ser prejudicial para
Darwinella sp.. No presente estudo, o coral baba de boi P. caribaeorum foi
comumente visto crescendo sobre parte do tecido da esponja Darwinella sp.,
contudo, néo foi detectado efeito letal, tal como: descoloracdo ou necrose da
esponja (observacdo pessoal). Similarmente, McLean e Yoshioka (2008)
investigaram o crescimento e a sobrevivéncia da esponja Desmapsamma
anchorata quando proximo ao P. caribaeorum e a presenca de um também nao
afetou negativamente o outro e vice-versa. Os autores descreveram esta
interagcdo como impasse ou standoff, pois ndo foram observadas descoloragdes
ou necrose em ambos os organismos. Por outro lado, ja foi observado também
que a esponja Cinachyrella cf. cavernosa pode variar em até 88% na producao
de metabolito secundario bsitosterol (esterol citotéxico) quando na presenca e
auséncia de Zoanthus sansibaricus (mesma ordem de P. caribaeorum) e que este
feito pode causar branqueamento do zoantideo devido a expulséo de reducao no
namero e na densidade de zooxantelas simbidtica (Singh e Thakur 2021). No
presente estudo, este metabdlito secundario ndo foi detectado nos extratos

relativos aos tratamentos da interagédo da esponja Darwinella sp. com o antozoério
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P. caribaeorum e nem nos controles. No entanto, bsitosterol (28) foi observado
nos extratos de Darwinella com T. coccinea e algas (com abundéancia £1%). Este
composto b-sitosterol € relatado em outras espécies de esponjas marinhas
(Lawson et al. 1988) e também comum em plantas (Saeidnia et al. 2014) onde
atua como aleloquimico contra insetos, dificultando seu crescimento e
desenvolvimento (Mukherjee 2003).

Outro invertebrado visto comumente em interacdo com Darwinella € o coral
invasor T. coccinea. Os extratos de tecidos de Darwinella sp. em interagdo com
coral mostraram diferenca quimica entre os tratamentos (fronteira e parte interna).
No total, a quantidade de substancias foi maior na area interna do tecido da
esponja, por exemplo, o acido graxo (Acido hexadecandico (4)) e o alcaloide (2,3-
Hexanediol (6)), foram detectados apenas nesta area. Além disso, os esterois
Cholesterol (26) e bsitosterol (28) foram encontrados em maior abundancia na
parte interna da esponja. Do ponto de vista ecolégico estas substancias
desempenham funcdes primarias relacionados a manutencao fisiologica, e
secundarias relacionadas a defesa do organismo, como atividade antiincrustante
e antipredacédo (Lee et al. 2007; Berlink et al. 2007). Dessa maneira, a maior
abundéancia de esterois e a presenca exclusiva de substancias (acido graxo e
alcaloide) em sua area interna pode sugerir uma producao da esponja relacionada
a sua manutencao fisiolégica (investimento). Em contrapartida, a substancia mais
abundante na fronteira exibe similaridade a classe dos terpenos, e este pode ser
um indicativo de defesa da esponja em relagéo a presenca do coral.

Assim como o0s esterOis, os terpenos sdo metabdlitos secundarios
amplamente difundidos nos ambientes marinhos, encontrados em algas, corais e
em esponjas (Gershenzon et al. 2007). Como compostos bioativos, 0s terpenos

atuam na defesa dos organismos, desempenham funcdo antiincrustante
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(Tsoukatou et al. 2002), anti predacdo e até como respostas a processos
infecciosos (Keyzers et al. 2006). Além disso, sdo substancias que apresentam
uma variedade de atividades farmacolégicas com acéo antiparasitaria (Chianese
et al. 2017), antifingica, antibacteriana e antimicrobiana (Pawlik et al. 2002).
Constituem uma classe de produtos naturais marinhos com grande diversidade
estrutural e para qual, até o momento, verifica se 0 maior nUmero de substancias
descritas, com aproximadamente 50.000 estruturas de terpeno relatadas
(Moghaddam et al. 2020).

