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Prefácio 

 

Esta tese faz parte dos requisitos obrigatórios para a obtenção do doutorado no 

Programa de Pós-Graduação em Oceanografia Biológica da Universidade Federal do Rio 

Grande, Brasil.  

Na Introdução Geral, aborda-se os temas relacionados à tese, e são apresentadas 

as hipóteses e objetivos específicos do trabalho. Na seção Material e Métodos, são 

descritos de forma resumida e em linhas gerais os principais métodos utilizados em cada 

capítulo da tese. Em seguida, uma síntese dos resultados encontrados são descritos e 

discutidos em linhas gerais. Por fim, são apresentadas as conclusões gerais da tese. 

Quatro capítulos independentes são então apresentados em forma de anexos. No 

primeiro documento (Anexo I), é apresentado um capítulo de livro intitulado 

“Bioindicadores e biomarcadores para avaliação de impactos em recifes de coral”. Este 

capítulo foi publicado no livro “Conhecendo os Recifes Brasileiros: Rede de Pesquisas 

Coral Vivo”. Um dos principais objetivos do capítulo e do livro do qual faz parte é 

fornecer textos base sobre os recifes de coral, que estejam redigidos em português e em 

linguagem acessível para graduandos, e também para o público leigo em geral. 

 Os capítulos seguintes (Anexos II, III e IV) são apresentados em forma de 

manuscrito ou artigo científico na língua inglesa. No Anexo II, em artigo publicado no 

periódico Science of The Total Environment, foi avaliado o efeito de múltiplos 

contaminantes na qualidade ambiental de determinados recifes de coral da costa brasileira 

usando indicadores ecológicos, geoquímicos e de qualidade da água. No Anexo III, em 

manuscrito submetido para o periódico Environmental Research, o efeito combinado de 

mudanças climáticas e contaminação por cobre foi avaliado em uma espécie de 

foraminífero com endossimbionte. No Anexo IV, um manuscrito em preparação avalia o 

efeito de mudanças climáticas e da contaminação pelo herbicida diuron na ecofisiologia 

de uma espécie de alga calcária, através de parceria com o Instituto Australiano de 

Ciências Marinhas (Australian Institute of Marine Science – AIMS) durante período de 

doutorado-sanduíche. 
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Resumo 

Recifes de coral estão expostos a diversos estressores, incluindo a poluição e as mudanças 

climáticas. O presente estudo tem como objetivo geral avaliar a influência de múltiplos 

estressores antrópicos na ecofisiologia de espécies fototróficas calcificadoras de recifes 

de coral. A ocorrência e efeito de estressores locais foram avaliados em recifes brasileiros, 

através de um estudo de caso na costa de Porto Seguro (BA). Por sua vez, o efeito de 

estressores globais (aquecimento e acidificação da água do mar) combinados ou não a 

estressores locais (contaminação por cobre ou pelo herbicida diuron) foram avaliados 

experimentalmente no foraminífero com endossimbionte Amphistegina gibbosa e na alga 

calcária Halimeda opuntia. Indicadores geoquímicos e de qualidade da água mostraram 

que recifes próximos à costa sul da Bahia (Brasil) experimentam enriquecimento por 

nitrogênio, contaminação por esgoto e concentrações de metais acima das diretrizes 

internacionais de qualidade ambiental. Níveis mais altos de contaminação foram 

fortemente relacionados à maior freqüência de branqueamento e menor densidade em 

populações de A. gibbosa. Efeitos biológicos relevantes foram observados em uma 

espécie bioindicadora clássica de ambientes recifais, apontando o risco que poluentes 

derivados do continente representa para os recifes de coral brasileiros. Ao investigar o 

efeito combinado de estressores globais e contaminação por cobre em A. gibbosa, 

encontrou-se alterações fisiológicas e bioquímicas que indicam comprometimento geral 

da saúde organismal. Nossos resultados aumentam a compreensão da ecofisiologia dos 

foraminíferos e fornecem informações para o manejo de recifes de corais, detectando 

potenciais ferramentas de monitoramento. Efeitos de herbicidas e de uma aclimatação a 

longo prazo a mudanças climáticas foram avaliados para Halimeda spp. pela primeira 

vez. A co-exposição a estressores globais e ao diuron levou a menores taxas de 

calcificação e fotossíntese, a uma indução do sistema antioxidante e à inibição de enzimas 

relacionadas à calcificação. A contaminação reduz a tolerância de espécies calcificadoras 

às mudanças climáticas, destacando a necessidade de diretrizes de qualidade da água 

ajustadas ao clima. Esses resultados evidenciam o alto risco que a combinação de 

mudanças climáticas e poluição representa para o ecossistema de recifes de coral. 

Palavras-chave: Mudanças climáticas, Metais, Herbicidas, Foraminífero com 

endossimbionte, Alga calcária, Biomarcadores 
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Abstract 

Coral reefs are exposed to multiple stressors, including pollution and climate change. This 

thesis aims to evaluate the influence of multiple anthropic stressors on the ecophysiology 

of coral reef calcifying phototrophic species. The occurrence and ecophysiological effects 

of multiple local stressors, mainly contaminants, were evaluated using a case study on 

reefs of Porto Seguro (BA, Brazil). The effects of global stressors (ocean warming and 

acidification) combined or not with local stressors (contamination by copper or by the 

herbicide diuron) were evaluated experimentally using the symbiont-bearing foraminifer 

Amphistegina gibbosa and the calcifying algae Halimeda opuntia as bioindicators. 

Geochemical and water quality indicators showed that reefs close to Bahia coast (Brazil) 

experience nutrient enrichment and sewage contamination, as well as metals above 

international environmental quality guidelines. Higher levels of contamination were 

strongly related to the higher frequency of bleaching and lower density in A. gibbosa 

populations. Relevant biological effects were observed in a classical bioindicator species 

of reef systems, pointing out the risk that land-based contaminants pose for Brazilian coral 

reefs. Investigating the combined effect of global stressors (ocean warming and 

acidification) and copper contamination on A. gibbosa, we found physiological and 

biochemical alterations indicating overall organismal health impairment. Our results 

increase the understanding about foraminifera ecophysiology and provide information for 

coral reef management by detecting potential monitoring tools. The co-exposure to ocean 

warming, acidification and diuron contamination on H. opuntia led to lower rates of 

calcification and photosynthesis, an induction of the antioxidant system and the inhibition 

of calcification-related enzymes. Contamination reduces tolerance of calcifying 

phototrophic species to climate change, highlighting the need for climate-adjusted water 

quality guidelines. Considering that the analysed biomarkers have high ecological 

relevance, and also that the responses were evaluated in key bioindicator species for reef 

systems, these results highlight the high risk of the combination of climate change and 

pollution in the coral reef ecosystem.  

 

Key-words: Climate change, Metals, Herbicides, Symbiont-bearing foraminifera, 

Calcifying algae, Biomarkers 
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1. Introdução Geral 

 

1.1. Múltiplos estressores e recifes de coral 

Recifes de coral estão expostos a estressores naturais, como por exemplo a 

variação da salinidade e a ocorrência de ciclones, e estressores antrópicos, como a 

contaminação e a sobrepesca (Ban et al., 2014). A qualidade ambiental desse e outros 

ecossistemas marinhos está ameaçada pela ocorrência simultânea de múltiplos estressores 

antrópicos que podem ocorrer em escala espacial local ou global ( Halpern et al., 2015; 

Elliff & Kikuchi, 2017). 

Dentre os estressores de escala local que afetam recifes de coral, destaca-se o 

aporte de sedimento, nutrientes e contaminantes. O aporte de material continental 

associado ao escoamento superficial e principalmente a plumas de rios é um dos 

principais veículos de contaminantes, excesso de nutrientes e de sedimento terrígeno para 

recifes (Fabricius 2005). Este processo, denominado genericamente como “runoff”, 

transporta uma ampla gama de substâncias derivadas do continente, podendo degradar a 

qualidade da água em escala local (Fabricius et al., 2013; Fabricius et al., 2014). Sua 

ocorrência está relacionada a características geológicas, hidrológicas e oceanográficas 

locais, e seu fluxo aumenta em função do deflorestamento, ocupação urbana desordenada, 

e em função de alterações climáticas que afetem a pluviosidade. Os efeitos do “runoff” 

se tornaram uma considerável preocupação para a conservação dos recifes de coral, 

especialmente pela emblemática ocorrência desses ecossistemas em águas oligotróficas e 

de baixo aporte de sedimento terrígeno (Fabricius et al. 2013; Zilberberg et al., 2016). 

Destacam-se aqui os metais e os pesticidas dentre os contaminantes que podem 

ser carreados pelo “runoff” até os recifes. Diversos metais são usados na fabricação de 

tintas anti-incrustantes e de alguns herbicidas (van Dam et al., 2011). Ainda, a presença 

de metais em corpos d´agua também está fortemente associada ao esgoto doméstico e 

industrial (Furness & Rainbow, 1990; Jones, 2010; Machado et al., 2016). Fertilizantes e 

pesticidas derivados de atividades agrícolas são frequentemente transportados por plumas 

de rios para ambientes recifais, causando diversos efeitos deletérios para a biota (Lewis 

et al., 2009; Lewis et al., 2012; Negri et al., 2015; Mercurio et al., 2018). 
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Os recifes de coral tropicais estão entre os ecossistemas marinhos mais estudados 

dentro do contexto de múltiplos estressores. São ambientes de alta produtividade, e 

devido a sua característica estrutura tridimensional, construída principalmente por 

organismos calcificadores, fornece uma grande variedade de microhabitats e sustenta uma 

rica biodiversidade (Moberg & Folke, 1999; Zilberberg et al., 2016; Tkachenko, 2017). 

Os recifes de coral são ecossistemas de notável valor socioeconômico, provendo serviços 

ecológicos e de subsistência para milhões de pessoas (Costanza et al., 1997; Moberg and 

Folke, 1999; Veron et al., 2009; Zilberberg et al., 2016; Elliff & Kikuchi, 2017;).  

No Brasil, particularmente, pelo menos 40% dos recifes encontram-se ameaçados 

por pressões antrópicas  (Rodríguez-Ramírez et al., 2008; Magris et al., 2018). Contudo,  

são parcas as informações acerca da ocorrência e níveis de contaminantes nos recifes 

brasileiros. Não obstante os ecossistemas estuarinos da costa do Brasil, por exemplo, são 

amplamente estudados sob tal prisma toxicológico. Logo, um melhor conhecimento sobre 

os principais contaminantes ocorrendo em ambientes recifais brasileiros e sobre seus 

efeitos ecofisiológicos é fundamental para determinar medidas adequadas de manejo. 

Vários estudos têm alertado também sobre as ameaças que estressores 

relacionados às mudanças climáticas (como o aumento da temperatura e a acidificação 

dos oceanos) representam para os ecossistemas marinhos (Boyd et al., 2018). Além disso, 

as possíveis interações com estressores locais (i.e. contaminantes) podem amplificar os 

efeitos deletérios da exposição a estressores climáticos globais. 

Sabe-se que os recifes de coral tropicais são sensíveis aos efeitos de mudanças 

climáticas e processos associados (Ban et al., 2014).  Muitas espécies recifais 

experimentam naturalmente seu limite superior de temperatura, sendo, portanto, 

fortemente afetadas por anomalias térmicas (Fitt et a., 2001; Lough et al., 2018). Como 

exemplo, citamos o estresse térmico de eventos El Niño que causam branqueamento e 

mortalidade em massa em espécies de coral (Claar et al., 2018; Lough et al. 2018).  

A acidificação marinha induzida pela absorção oceânica de CO2 é particularmente 

prejudicial a organismos calcificadores (Hoegh-Guldberg et al., 2007). Esse processo 

altera propriedades fisico-químicas da água, reduzindo os estados de saturação de calcita 

e aragonita, alterando o equilíbro dinâmico dos carbonatos, e levam a um maior gasto 

energético para manutenção do equilíbrio ácido-base celular (Pörtner et al., 2004). A 

alteração da disponibilidade de íons carbonato (CO3
2-) pode reduzir a produção do 
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carbonato de cálcio (CaCO3), e aumentar as taxas de dissolução de esqueletos (Andersson 

& Gledhill, 2013). A maioria das espécies-chave deste ecossistema (por exemplo, corais 

escleractíneos e algas calcárias) são calcificadoras e atuam na construção da estrutura 

tridimensional do recife. Logo, se a formação e manutenção da estrutura física dos recifes 

é dependente de organismos calcificadores, então o processo de acidificação pode ter 

efeitos negativos no ecossistema recifal como um todo.  

Muitos estudos avaliaram os efeitos ecofisiológicos do aquecimento ou da 

acidificação marinha na biota de recifes de coral (Vogel et al., 2015b; Scherner et al., 

2016; Fonseca et al., 2017; Stuhr et al., 2017). No entanto, previsões feitas pelo Painel 

Intergovernamental de Mudanças Climáticas (IPCC) apontam a ocorrência simultânea de 

aquecimento e acidificação nos oceanos (Schmidt et al., 2014; Campbell et al., 2016; 

Bergstrom et al., 2019). Portanto, é de extrema importância que futuros estudos 

experimentais considerem o efeito combinado desses estressores globais (Schmidt et al., 

2014). 

Quando estressores diferentes ocorrem coincidindo no tempo e no espaço, além 

do “simples” acúmulo ou soma de efeitos (efeitos cumulativos), vários tipos de interações 

podem ocorrer (efeitos interativos). É importante saber se um estressor amplifica/piora 

(sinergismo) ou atenua/reduz (antagonismo) os efeitos de outro estressor (Crain et al., 

2008). A presença de estressores locais pode exercer pressão adicional sobre os 

organismos recifais, comprometendo sua resiliência diante de mudanças ambientais 

globais. Essas podem, por sua vez, amplificar a toxicidade de poluentes (Noyes et al., 

2009; Roberts et al., 2013). Como consequência, limites de toxicidade para determinados 

contaminantes podem precisar ser revisados. Neste contexto,  uma corrente atual chama 

a  atenção para a necessidade de se adaptar Diretrizes de Qualidade da Água através da 

determinação de “climate adjusted thresholds”, ou seja, concentrações máximas 

permitidas ou concentrações limites de contaminantes ajustadas em função de mudanças 

climáticas (Uthicke et al., 2016).  

Segue, assim, que melhorar a qualidade ambiental é crucial à saúde dos recifes de 

coral, o que pode contribuir para a resiliência do recife contra anomalias térmicas e diante 

da maior frequência de tempestades e outros estressores globais ( Brown et al., 2013; Ban 

et al., 2014). No panorama da simultaneidade entre mudanças climáticas e contaminação 
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em muitos recifes, a compreensão de efeitos combinados em espécies chave de recifes de 

coral é imperativa para o manejo e conservação de ecossistemas. 

 

1.2. Espécies bioindicadoras 

Os recifes de coral são formados principalmente por organismos calcificadores  

(secretam esqueleto de carbonato de cálcio) fototróficos (utilizam a luz como fonte de 

energia primária), os quais contribuem para a formação de um habitat estrutural 

complexo, tridimensional e biodiverso (Veron 2011; Zilberberg et al. 2016). De forma 

geral, estressores que causam impacto na fotossíntese e na calcificação de espécies chave 

de recifes de coral (e.g. corais e algas calcárias), tem grande potencial para causar 

impactos em nível ecossistêmico.  

Considerando o exposto, e também considerando lacunas de conhecimento sobre 

efeitos de múltiplos estressores em determinadas espécies, nesta tese destacam-se dois 

organismos calcificadores e fototróficos: o foraminífero com endossimbionte 

Amphistegina gibbosa e a alga calcária Halimeda opuntia (Figura 1). 

 

Foraminíferos são protistas caracterizados pela presença de pseudópodes granulo-

reticulados envoltos por uma testa (concha externa), a qual pode ser composta por 

material orgânico ou por carbonato de cálcio (CaCO3). Um grupo de foraminíferos 

conhecido como Larger Benthic Foraminifera (LBF), caracterizado por possuir 

microalgas endossimbiontes e por atingir tamanhos relativamente grandes, é um 

importante produtor de sedimento carbonático, podendo ser responsável por 2,5-90% da 

produção de CaCO3 em ambientes recifais (Langer 2008). Os LBF possuem 

requerimentos fisiológicos semelhantes aos corais escleractínios zooxantelados, pelo fato 

de realizarem simbiose com microalgas, sofrerem eventos de branqueamento em 

condições estressantes e possuírem esqueleto calcário. Em contrapartida, possuem um 

ciclo de vida curto (3-12 meses), respondendo rapidamente a mudanças ambientais 

(Hallock et al., 2003). Essas características tornaram os foraminíferos, especialmente os 

LBF, bioindicadores de alterações na qualidade ambiental de recifes de coral (Hallock et 

al. 2003; Hallock et al., 2006; Cooper et al., 2009).   

O gênero Amphistegina (Figura 1) é um dos LBF mais frequentes e abundantes 

em recifes de todo o mundo. Possuem diatomáceas endossimbiontes e hábito epibionte 
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(organismo que vive sobre outro ser vivo) podendo ser encontrados em substratos como 

esqueletos de corais e macroalgas. Espécimes de Amphistegina são relativamente de fácil 

coleta e cultivo, e respondem visualmente diante de mudanças ambientais por meio de 

alterações na sua coloração, motilidade e estrutura da concha. É, portanto, um dos gêneros 

de foraminífero mais utilizado em ensaios laboratoriais e no monitoramento ambiental de 

recifes (Hallock et al., 2006; Prazeres et al., 2012; Ross & Hallock, 2014).  

 

   

Figura 1. Fotografias de indivíduos de (a) Amphistegina lobifera e (b) Amphistegina 

gibbosa. Fonte: Joseane A Marques 

 

 

Por sua vez, macroalgas bentônicas desempenham funções chave nos 

ecossistemas marinhos, fornecendo alimento e abrigo. Devido ao seu hábito bentônico, 

ampla distribuição geográfica, e papel chave na teia trófica e em fluxos de carbono de 

vários ambientes, tem sido utilizadas como bioindicadoras de alterações ambientais 

(Horta et al., 2016). Além disso, vale ressaltar que algas calcárias, em especial, ocorrem 

em todos os oceanos e representam uma considerável parte da biomassa de recifes de 

coral (Figueiredo, 2000).  

A capacidade de deposição extracelular de carbonato de cálcio ocorre em 

macroalgas marrons, vermelhas e verdes. Entre as algas verdes (Chlorophyta), algumas 

espécies das classes Ulvophyceae e Bryosidophyceae são calcificadoras e tropicais. Algas 

calcárias são componentes chave em recife de coral tropicais, construindo ou reforçando 

a estrutura tridimensional dos recifes, e sendo por isso consideradas importantes 

organismos construtores. No Arquipélado de Abrolhos, por exemplo, algas calcificadoras 
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representam de 30 a 50% da cobertura recifal, enquanto no Atol das Rocas chegam a 

representar 60% ( Castro & Pires, 2001; Bôas et al., 2005). 

Algas verdes calcárias (ordem Chlorophyta) do gênero Halimeda (Figura 2) são 

abundantes em ambientes tropicais de águas rasas (Verbruggen et al., 2006). São 

macroalgas ecologicamente importantes, considerando sua alta contribuição para a 

produtividade primária, a produção de carbonato e por fornecer habitat para múltiplos 

organismos (Hillis-Colinvaux 1980; Rees et al., 2007). Devido ao seu papel fundamental 

na estrutura e construção de recifes, os efeitos de múltiplos estressores em Halimeda têm 

sido amplamente estudados (Hofmann et al., 2014; Meyer et al., 2015; Vogel et al., 2015a; 

Campbell et al. 2016; Bergstrom et al. 2019). 