Geralmente, os trabalhos que abordam as interacBes competitivas entre
corais do género Tubastraea com organismos da comunidade bentonica
destacam o alto potencial da espécie invasora. Sao relatados efeitos danosos ou
deletérios ocasionados pela presenca do coral sol, ja que pode eliminar
concorrentes através de mecanismos fisicos e quimicos de defesa e acarretar
prejuizos a comunidade estabelecida no local (De Paula 2007; Lages 2012,
Santos 2013; Hennessey e Sammarco 2014). Por exemplo, ja foram observados
necrose ou descoloracdo de tecidos quando em contato com o coral mole
Ricordea florida, a anémona Epicystis crucifer, e o antozoario Palythoa
caribaeorum (De Paula 2007; Lages 2012; Santos 2013; Hennessey e Sammarco
2014; Guilhem et al. 2020). De Paula (2007) e Santos (2013) registraram necrose
tecidual no coral endémico Mussismilia hispida em distancias de até cinco
centimetros do coral sol. Estes efeitos negativos ocasionados pela presenca de
Tubastraea para outras localidades nunca foram descritos ou observados para a
esponja Darwinella sp. em Arraial do Cabo (Sant’ Anna, 2016). Segunda esta
autora, ndo foram observados necrose ou danos nos tecidos de Darwinella sp.
tanto em contato direto com o coral T. coccinea, quanto a dois centimetros de

distancia e a presenca do coral ndo foi capaz de inibir o crescimento da esponja
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e vice-versa. Até o presente momento, sO ha relato de uma Unica espécie de
esponja (Desmapsamma anchorata) capaz de provocar necrose e morte de T.
coccinea através do sobrecrescimento e sufocamento do coral (Meurer et al.
2010). Silva et al. (2017) atribui o sucesso desta esponja nas interacdes
competitivas devido ao seu rapido crescimento, producéo de compostos bioativos
altamente eficazes contra os seus vizinhos e a sua plasticidade morfolégica que
permite modificar sua forma de crescimento de acordo com o habitat e morfologia
do competidor. Lages et al. (2012) observou através de experimentos de
competicdo entre D. anchorata e o coral invasor, que a presenca da esponja
induzia a producéo de alcaloides nos tecidos do coral.

Dentre todos os organismos estudados neste trabalho, a interacao entre
a esponja Darwinella e as algas turf que estavam em contato nos costdes
rochosos foi a Unica que ndo demonstrou diferencas quimicas entre os controles
e os tratamentos. O resultado encontrado sugere que a presenca das algas
possivelmente néo influencie no perfil quimico da esponja Darwinella sp. Apesar
disso, de acordo com as substancias encontradas na tabela obtida pelo CG-EM
foi possivel observar o maior acimulo de substancias na area interna da esponja,
guando comparado a area de fronteira.
As relacbes envolvendo algas também s&o complexas e os resultados da
interacdo dependem das condi¢des ambientais disponiveis e da identidade dos
organismos que estdo interagindo (Gonzalez Riveiro et al. 2011; Easson et al.
2014). De acordo com a literatura, a interacdo de algas com esponjas pode
resultar em situacdes standoff (empate), como relatado por Deshpande et al.
(2021), que utilizou a transcriptbmica para investigar os efeitos de competicdo
interespecifica entre Cinachyrella cf. cavernosa e Dictyota ciliolata, verificando

que a presenca da macroalga ndo prejudicou a esponja. Efeitos negativos
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ocasionados pela interacdo entre algas, pode resultar na reducdo da taxa de
crescimento e prejudicar na fisiologia das esponjas (Gonzélez-Riveiro et al. 2012;
Easson et al. 2014). Além disso, as interagdes entre algas e espojas podem ser
benéficas, quando ambos os grupos oferecem protecéo contra disturbios fisicos
e acdo de predadores (Avila e Carballo 2007).

Outro aspecto importante é que as interacfes entre espécies bentbnicas de
substratos consolidados ndo séo limitadas a apenas um organismo. Gonzalez-
Rivero et al. (2011) demonstrou, através de modelos mateméticos, que as
relacbes multiespécies que pode existir entre esponjas, algas e corais em
comunidades bentbénicas de substratos consolidados, por exemplo, podem alterar
a hierarquia competitiva de um sistema. Na auséncia de esponjas, 0s corais e
algas entram em um tipo de interac&o estacionaria alternativa, onde o crescimento
dos corais muitas vezes pode depender da taxa de herbivoria das algas. No
cenario em que os trés organismos interagem, os resultados demostram o
protagonismo das esponjas na dindmica desses ecossistemas.