 

   

Figura 2. Fragmentos de Halimeda opuntia (a) fotografados em mapa/diagrama de escala 

de cor internacional conhecido como "Coral Health Watch";  (b) dentro da câmara 

experimental. Fonte: Joseane A Marques 

 

 

1.3. Efeitos biológicos 

Para avaliar a ocorrência e magnitude do impacto de estressores antrópicos, são 

necessárias a detecção e quantificação dos seus efeitos biológicos. Respostas biológicas 

a uma condição ambiental alterada (i.e. aumento anômalo na temperatura) podem ocorrer 

em diversos níveis de organização biológica, do subcelular com alteração nos níveis de 
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expressão gênica e na cinética enzimática, até os níveis organísmico, populacional e 

ecossistêmico.  

Existe uma hierarquia nessa organização, sendo que o nível de complexidade e de 

relevância ecológica aumenta com os níveis de organização biológica (Figura 3). Os 

impactos da alteração ambiental são exercidos primeiramente no nível gênico, molecular 

e celular, influenciando processos bioquímicos e fisiológicos, os quais impactam o 

metabolismo e desempenho fisiológico do organismo. Isso tem efeitos sobre processos 

fisiológicos vitais como crescimento e reprodução, podendo afetar a dinâmica 

populacional e padrões de abundância. Tais impactos sobre as populações influenciam a 

composição e biodiversidade das comunidades, e podem culminar em alterações na escala 

ecossistêmica (Moore et al., 2004). 

 

 

 

 

Figura 3. Ilustração esquemática dos diferentes níveis de organização biológica 

(diferentes números), e o crescente grau de relevância ecológica e tempo de 

detecção de resposta em função da exposição a estressores ambientais. Fonte: 

Marques et al., 2016. 

 

 

Desse variado espectro de respostas, com diferentes tempos de detecção e 

complexidade, segue a aplicação e uso de biomarcadores. Biomarcadores são 
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conceiturados como  alterações biológicas em nível molecular, celular, fisiológico e/ou 

comportamental que expressam a exposição e os efeitos induzidos por contaminantes ou 

condições ambientais alteradas (Downs et al., 2000; Moore et al., 2004; Baird et al., 2007; 

Zilberberg et al. 2016) 

Biomarcadores bioquímicos são amplamente utilizados como ferramentas de 

aviso prévio, uma vez que detectam estresse em escalas subcelulares antes mesmo que 

efeitos de letalidade, ou mesmo visuais (e.g. branqueamento), sejam manifestados 

(Depledge et al., 1995; Moore et al. 2004; Downs et al., 2005; Monserrat et al., 2007; 

Pérez-Ruzafa et al., 2018). Seu uso como ferramenta de monitoramento ambiental em 

recifes de coral tem se consolidado (Downs et al. 2002; Downs et al. 2005; Prazeres et 

al., 2012; Fragoso dos Santos et al., 2015; Zilberberg et al. 2016; Marques et al., 2017). 

Já no nível organísmico, parâmetros fisiológicos como crescimento, respiração e 

fotossíntese são ecologicamente relevantes e podem ser ligados a efeitos populacionais 

mais facilmente (em comparação com os biomarcadores bioquímicos) (Baird et al. 2007). 

A utilização de biomarcadores de vários níveis de organização biológica permite 

uma melhor compreensão sobre os mecanismos de resposta ao estresse ambiental. Além 

disso, a integração da resposta de múltiplos biomarcadores permite uma avaliação  

holística da saúde do organismo, resultando em indicadores matemáticos de estresse, os 

quais podem ser úteis para o gerenciamento costeiro. 

Tendo em vista o grande valor ecológico e econômico dos recifes de coral é de 

extrema importância que sejam identificadas ferramentas a serem utilizadas em 

programas de monitoramento. A ocorrência, concentração e os efeitos de contaminantes 

são pouco estudados nos recifes do Atlântico Sul.  

Além disso, considerando que os oceanos estão enfrentando pressões de um 

mundo em transformação, conhecer o efeito combinado da contaminação ambiental e de 

cenários de mudanças climáticas em espécies indicadoras é crucial para determinar 

medidas de manejo. Por fim, identificar os biomarcadores mais adequados para monitorar 

os efeitos desses estressores é de fundamental importância para definir estratégias de 

avaliação e monitoramento da saúde dos recifes de coral. 
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2. Objetivo geral e Hipóteses de trabalho 

 

O objetivo geral desta tese foi o de avaliar a influência de múltiplos estressores 

antrópicos, de escalas local e global, na ecofisiologia de espécies fototróficas 

calcificadoras de recifes de coral.  

Para isto, os efeitos de múltiplos estressores antrópicos locais foram avaliados 

através de um estudo de caso em recifes da região costeira de Porto Seguro (BA, Brasil). 

Por sua vez, os efeitos de estressores globais (aquecimento e acidificação da água do mar) 

combinados ou não a estressores locais (contaminação por cobre ou pelo herbicida 

diuron) foram avaliados experimentalmente utilizando-se o foraminífero Amphistegina 

gibbosa e a alga calcária Halimeda opuntia como bioindicadores. 

 

Com base nestes estudos, testaram-se as seguintes hipóteses de trabalho: 

 

(i) Se existe um gradiente de influência antrópica entre recifes de coral próximos 

à costa e recifes mais distantes da costa, na região de Porto Seguro (BA), então 

a concentração de metais, esteróis fecais e o enriquecimento de nitrogênio 

apresentarão correlação inversa com a distância da costa; 

 

(ii) Se há efeitos biológicos decorrentes do gradiente de influência antrópica, 

então marcadores abióticos de estresse ambiental estarão relacionados a 

menores densidades de A. gibbosa e maior frequência de branqueamento;  

 

(iii) Se o aumento da temperatura, acidificação marinha e contaminação por cobre 

afetam significativamente a ecofisiologia de A. gibbosa, então espera-se 

encontrar alterações em biomarcadores bioquímicos e fisiológicos maiores em 

organismos expostos a esses estressores do que em organismos expostos 

apenas a variação natural da condição ambiente; 

 

(iv) a exposição ao cobre intensifica os efeitos deletérios causados pelo aumento 

da temperatura e acidificação marinha em A. gibbosa; 
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(v) Se biomarcadores bioquímicos e fisiológicos na alga calcária H. opuntia são 

alterados por cenários de mudanças climáticas previstos pelo IPCC e 

contaminação pelo herbicida diuron, então espera-se que esses parâmetros 

variem mais em organismos expostos a esses estressores do que em 

organismos mantidos apenas na condição ambiente; 

 

(vi) a exposição ao diuron intensifica os efeitos deletérios causados pelos cenários 

de mudanças climáticas em H. opuntia. 

 

3. Objetivos específicos 

 

(i) Determinar a concentração dos metais cobre, zinco, chumbo e cadmio em amostras 

de água coletadas ao longo de um suposto gradiente de influência antrópica na 

região costeira de Porto Seguro (BA). 

(ii) Determinar isótopos estáveis de carbono (δ13C) e nitrogênio (δ15N), bem como a 

concentração de marcadores geoquímicos de esgoto doméstico ao longo de um 

suposto gradiente de influência antrópica na região costeira de Porto Seguro (BA). 

 (iii) Avaliar a resposta de biomarcadores ecológicos (densidade populacional), 

fisiológicos (branqueamento) e bioquímicos (concentração de clorofila α) no 

foraminífero com endossimbionte  A. gibbosa coletado em diferentes pontos ao 

longo de um suposto gradiente de influência antrópica na região costeira de Porto 

Seguro (BA). 

 (iv) Avaliar a resposta de biomarcadores bioquímicos (atividade da Ca2+-ATPase, H+-

ATPase, e concentração de clorofila α) em A. gibbosa exposto ao aumento de 

temperatura e acidificação marinha, combinados ou não com exposição ao cobre, 

em mesocosmo marinho. 

(v) Avaliar a resposta de biomarcadores fisiológicos (mortalidade, branqueamento, 

respiração, e crescimento) em A. gibbosa exposto ao aumento de temperatura e 

acidificação marinha, combinados ou não com exposição ao cobre. 

(vi) Avaliar a resposta de biomarcadores bioquímicos (capacidade antioxidante total, 

lipoperoxidação, atividade da Ca2+-ATPase, atividade da anidrase carbonica) na 
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alga calcária H. opuntia exposta ao aumento de temperatura e acidificação marinha, 

combinados ou não com exposição ao diuron. 

(vii) Avaliar a resposta de biomarcadores fisiológicos (capacidade fotoquímica, 

respiração, produção de oxigênio e taxa de calcificação) em H. opuntia exposta ao 

aumento de temperatura e acidificação marinha, combinados ou não com exposição 

ao diuron.  

(viii) Sugerir biomarcadores com potencial para serem utilizados como ferramentas 

alternativas e complementares ao monitoramento dos efeitos biológicos da 

contaminação ambiental e das mudanças climáticas em recifes de coral. 

 

 

4. Material e Métodos 

 

4.1. Síntese material e métodos - Anexo I: Bioindicadores e biomarcadores para 

avaliação de impactos em recifes de coral 

 

O primeiro anexo a fazer parte desta tese teve como objetivo revisar e descrever, 

resumidamente, os estressores mais comumente relacionados a impactos antrópicos em 

recifes de coral, assim como algumas das ferramentas de avaliação e monitoramento 

ambiental mais usadas.  As informações foram reunidas a partir de pesquisas realizadas 

em livros relacionados a ecotoxicologia e/ou recifes de coral, em relatórios técnicos, em 

plataformas de periódicos científicos (como exemplo, Science Direct, Periódicos CAPES, 

Research Gate), em páginas oficiais relacionadas a monitoramento ambiental de diversos 

países, com foco para o Brasil (principalmente informações contidas nas plataformas 

online do IBAMA e do ICMBio), Estados Unidos (principalmente informações 

integradas na plataforma online do programa NOAA Coral Reef Watch, National 

Oceanic and Atmospheric Administration) e Austrália (principalmente informaçoes e 

relatórios técnicos reunidos na plataforma e banco de dados do AIMS, Australian Institute 

of Marine Science). 

Essa revisão foi publicada em um capítulo de livro de divulgação científica, que 

tem como público alvo estudantes de ensino médio e graduação. Considerando que a 

maior parte da literatura especializada se encontra escrita na língua inglesa, esse livro foi 
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idealizado para tornar mais acessível o conhecimento sobre o ecossistema recifal, as 

particularidades dos recifes brasileiros e os projetos vinculados à Rede de Pesquisas Coral 

Vivo. 

 

4.2. Síntese material e métodos - Anexo II: Qualidade ambiental em recifes de coral 

do Atlântico Sudoeste: indicadores geoquímicos, de qualidade da água e 

ecológicos 

 

4.2.1. Área de Estudo 

No Brasil, recifes de coral tropicais de águas rasas ocorrem desde a foz do rio 

Amazonas até o estado de São Paulo. O maior complexo recifal do Atlantico Sul está 

localizado no estado da Bahia, nordeste brasileiro.  De forma geral, diversos recifes rasos 

ocorrem ao longo costa sul da Bahia, incluindo a cidade de Porto Seguro (Castro & Pires, 

2001; Zilberberg et al., 2016; Pereira-Filho et al., 2019). 

O Parque Natural Municipal do Recife de Fora (PNMRF) é uma unidade de 

conservação localizada a 8 km de Porto Seguro, BA. Sua área engloba um complexo 

recifal (aproximadamente 17,5 km² de área), denominado Recife de Fora, e diversos 

fragmentos de recife (Sena et al., 2006; Seoane et al., 2012; Zilberberg et al., 2016; 

Arantes & Seoane, 2017).  

O rio Buranhém, cuja nascente fica no estado de Minas Gerais, cruza as cidades 

de Eunápolis e Porto Seguro, desaguando no Oceano Atlântico ao sul da Bahia, fazendo 

parte da maior bacia hidrográfica da região (2.672 km²). Ao longo dos 148 km do curso 

do rio, existem fontes difusas de esgoto doméstico, bem como vários pontos de potencial 

contaminação por pesticidas e resíduos industriais. Essas pressões ambientais estão 

relacionadas à ocupação urbana não planejada e ao uso da terra na região, que envolve 

atividades como agricultura, silvicultura de eucalipto, indústria de polpa de celulose e um 

severo desmatamento da Mata Atlântica (Oberling et al., 2013; Santos 2013; Silva 2016). 

Estudos de sedimentologia, assembleias de foraminíferos e microbiota associada a corais 

sugerem a ocorrência de um gradiente de influência antrópica, associada principalmente 

à pluma do rio Buranhém, entre os bancos de recifes próximos à costa e os do PNMRF ( 

Seoane et al., 2012; Arantes & Seoane, 2017; Leite et al., 2018).  
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Figura 4- Mapa mostrando as posições dos recifes estudados. O quadrado 

tracejado representa a área do Parque Natural Municipal do Recife de Fora 

(PNMRF). 

 

 

A potencial ocorrência de um gradiente de qualidade ambiental entre os recifes 

expostos à pluma do rio Buranhém foi avaliada selecionando cinco recifes entre a área da 

foz do rio e a região do PNMRF (Figura 4). Três sítios de amostragem (S) foram em 

manchas de recifes fora do PNMRF [S1 (Recife de Itassepocu): 16° 26,0349′ S - 039 ° 

02,4140′ W; S2 (Pedra Carapindauba): 16 ° 25,7138′ S – 039° 01,4990′ W; e S3 (Baixio 

Cerca): 16 ° 25,6938′ S – 039° 00,4080′ W]. Os outros dois sítios foram em recifes 

localizados dentro da área do parque marinho [S4 (Recife de Fora-SW): 16° 25,0910′ S – 

038° 59,4502′ W; e S5 (Recife de Fora-NW): 16° 23,8428′ S – 038° 59,0832′ W].  

 

4.2.2. Coleta de dados 

A amostragem foi realizada trimestralmente ao longo de um ano para incorporar 

a variabilidade temporal (inverno - agosto de 2013; primavera - dezembro de 2013; verão 
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- fevereiro de 2014; outono - maio de 2014). As coletas foram realizadas com mergulho 

autônomo em profundidades entre 5 e 8 m.  Dados de temperatura e precipitação durante 

o período de estudo foram adquiridos por uma estação automática localizada em Porto 

Seguro (código 86745, Instituto Nacional de Meteorologia - INMET). 

Amostras de água de fundo (n=3) coletadas em cada sítio e cada tempo amostral 

foram filtradas, acidificadas (HNO3 1%) e mantidas protegidas da luz a -20°C até análise. 

Amostras de sedimento superficial (n=3) foram coletadas em cada sítio e cada tempo 

amostral e mantidas a -80°C até posterior análise. 

Em cada sítio de amostragem, esqueletos de coral foram coletados em cada sítio 

e cada tempo amostral, e armazenados em sacos plásticos do tipo Ziplock® (6 réplicas 

por ponto de amostragem) contendo água de cada local. Na base do Projeto Coral Vivo 

(localizada em Arraial d’Ajuda, Porto Seguro, BA), os fragmentos foram escovados e o 

sedimento residual da escovação foi distribuído em placas de Petri (150 mm) contendo 

água do local de coleta. Indivíduos de A. gibbosa foram identificados, contados e 

avaliados visualmente quanto ao branqueamento com auxílio de um estereomicroscópio. 

A frequência de branqueamento na população foi calculada dividindo o número de 

indivíduos branqueados pelo número total de indivíduos encontrados na amostra.  

O material obtido foi transportado com gelo seco ou nitrogênio líquido para o 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). 

 

4.2.3. Marcadores de qualidade da água 

Concentrações de metais podem indicar a presença de algumas atividades 

humanas. Além disso, eles também são usados para avaliar a saúde ambiental com base 

em critérios estabelecidos por Diretrizes de Qualidade da Água (CONAMA, 2005; 

Martins et al., 2012; Prazeres et al., 2012a; Rocha et al., 2017). Os metais cobre (Cu) e 

zinco (Zn) são essenciais para funções celulares, porém são tóxicos em concentrações 

altas. Além disso, estão fortemente associado ao esgoto doméstico (Wood et al., 2012). 

Os metais cádmio (Cd) e chumbo (Pb) são não essenciais e estão mais frequentemente 

associados a atividades industriais, mas também ao esgoto doméstico (Wood et al., 2011; 

Tkachenko 2017). 

Concentrações dos metais Cu, Zn, Cd e Pb foram determinadas nas amostras de 

água coletadas neste estudo usando espectrometria de absorção atômica com forno de 
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grafite acoplado (HR-CS GF AAS, Analytic Jena, Alemanha). O controle de qualidade 

de laboratório para análise de metais incluiu a análise de material de referência de água 

do mar para metais residuais NASS-6 (Conselho Nacional de Pesquisa do Canadá NRC - 

CNRC). Essas análises foram realizadas em laboratórios do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal do Rio Grande (ICB/FURG). 

 

4.2.4. Marcadores geoquímicos 

Considerando a característica integrativa e conservadora da matriz sedimentar ao 

longo do tempo, parâmetros geoquímicos são amplamente utilizados no diagnóstico de 

impactos antrópicos. A análise sedimentar de isótopos estáveis de carbono e nitrogênio 

tornou-se uma ferramenta eficaz e amplamente utilizada para avaliar fontes de matéria 

orgânica, gradientes rios-oceano e contaminação por nutrientes (Claudino et al., 2015; 

Jona-Lasinio et al., 2015).  

Além disso, muitos compostos orgânicos, como os esteróides e os hidrocarbonetos 

alifáticos, também conhecidos como biomarcadores moleculares, têm sido aplicados com 

sucesso para rastrear fontes de contaminação por matéria orgânica e esgoto (Martins et 

al., 2014; Derrien et al., 2017; Emrich et al., 2017). Como exemplo, os esteróis 

coprostanol e epicoprostanol, conhecidos como esteróis fecais, são abundantes nas fezes 

humanas e são usados como traçadores robustos de esgoto doméstico (Martins et al., 

2008; Martins et al. 2012; Abreu-Mota et al., 2014; Carreira et al., 2015a). Sitosterol e 

estigmasterol são comumente relacionados a plantas terrestres superiores, traçando a 

influência terrestre na matéria orgânica sedimentar (Volkman 1986; Derrien et al. 2017). 

Alíquotas de amostras de sedimento foram secas (60°C), maceradas, pesadas 

(~0,25 mg) e enviadas ao “Stable Isotope Core Laboratory” (Washington State 

University) para determinação de isótopos estáveis de carbono e nitrogênio. Para análise 

de isótopos carbono, alíquotas de amostra receberam tratamento ácido para remoção de 

carbono inorgânico. Os resultados foram expressos como δ13C ou δ15N em relação a 

Viena Pee Dee Belemnite (VPDB) e nitrogênio atmosférico, respectivamente. 

A análise de esteróis foi realizada apenas em amostras coletadas no inverno e 

outono. O inverno mostra os maiores valores de precipitação e temperatura mais baixa, 

integrando assim as respostas de uma estação chuvosa. Por sua vez, o outono mostra a 

menor precipitação, integrando assim as respostas de uma estação seca. Além disso, esta 
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temporada corresponde ao final de um período de intensa atividade turística na região de 

Porto Seguro. 

Outras alíquotas de sedimento foram secas a 45°C, maceradas e pesadas. As 

amostras de sedimento assim como amostras referência/brancos (1 g) receberam padrões 

internos específicos e passaram por procedimentos de extração de compostos orgânicos 

por Soxhlet, seguindo o método USEPA 3540. Os extratos foram concentrados até 1 mL, 

utilizando evaporação rotativa e sob suave corrente de nitrogênio. O enxofre foi removido 

com cobre ativado. Procedimentos padronizados de fracionamento e dereivatização foram 

realizados por métodos adaptados de Niencheski & Fillman (2006).  

A determinação de esteróides foi realizada por cromatografia gasosa (GC modelo 

GC-17A FID,  Shimadzu). Os compostos foram identificados com base nos tempos de 

retenção, e comparados a padrões específicos.  