Dessa maneira, a partir do presente estudo foi possivel verificar que a
interac&o entre a esponja Darwinella sp. e organismos competidores nos costdes
rochosos podem influenciar o potencial de resposta quimica da esponja. Os
resultados também sugerem que possivelmente pode haver selecéao para alocar
defesas quimicas tanto para os tecidos de fronteira quanto para e tecidos internos,
dependendo da identidade desses competidores. Esses mecanismos podem
apresentar vantagens a esponja, aumentando a sua habilidade em se estabelecer
nas mais diversas comunidades bentdnicas. Este resultado também nos permite
compreender de maneira mais eficaz as estratégias utilizadas pela esponja
Darwinella sp. para garantir o sucesso do seu estabelecimento e abundancia na

regido de Arraial do Cabo até os dias atuais.
126



3.6 CONCLUSAO

O perfil qguimico da esponja Darwinella sp. pode variar de acordo com a espécie
concorrente no substrato consolidado.

A alocacdo de metabolitos secundarios pode variar nas diferentes areas do tecido
da esponja Darwinella sp.

Os extratos das amostras coletadas nos tecidos (parte interna e fronteira) de
Darwinella com Palythoa apresentaram semelhancas quimicas.

Os extratos das amostras de Darwinella com Tubastraea coccinea fronteira e parte

interna foram quimicamente distintos.

Os extratos das amostras de Darwinella com algas turf ndo apresentaram diferencas

guimicas.

As substancias majoritarias que pertencem a classe dos terpenos e esterdis e 0
hidrocarboneto Pentacyclo[9.1.0.0(2,4).0(5,7).0(8,10)] dodecane, 3,6,6,9,9,12,12-
octamethyl-, anti,syn,anti foram encontradas em todas as interacdes da esponja
Darwinella sp. com os trés competidores: o coral invasor Tubastraea coccinea, ao

antozoario Palythoa caribaeorum e a algas turf , inclusive nos controles.

Dentre os extratos referentes a fronteira, as amostras da esponja Darwinella sp. com
o coral Tubastraea coccinea foram os que apresentaram a menor abundancia de

substancias quimicas.
Dentre os extratos referentes a parte interna, as amostras da esponja Darwinella sp.
com o coral Tubastraea coccinea foram 0s que apresentaram a maior abundancia

de substancias quimicas.

As amostras referentes aos controles apresentaram 0O menor namero de

substancias, quando comparada com todas as outras amostras do estudo.
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ANEXO B
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A expansédo da esponja Darwinella sp. nos costdes rochosos da Baia do Arraial do
Cabo ocorreu concomitantemente com a expansao da cidade de Arraial do Cabo. A
atividade turistica cresceu exponencialmente e, com isso, o0 numero de frota de
barcos de turismo e a populagéo local acompanhou esse crescimento para atender
a alta demanda. Dessa maneira, é possivel esperar também uma reducdo na
qualidade d"4gua e no aumento de impactos ambientais sobre Darwinella sp. e toda
a comunidade bentdnica, ocasionado pelos lancamentos de lixo, esgoto,
sedimentacao, entre outros. Assim, é possivel sugerir que Darwinella sp. seja uma
espécie tolerante a essas variagdes ambientais. Somado a isso, este estudo também
observou que o crescimento de Darwinella sp. ndo € diretamente influenciada pela
temperatura da agua do mar, ou seja, a acao da ressurgéncia na regido nao limita a
distribuicdo da espécie na regido de Arraial do Cabo. Além disso, este estudo
observou que a esponja dispde de diferentes estratégias quimicas de defesa diante
de diferentes competidores, o que também pode estar favorecendo sua expansao
na baia. A acdo de metabdlitos secundarios permite a permanéncia da esponja no
substrato consolidado, assim como, proporciona a sua manutencédo fisioldgica.
Entdo, saber a respeito da ecologia e quimica de Darwinella sp. contribuiu para
melhor entendimento do papel da espécie e da interagdo com outros organismos no
ambiente onde habita, além de compreender os fatores que permitem perpetuacao

da espécie até os dias atuais.
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