 

4.2.5. Marcadores ecológicos 

Efeitos biológicos de estressores ambientais podem ser avaliados em diversos 

níveis de organização biológica, utilizando espécies bioindicadoras, como por exemplo 

os foraminíferos bentônicos (Marques et al., 2016).  

A densidade populacional de foraminíferos com endossimbontes pode ser usada 

como um indicativo de saúde de ecossistemas recifais (Hallock et al. 2003; Kelmo & 

Hallock 2013). Hallock e colaboradores (2003) desenvolveram um índice numérico, o 

FORAM INDEX, que utiliza a proporção de espécies com endossimbiontes e espécies 

heterotróficas para avaliar a qualidade ambiental de ambientes recifais e determinar se as 

condições detectadas são favoráveis ou não para o proliferamento de comunidades 

dominadas por organismos calcificadores e fototróficos. Além de alterações 

populacionais, organismos com endossimbiontes (e. g. corais zooxantelados e 

foraminíferos do gênero Amphistegina), podem sofrer dano em sua relação simbiótica 

com consequente branqueamento quando expostos a estressores ambientais (Marangoni 

et al., 2016).  

A análise da concentração corporal de clorofila α (Chl a) tem sido utilizada como 

um biomarcador de nível suborganismal relacionado diretamente à fotossíntese (Schmidt 

et al., 2011; Meyer et al. 2015; Stuhr et al., 2017). Além disso, alguns autores consideram 
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o nível de Chl a como uma medida indireta da densidade de simbiontes (Schmidt et al., 

2014). 

A frequência de branqueamento nas populações e a densidade populacional de A. 

gibbosa foram avaliadas seguindo os métodos descritos por Hallock et al. (2003). 

Resumidamente, o número de indivíduos apresentando branqueamento (principalmente 

branqueamento parcial, ~ 60% da testa com alteração visual) foi contado e dividido pelo 

número total de indivíduos analisados. Espécimes mortos foram diferenciados pela 

detecção de branqueamento completo/ausência de protoplasma e/ou ausência de atividade 

reticulopodal.  

O volume do substrado de onde os organismos foram retirados, neste caso 

esqueletos de coral, foi estimado por ensaio volumétrico. Sendo assim, a densidade de A. 

gibbosa foi calculada considerando o número total de indivíduos vivos contabilizados 

para cada 1 cm3 de substrato (Prazeres et al., 2017). 

A concentração de Chl a em indivíduos de A. gibbosa foi determinada após 

extração com etanol (95%) e mensuração em leitor de microplacas (ELX-800, BioTek, 

Winooski, VT, EUA), seguindo método descrito por Schmidt et al. (2011). Para cada uma 

das réplicas (n = 3), o conteúdo de Chl a foi medido em um pool de 2 indivíduos, e foi 

normalizado pelo peso úmido.  

 

4.2.6. Análises estatísticas 

A associação entre parâmetros de qualidade ambiental (ecológicos, geoquímicos 

e os relacionados à água) e a distância entre o sítio de coleta e a foz do rio Buranhém 

foram avaliadas por correlações lineares exploratórias (correlação de Pearson) (Borcard 

et al., 2011). A relação entre os marcadores de qualidade ambiental abióticos e os 

marcadores ecológicos, bem como a identificação dos potenciais direcionadores dos 

efeitos biológicos observados, foram analisados por meio de Análise de Redundância 

(RDA) (Borcard et al. 2011). As análises estatísticas foram realizadas utilizando 

linguagem de programação R (R Core Team, 2017). 
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4.3. Síntese material e métodos -  Anexo III: O cobre reduz a tolerância do 

foraminífero com endossimbionte Amphistegina gibbosa às mudanças 

climáticas 

 

4.3.1. Coleta e aclimatação 

Foraminíferos da espécie A. gibbosa foram coletados em recifes localizados 

dentro da área do PNMRF (Fig 4) seguindo métodos descritos na seção 4.1.2. Indivíduos 

adultos (diâmetro maior que 0.6 mm) e saudáveis (apresentando coloração normal) foram 

triados para uso no experimento a ser descrito. 

Indivíduos de A. gibbosa foram mantidos em gaiolas adaptadas a partir de tubos 

falcon (50 mL), distribuídas ao longo de 24 aquários em um sistema experimental de 

fluxo aberto e contínuo. As gaiolas foram parcialmente cobertas com malha de plâncton 

(300 μm) para permitir a troca de água e evitar fuga. As gaiolas foram cobertas por uma 

camada de tecido escuro (Sombrite®) para reduzir os níveis de irradiância (Schmidt et 

al., 2014; Marques et al., 2017). Os organismos foram aclimatados ao sistema por 10-15 

dias antes do início do experimento. 

 

4.3.2. Abordagem experimental 

Usar uma abordagem de mesocosmo permite mais realismo e relevância ambiental 

do que os experimentos tradicionais de laboratório (Bellworthy & Fine 2018), pois podem 

ser considerados um elo entre experimentos de campo e laboratório, mimetizando a 

complexidade e variabilidade do campo (Stewart et al., 2013).  

Para este capítulo, foi realizado um experimento no mesocosmo marinho do 

Projeto Coral Vivo, localizado na praia de Araçaípe em Arraial d’Ajuda, Porto Seguro, 

BA. O sistema, descrito em detalhe por Duarte et al. (2015), imita as condições do recife 

de onde a água é captada, seguindo a variabilidade diária natural dos parâmetros 

ambientais como luz e pluviosidade e de físico-químicos da água como temperatura, 

salinidade e pH.  

Quatro tratamentos foram montados inicialmente: 1 = Ambiente, ou nenhum 

tratamento; 2 = Acidificação marinha (AM), acidificação em 0,3 unidades de pH; 3 = 

aquecimento, aumento da temperatura da água do mar em 2°C; 4 = AM + Aquecimento, 

aumento da temperatura da água do mar (+2°C) e redução do pH (-0,3 unidades de pH), 
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simultaneamente. Os níveis de aquecimento e acidificação escolhidos foram baseados em 

cenários previstos pelo IPCC, e com base em resultados obtidos em experimentos 

anteriores. 

A acidificação foi obtida pela injeção de gás carbônico (CO2) em reservatórios de 

5000 L. O aquecimento foi obtido com auxílio de resistências de aço inoxidável. Estes 

tratamentos de mudanças climáticas foram combinados com tratamentos de 

contaminação por cobre (dois níveis) em um desenho experimental ortogonal. Soluções 

estoque de cobre (preparadas a partir de cloreto de cobre, CuCl2) eram adicionadas 

diariamente a reservatórios secundários  de "tratamento de cobre" com o objetivo de 

atingir adição de 0 e +5 μg l-1 Cu (concentração nominal) em cada aquário. 

Cada um dos oito tratamentos (quatro níveis de “mudanças climáticas” 

combinados a dois níveis de “contaminação por cobre”) foi replicado em três aquários. 

Cada um dos 24 aquários tinha uma volume de 10 L, com uma taxa de renovação de 3 

vezes seu volume de água por hora. Cada aquário continha três gaiolas. Em uma das 

gaiolas foram inseridos ~15 indivíduos de A. gibbosa para análise de biomarcadores 

bioquímicos. Uma segunda gaiola continha 5 indivíduos para ensaios de respiração. Em 

uma terceira gaiola foram inseridos 5 indivíduos para análise das taxas de crescimento. 

As respostas biológicas foram avaliadas antes e após 25 dias de exposição. 

 

4.3.3. Biomarcadores fisiológicos 

Mortalidade e branqueamento 

A mortalidade e o branqueamento foram avaliados visualmente com auxílio de 

um estereomicroscópio (Leica S6D). Os indivíduos mortos foram contados e divididos 

pelo número total de foraminíferos da gaiola. Ausência de atividade pseudopodial e / ou 

a presença de um testa completamente branca foram indicativos de morte. Indivíduos 

branqueados (detalhes descritos na 4.1.5) foram contados e divididos pelo número total 

de indivíduos vivos na gaiola. 

 

Respiração e crescimento 

As taxas de respiração estão relacionadas ao metabolismo energético (Baird et al., 

2007; Lukasik & Laskowsi, 2007) e são reconhecidas como um parâmetro fisiológico 

relevante na avaliação da toxicidade (Martins et al., 2007; Oliveira et al., 2018). A  
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manutenção de taxas normais de crescimento está diretamente relacionada à performance 

fisiológica “normal” (Baird et al. 2007), e no caso de organismos calcificadores, é 

também essencial para a manutenção da produção de carbonato de cálcio (Zilberberg et 

al., 2016). 

Um pool contendo aproximadamente 5 indivíduos de tamanho similar foi usada 

para análise de consumo de oxigênio/respiração. As taxas de respiração foram 

determinadas em uma câmara de incubação (1 ml) medindo as mudanças na concentração 

de oxigênio durante uma fase escura de 15 minutos em um microrespirômetro (Oxygraph 

+ System, Hansatech Instruments). 

 

Os indivíduos A. gibbosa foram fotografados no início e no final do experimento. 

As fotografias  tiradas com câmera (Fujifilm FinePix S2800HD) acoplada ao microscópio 

foram usadas para medições de área de superfície (mm3), com o software ImageJ 1.48v. 

A variação no tamanho foi calculada da seguinte forma: ΔTamanho = [(área final - área 

inicial) / (área inicial)], considerando a média da área de cada gaiola. 

 

4.3.4. Biomarcadores bioquímicos 

Enzimas transportadoras de íons estão diretamente envolvidas na homeostase 

celular por regularem a concentração de íons, e consequentemente participam de diversos 

processos fisiológicos, como por exemplo a calcificação. Particularmente, diversos 

autores propõem que a Ca2+-ATPase e a H+-ATPase tem papéis na calcificação dos 

foraminíferos (Nooijer et al., 2014; Toyofuku et al., 2017), corais (Al-Horani et al., 2003; 

Tresguerres, 2016) e algas calcárias (Borowitzka & Larkum, 1987; McConnaughey & 

Falk, 2014; Hofmann et al., 2016). Além disso, ATPases são frequentemente utilizadas 

como biomarcadoras de efeito de metais (Prazeres et al., 2012b; Wood et al., 2012; 

Marangoni et al., 2017; Marques et al., 2017). 

Indivíduos vivos foram congelados em nitrogênio líquido e mantidos a -80 °C até 

a realização de análises bioquímicas. A clorofila α foi extraída e determinada de acordo 

com o método desenvolvido por Schmidt et al. (2011), descrito na seção 4.1.5. As 

atividades das ATPases foram determinadas pela adaptação dos protocolos existentes 

(Vajreswari et al., 1983; Ip et al., 2015). Amostras contendo pools de aproximadamente 

5 indivíduos cada foram homogeneizadas num tampão (pH ajustado para 7,6) contendo 
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100 mM de imidazol, 500 mM de sacarose, 5 mM de EDTA, 1 mM de DL-ditiotreitol e 

0,1 mM de inibidor de protease. Após sonicação em gelo, as amostras foram centrifugadas 

a 10 000 g durante 10 minutos a 4 ° C. A concentração total de proteína do sobrenadante 

foi quantificada utilizando um BioDrop (µLite BioDrop, Cambridge, UK). As amostras 

foram incubadas por 30 min (30°C) com 100 μl de soluções de trabalho.  

Para determinação da atividade de Ca-ATPase, foi utilizada a solução de trabalho 

1 (pH ajustado para 7,6) com 20 mM de Tris ácido, 189 mM de NaCl, 2 mM de CaCl2, 1 

mM de ouabaína e 3 mM de ATP. Testes preliminares foram realizados para otimizar a 

concentração de substrato (CaCl2) (dados não mostrados). Para determinação da atividade 

de H+-ATPase, os sobrenadantes foram incubados com solução de trabalho 2 (pH ajustado 

para 7,6) contendo Imidazol 20 mM, NaCl 189 mM, ouabain 1 mM e ATP 3 mM com e 

sem o inibidor de H+-ATPase bafilomicina A1 (1 μM).  

As atividades das ATPases foram medidas como a quantidade de fosfato 

inorgânico (Pi) produzido após o período de incubação. A determinação de Pi foi 

realizada utilizando um kit comercial (MAK030, Sigma-Aldrich). Os resultados foram 

normalizados pela concentração de proteína. 

 

4.3.5. Cálculo IBR 

Ferramentas integrativas capazes de sintetizar respostas biológicas em um único 

valor, indicando o nível de saúde do ecossistema, são mais compreensíveis e mais práticas 

para reguladores/tomadores de decisões ambientais e o público em geral (Hagger et al., 

2010; Pérez-Ruzafa et al. 2018). Além disso, o uso desses índices permite uma avaliação 

mais holística da saúde do organismo e pode destacar tendências que não são claras ao 

analisar cada parâmetro individualmente. Índices de Resposta Integrada a Biomarcadores 

(IBR) têm sido utilizados para monitorar e medir os efeitos da poluição (Hagger et al. 

2010; Benedetti et al., 2012; Devin et al., 2014; Nardi et al., 2018; Vieira et al., 2019). 

Recentemente, eles também estão sendo aplicados em um contexto de mudanças 

climáticas (Madeira et al., 2018; Maulvault et al., 2019).  

A fim de integrar respostas de múltiplos biomarcadores, o índice de Resposta 

Integrada aos Biomarcadores (Integrated Biomarker Response – IBR) (Beliaeff & 

Burgeout 2002) foi aplicado para cada combinação de tratamento.  
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O índice foi calculado de acordo com Devin et al. (2014), usando scripts para 

programação em R fornecidos pelo autor. Mais detalhes sobre fórmulas e interpretações 

podem ser vistos em Devin et al. (2014), Bertrand et al. (2018), e Silva et al. (2018). Em 

resumo, o cálculo considera a área de um triângulo definido pelos valores padronizados 

de dois biomarcadores sucessivos, levando em consideração a variabilidade e o número 

de biomarcadores. Para obter o valor final do IBR, várias permutações são executadas 

alterando a ordem dos biomarcadores (Devin et al., 2014). 

 

4.3.6. Análises estatísticas 

O efeito combinado do aquecimento, acidificação marinha e exposição ao Cu em 

cada biomarcador foi avaliado usando modelos lineares generalizados (GLMs; AM, 

aquecimento e Cu como fatores fixos). As frequências de branqueamento e mortalidade 

foram avaliadas usando GLMs com família binomial. Todos os outros parâmetros foram 

avaliados usando GLMs com a família Gamma (log como função de ligação).  

No caso do IBR, para comparar todas as médias com o cenário ambiente / sem 

Cu, foram usados testes-t pareados com p valor corrigido pelo número de comparações. 

Padrões gerais das respostas de parâmetros biológicos e do IBR foram avaliados 

com uma Análise de Componentes Principais (PCA). As variáveis foram centralizadas e 

normalizadas antes da análise. Para visualizar e explorar as possíveis relações das 

variáveis, também foram realizadas correlações lineares exploratórias (correlações de 

Pearson) (Borcard et al. 2011). 

 

4.4. Síntese material e métodos - Anexo IV: Impacto cumulativo de mudanças 

climáticas e do herbicida diuron na ecofisiologia da alga calcária Halimeda 

opuntia. 

 

4.4.1. Coleta e aclimatação 

Fragmentos da macroalga calcária Halimeda opuntia foram coletados no Recife  

Davies (18° 49,801’ S - 147° 39,0971 W), localizado na parte central do Parque Marinho 

da Grande Barreira de Corais da Australia. As algas foram distribuídas e aclimatadas em 

nove tanques do “Simulador Marinho Nacional” -  (National Sea Simulator, SeaSim) no 

Instituto Australiano de Ciências Marinhas (Australian Institute of Marine Science - 



33 
 
 

 

AIMS, Townsville). Três tanques simulavam a temperatura da água e as condições de 

pCO2/pH projetadas para o ano de 2050, outros três simulavam as  condições projetadas 

para 2100 (ambos cenários classificados como RCP 6 dentro do relatório mais recente do 

IPCC), e os três últimos tanques simulavam condições ambientais “normais”. Esses 

tanques estavam ligados a um sistema experimental de larga escala e fluxo contínuo, e 

abrigavam múltiplos organismos (corais, esponjas, equinodermos, ervas marinhas, 

foraminíferos, peixes e outros táxons) em uma abordagem experimental de mesocosmo.  

Nos tanques “ambiente” as temperaturas eram baseadas em médias históricas para 

o recife Davies (variando de 23,4°C durante o inverno a 28,3°C durante o verão) e a pCO2 

era de ± 410 ppm. Nos tanques “2050”, as temperaturas eram 1°C acima da temperatura 

ambiente e a pCO2 era de ± 685 ppm. Nos tanques “2100”, temperaturas 2°C acima da 

ambiente e pCO2 de ± 940 ppm. 

Após oito meses de aclimatação aos três cenários climáticos a partir dos tanques 

de mesocosmo, talos recém-formados de H. opuntia (~ 5 cm cada) foram cortados e 

realocados em tratamentos experimentais descritos abaixo. 

 

4.4.2. Desenho experimental 

As macroalgas foram expostas por 15 dias aos três cenários de mudanças 

climáticas (ambiente, 2050 e 2100 com alterações de temperatura e pH simultaneamente) 

combinados a seis concentrações de diuron. As exposições foram feitas em câmaras de 

acrílico personalizadas (volume de trabalho: 2,5 L; 54 câmaras totais, 3 para cada 

combinação de tratamento), mantidas em um sistema de fluxo contínuo de água e 

distribuídas em três “banhos-maria”. Os “banhos -maria” foram usados para manter os 

tratamentos de temperaturas (semelhantes aos tanques de mesocosmo com médias de 28, 

29 e 30°C para condições de verão). O movimento da água, bem como os níveis de pCO2 

previstos para cada cenário climático foram alcançados por borbulhamento suave de uma 

mistura de ar e CO2. Os tratamentos eram controlados digitalmente pelo controlador 

lógico programável (PLC) do SeaSim. 

Seis concentrações de diuron (concentrações nominais: controle com solvente (0); 

0,3; 1; 3; 10 e 30 µg l-1 de diuron) foram aplicadas. Reservatórios (60 L) foram 

preenchidos diariamente com água do mar filtrada a 0,5 µm e “contaminados” com 

solução estoque de diuron em volume apropriado para atingir as concentrações alvo. A 
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água dos reservatórios era transportada via fluxo contínuo para as câmaras experimentais 

usando bombas peristálticas (Masterflex L / S e Ismatec IPC 12). A taxa de renovação foi 

de 1,5 o volume da câmara por dia, e a posição das câmaras foi aleatorizada dentro dos 

“banhos-maria” para minimizar efeitos de posição e tanque. Os níveis de luz durante a 

exposição eram de aproximadamente 150 µmol m-2 s-1 (ciclo claro/escuro de 12/12 h). 

Este trabalho teve um objetivo adicional, não listado entre os objetivos gerais da 

tese como um todo, que foi também avaliar se a aclimatação a longo prazo às condições 

de mudanças climáticas leva a diferentes respostas aos múltiplos estressores. Para isso, 

metade das algas utilizadas no experimento já havia sido aclimatada a cenários de 

mudanças climáticas (previsões ambientais, 2050 e 2100) por oito meses, e a outra metade 

foi retirada apenas de tanques de mesocosmo em condição ambiental (ou seja, foram de 

fato expostas aos cenários de mudanças climáticas apenas pelos 15 dias de duração do 

experimento de efeitos combinados). 

 

4.4.3. Biomarcadores fisiológicos 

Biomarcadores fisiológicos associados a fotossíntese e calcificação: 

Rendimento quântico efetivo  

Reduções no rendimento quântico efetivo (ΔF/Fm’) correspondem a reduções na 

eficiência da conversão de energia fotoquímica no fotossistema II (Genty et al., 1989).  O 

ΔF/Fm’ é um parâmetro sensível e comumente utilizado em estudos de fotobiologia, que 

responde de forma consistente a exposição a herbicidas através de inibição (van Dam et 

al., 2012b; Flores et al. 2013; Wilkinson et al., 2017). A performance fotossintética foi 

avalianda usando um fluorômetro de pulso de amplitude modulada Imaging-PAM (I-

PAM, Walz GmbH, Alemanha), uma técnica não invasiva aplicada para medir a 

eficiência fotoquímica. 

O rendimento quântico efetivo (ΔF/Fm') foi medido em cada indivíduo usando um 

fluorômetro Imaging-PAM após adaptação a luz (5 min). O software Data-MAXI 

(Imaging Win, Walz GmbH, Alemanha) foi usado para selecionar 3-6 áreas de interesse 

(AOI) e a média de AOIs foi usada como valor final para cada fragmento individualizado 

de H. opuntia.  

 

Quantificação da produção de oxigênio e taxas de calcificação  
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Incubações foram realizadas em câmaras acrílicas transparentes de 50 mL com 

agitação contínua, acopladas a placas submersas em banho-maria sob a mesma 

temperatura das câmaras experimentais. Um fragmento de Halimeda proveniente de cada 

câmara foi incubado durante 1 h na luz (~ 150 pmol m-2 s-1) e subsequentemente durante 

1 h no escuro. Brancos (câmaras contendo apenas água) foram executados em paralelo. 

O oxigênio dissolvido (OD) foi medido (Hach HQ 30d) antes e após as incubações de luz 

para determinar as taxas de produção de oxigênio.  

Antes e após incubações no claro e no escuro, amostras de água foram coletadas 

para alcalinidade total (AT) e fixadas com cloreto de mercúrio para determinar as taxas 

de calcificação pela técnica de Anomalia de Alcalinidade (Chisholm & Gattuso 1991). A 

AT foi determinada usando um titulador robótico Metrohm 855 (Metrohm, Suíça). 

Múltiplos padrões internos de água do mar e material de referência certificado foram 

usados para validar a precisão dos resultados da AT. A produção de oxigênio e as taxas 

de calcificação no claro e no escuro foram normalizadas pelo peso úmido fresco. A 

calcificação líquida diária foi calculada por 12 horas de luz e 12 horas de escuro. 

 

4.4.4. Biomarcadores bioquímicos 

Parâmetros de estresse oxidativo (e. g. antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos, e dano oxidativo a biomoléculas) são amplamente utilizados para avaliar a 

o estresse fisiológico e a saúde ambiental (Downs et al. 2005; Lesser 2006; Monserrat et 

al. 2007; Lushchak 2011).  

Muitos transportadores de íons estão supostamente relacionados ao processo de 

calcificação, incluindo Ca-ATPase (Al-Horani et al. 2003; Marin et al., 2012; Hofmann 

et al. 2016), e são também biomarcadores de estresse fisiológico (Wood et al. 2012). A 

anidrase carbônica tem múltiplas funções, incluindo equilíbrio ácido-base celular e 

aquisição / transporte de carbono inorgânico, estando ligada à fotossíntese e à calcificação 

(Bertucci et al., 2013; Hofmann et al. 2014). Vários autores têm aplicado a anidrase 

carbonica como um biomarcador ecologicamente relevante de estresse de mudanças 

climáticas e contaminação (Siddiqui & Bielmyer-Fraser, 2015; Lionetto et al., 2016; 

Scherner et al., 2016; Bielmyer-Fraser et al., 2018; Marangoni et al., 2019). 
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Alíquotas (100-200 mg) de amostras de H. opuntia foram maceradas com 

nitrogênio líquido. O material foi sonicado com tampão de homogenização específico 

para cada análise e centrifugado (10000 x g, 20 min, 4°C). O teor total de proteína foi 

determinado em cada alíquota utilizando um kit comercial (BioRad, DC Protein Assay 

Kit) e curvas padrão.  

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada utilizando um kit 

comercial (TAC - OxiSelect™, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, EUA). Os níveis de 

peroxidação lipídica (LPO) foram avaliados seguindo o método descrito por Oakes & 

Kraak (2003). Este método mede a formação de malondialdeído (MDA), um bioproduto 

do dano oxidativo lipídico, que produz um cromógeno fluorescente mensurado por 

fluorometria. A atividade da Ca-ATPase foi determinada seguindo o método descrito na 

seção 4.2.4. A atividade da Anidrase carbônica foi medida pelo método do decaimento 

de pH (Henry 1991). Resumidamente, 30 µl da amostra homogeneizada foram 

adicionados a 2 ml de solução tampão de trabalho (225mM de manitol, 75mM de 

sacarose, 10mM NaH2PO4, 10mM TrisBase, pH ajustado para 8.5). Substrato (1 mL de 

água desionizada saturada com CO2) foi adicionado ao meio de reação, e o pH foi medido 

a cada 5 s durante até 30 s. Medidas em branco foram tomadas usando apenas solução 

tampão de trabalho.  

 

4.4.5. Análises estatísticas 

A inibição de ΔF/Fm' em relação ao controle (ambiente, zero diuron) foi calculada 

seguindo as equações descritas por Wilkinson et al. (2017). Dados de inibição foram 

usados para construir curvas dose-resposta, ajustadas usando curvas logísticas de quatro 

parâmetros no GraphPad Prism v7. Para cada condição de ‘mudança climática’ foi 

ajustada uma curva, e concentrações de diuron inibindo a ΔF/Fm' em 50% (EC50) foram 

determinadas a partir de cada curva. 

Para testar os efeitos das condições de mudanças climáticas e concentrações de 

diuron em cada resposta biológica, foram utilizados modelos mistos lineares usando o 

pacote lme4 do R (Bates et al., 2015). As condições de mudança climática e diuron foram 

usadas como fatores fixos, enquanto a câmara foi usada como um fator aleatório.  
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5. Resultados e Discussão 

 

5.1. Síntese Anexo I: Bioindicadores e biomarcadores para avaliação de impactos 

em recifes de coral 

 

Neste capítulo de livro de divulgação científica é demonstrada a importância de 

avaliar e monitorar a saúde dos ecossistemas recifais a partir das principais ferramentas 

de detecção e acompanhamento dos efeitos dos impactos antrópicos. De forma geral, os 

mesmos temas abordados na Introdução Geral da presente tese são revisados, 

conceituados e discutidos no Anexo I, utilizando-se uma linguagem menos técno-

científica para alcançar um público-alvo com variados graus de embasamento científico. 

 

 

5.2. Síntese Anexo II: Qualidade ambiental em recifes de coral do Atlântico 

Sudoeste: indicadores geoquímicos, de qualidade da água e ecológicos 

 

 

Os indicadores geoquímicos e de qualidade da água mostraram que os recifes 

próximos à descarga fluvial experimentam enriquecimento de nutrientes e contaminação 

por esgoto doméstico, além de concentrações de metais acima das diretrizes 

internacionais de qualidade ambiental. Níveis mais altos de contaminação foram 

fortemente relacionados à maior freqüência de branqueamento e menor densidade em 

populações de A. gibbosa.  
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Figura 5 – Resumo gráfico / ilustrativo dos principais resultados encontrados no 

Anexo I. A influência antrópica (representada pelas fechas) diminui conforme a 

distância da costa aumenta. A diminuição da influência antrópica é relacionada 

principalmente à decrescente concentração de cobre, chumbo, esteróis fecais e 

δ15N, assim como à crescente densidade populacional do foraminífero A. gibbosa 

com endossimbionte, e menor frequência de branqueamento. 

 

 

A maior concentração de coprostanol observada nos recifes amostrados foi de 0,41 

μg g−1. Essa concentração indica contaminação, porém com menor intensidade do que em 

muitos estuários (Carreira et al. 2015a; Cabral et al., 2018) e mesmo recifes próximos a 

centros de alta densidade populacional (Emrich et al. 2017; Castellanos-Iglesias et al., 

2018). O nível de coprostanol foi maior nos locais de amostragem próximos à costa e não 

foi detectado nos locais de amostragem localizados dentro do PNMRF, indicando que não 

há contaminação fecal detectável dentro da área do parque marinho. A maioria dos 

estudos que avaliam esteróis fecais no Brasil foi realizada em sistemas estuarinos 

tropicais e subtropicais (Martins et al. 2014; Carreira et al., 2015b). Nosso estudo é o 

primeiro a relatar a análise de esteróis em sistemas de recifes de corais do Atlântico Sul.  

Neste estudo, as maiores concentrações de metais estão relacionadas com a maior 

proximidade com a costa. Este é um resultado esperado, considerando que os rios são um 

dos principais propulsores da contaminação por metais para áreas costeiras (van Dam et 

al. 2011; Martins et al. 2012; Rocha et al. 2017). Além disso, este resultado corrobora 

com os de outros estudos sobre gradientes de distância de descarga fluvial (Machado et 

al. 2016; Lopes-Rocha et al., 2017). Em relação às diretrizes de qualidade da água, as 

concentrações de Cu e Cd na água do mar coletada no sítio 1 durante o inverno foram 

superiores aos níveis permitidos pelas atuais diretrizes ambientais brasileiras (CONAMA, 

2005) e dos EUA (USEPA). Isso reforça a hipótese de que a influência do rio Buranhém 

reduz a qualidade da água nos recifes costeiros de Porto Seguro. Concentrações de Pb em 

todos os locais de amostragem e estações estiveram acima dos critérios atuais de 

qualidade da água.  

O efeito marcante do cobre no branqueamento observado no presente estudo 

também foi relatado por Prazeres et al. (2012) em foraminíferos de recifes de Fernando 
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de Noronha (PE, Brasil). Os níveis mais elevados de clorofila α observados nos 

foraminíferos do sítio 4, que apresentavam a menor frequência de branqueamento, 

indicaram uma população saudável. 

A avaliação integrada de isótopos estáveis, esteróis e metais forneceu um 

diagnóstico consistente sobre a influência do esgoto nos recifes estudados. Além disso, 

respostas biológicas evidenciaram efeitos ecológicos relevantes. Em resumo, os recifes 

localizados dentro da área do PNMRF encontram-se em bom estado de conservação com 

relação a contaminação ambiental. Os recifes próximos à costa, por sua vez, estão 

poluídos por esgoto doméstico (evidência de contaminação concomitante com 

observação de efeito biológico). Os indicadores geoquímicos, de qualidade da água e 

ecológicos empregados no presente estudo foram eficazes como ferramentas de 

biomonitoramento a serem aplicadas em recifes em todo o mundo. 

 

5.3. Síntese Anexo III: O cobre reduz a tolerância do foraminífero com 

endossimbionte Amphistegina gibbosa às mudanças climáticas. 

 

O cobre foi o principal fator causando os efeitos observados em A. gibbosa. O 

aumento de temperatura também se mostrou um fator importante de estresse fisiológico. 

De forma geral, a exposição simultânea a aquecimento e acidificação marinha pouco 

afetou os organismos estudados. As taxas de mortalidade, branqueamento e respiração 

foram maiores nos foraminíferos expostos aos três estressores combinados (acidificação, 

aquecimento e contaminação por cobre). As taxas de crescimento foram afetadas pelo 

aumento da temperatura. As enzimas relacionadas à calcificação foram inibidas 

principalmente em resposta ao cobre.  

Biomarcadores de relevância ecológica responderam a cenários realistas e 

evidenciaram o estresse geral gerado pela ocorrência de mudanças climáticas combinada 

com contaminação por cobre. Essas alterações levaram a altos valores para o índice de 

estresse (IBR) - indicando comprometimento geral da saúde organismal.  

Nossos resultados aumentam a compreensão da ecofisiologia dos foraminíferos e 

fornecem informações para o manejo de recifes de corais, detectando potenciais 

ferramentas de monitoramento.  



40 
 
 

 

Resultados de múltiplos biomarcadores indicaram que a contaminação por cobre 

reduz a tolerância dos foraminíferos aos estressores das mudanças climáticas (pH e 

temperatura). Considerando que os biomarcadores analisados possuem alta relevância 

ecológica, e também que as respostas foram avaliadas em uma espécie bioindicadora 

clássica de recifes, esses resultados evidenciam o alto risco da combinação de mudanças 

climáticas e poluição por metais em recifes de coral. 

 

5.4. Síntese Anexo IV: Impacto cumulativo de mudanças climáticas e do herbicida 

diuron na ecofisiologia da alga calcária Halimeda opuntia. 

 

A eficiência fotossintética (ΔF/Fm’) foi inibida pelo diuron, exibindo uma típica 

relação concentração-resposta. O valor médio de EC50 para ΔF/Fm’ (concentração que 

levou a 50% de inibição no parâmetro) em H. opuntia mantida em condição ambiente foi 

de 6.6 µg l-1 de diuron. O EC50 para H. opuntia aclimatada ao cenário de 2050 foi de 14,2 

µg l-1, enquanto o EC50 para as não aclimatadas/apenas expostas ao cenário por 15 dias 

foi de 4.3 µg l-1 de diuron. Considerando o cenário para 2100, o EC50 foi de 4,3 para as 

algas previamente aclimatadas, e 2,45 µg l-1 de diuron para as expostas ao cenários por 

15 dias.  

Os valores de EC50 encontrados neste estudo sugerem que H. opuntia é resiliente 

ao diuron, em comparação com corais e gramas marinhas. Corais de diversas espécies 

apresentam 50% de inibição da eficiência fotossintética sob concentrações de diuron de 

± 4,2 µg l-1 (van Dam et al., 2015), enquanto que gramas marinhas de diferentes espécies 

apresentam EC50 em ΔF/Fm' variando de 2,9 a 2,4 µg l-1 de diuron (Flores et al. 2013; 

Wilkinson et al. 2017). 

Além disso, a exposição ao diuron inibiu a produção de oxigênio (fotossíntese) e 

reduziu a capacidade antioxidante da alga calcária H. opuntia. O cenário climático 

previsto para o ano de 2100 combinado com a exposição ao diuron levaram às mais fortes 

reduções nas taxas de calcificação e fotossíntese, a uma indução do sistema antioxidante 

e à inibição de enzimas relacionadas à calcificação.  

A aclimatação a longo prazo às condições climáticas reduziu a sensibilidade da 

fotossíntese ao diuron (maior EC50 para ΔF/Fm’ de algas aclimatadas). Algas aclimatadas 
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também mostraram menor capacidade antioxidante total, maior ΔF/Fm’ e produção de 

oxigênio do que seus “pares” não aclimatados. 

A resiliência de Halimeda opuntia ao diuron diminui em condições de mudanças 

climáticas, destacando a necessidade de diretrizes de qualidade da água ajustadas ao 

clima. 

 

5.5. Discussão geral 

 

As hipóteses i e ii desta tese foram corroboradas pelos resultados encontrados no 

Anexo II. Parâmetros de qualidade ambiental se correlacionam com a distância da costa,  

evidenciando um gradiente de influência antrópica marcado pela contaminação por 

esgoto e por metais. Foraminíferos coletados em recifes próximos à foz do rio Buranhém 

foram expostos a maiores concentrações de metais e esteróis fecais, apresentaram maior 

frequência de branqueamento, menor teor de clorofila α e menor densidade populacional, 

evidenciando efeitos biológicos decorrentes do gradiente de influência antrópica.  

A avaliação integrada de isótopos estáveis, esteróis fecais, metais e efeitos 

ecológicos forneceu um diagnóstico consistente indicando influência terrestre e antrópica 

nos recifes mais próximos da costa. Entretanto, é importante ressaltar que muitos fatores 

associados à distância do rio (incluindo variáveis não avaliadas no presente trabalho) 

podem estar envolvidos nas respostas observadas. 

No presente estudo, metais, contaminação por esgoto doméstico e efeitos 

ecológicos prejudiciais foram relacionados à distância da foz do rio. O manejo adequado 

de bacias hidrográficas e do uso da terra são cruciais para a conservação de recifes de 

corais (Brodie et al., 2017; Takesue & Storlazzi, 2017), especialmente quando 

combinados com o monitoramento de recifes de corais.  

 

É importante ressaltar também que os resultados biológicos encontrados nos 

anexos II e III se referem a respostas de um holobionte, refletindo as alterações induzidas 

na fisiologia do foraminífero hospedeiro, nas microalgas endossimbiontes, em toda a 

microbiota associada, e na relação simbiótica como um todo. De forma geral, as 

diatomáceas endossimbiontes no gênero Amphistegina pertencem principalmente à 

família Fragilariaceae, e a nível de espécie e subclados são espécie (hospedeiro)-
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específicas e até mesmo variam significativamente entre organismos da mesma espécie 

coletados em diferentes localidades (Barnes, 2016).  

 

A hipótese iii desta tese foi parcialmente refutada pelos resultados encontrados no 

Anexo III. A maioria dos biomarcadores analisados foram alterados pela contaminação 

por cobre e alguns pelo aumento de temperatura, mas de forma geral não foram 

significativamente alterados por cenário realista de mudança climática (cenário com 

aquecimento + acidificação). A hipótese iv, por sua vez, foi corroborada pelos resultados 

encontrados no Anexo II. Efeitos dos estressores relacionados a mudanças climáticas são 

agravados quando há co-exposição ao cobre, padrão já identificado em outros trabalhos 

(Negri & Hoogenboom 2011; Fonseca et al. 2017; Marques et al. 2017; Dornelles Zebral 

et al., 2019) .  

Efeitos da co-exposição a acidificação, aquecimento e cobre em Amphistegina 

gibbosa foram observados em muitos níveis de organização biológica. Além disso, 

desvios da condição “normal” foram calculados e integrados em um índice de “estado de 

saúde”, o IBR. Até onde sabemos, este foi o primeiro estudo que avaliou o aumento da 

temperatura e a acidificação dos oceanos combinada com a exposição a metais em um 

organismo que vive em recifes. Um dos principais resultados deste estudo foi a tolerância 

relativa de A. gibbosa aos cenários de mudanças climáticas testados. Além disso, o cobre 

prejudica esta tolerância mesmo em concentrações relativamente baixas, e causa efeitos 

prejudiciais detectáveis ao longo de múltiplos níveis de organização biológica. A 

atividade da H+-ATPase foi medida diretamente pela primeira vez em um foraminifero e 

é sugerida como um biomarcador bioquímico de efeito do cobre. A aplicação do IBR 

forneceu insights sobre o "nível geral de estresse do organismo" e resumiu as respostas 

de vários biomarcadores de maneira consistente. 

O cobre foi o principal direcionador das respostas biológicas encontradas nos 

trabalhos associados a essa tese (anexos II e III), e considerando que os níveis de cobre 

encontrados em recifes costeiros investigados no Anexo II chegam a ser quatro vezes 

maiores que os os níveis utilizados neste experimento, espera-se que o efeito cumulativo 

de mudanças climáticas e contaminação por metal no ambiente seja ainda mais 

preocupante. 
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As hipóteses v e vi desta tese foram corroboradas pelos resultados encontrados no 

Anexo IV. Cenários de mudanças climáticas previstos paara 2050 e 2100 afetaram a 

fotossíntese e calcificação em H. opuntia. O diuron alterou tanto biomarcadores 

fisiológicos quanto bioquímicos. De forma geral, a co-exposição ao  diuron intensificou 

os efeitos das mudanças climáticas, o que também tem sido observado em estudos com 

corais, foraminíferos e gramas marinhas (Negri et al., 2011; van Dam et al. 2012a; 

Wilkinson et al. 2017).  

O uso de aclimatação de longa data às mudanças climáticas (aquecimento e 

acidificação combinados) foi uma característica inovadora deste experimento. Os 

resultados mostram que o desempenho fisiológico foi semelhante entre algas aclimatadas 

e não aclimatadas para a maioria dos parâmetros biológicos avaliados. No entanto, 

parâmetros da fotossíntese (eficiência fotossintética e produção de oxigênio) eram 

maiores, enquanto a capacidade antioxidante era, de forma geral, maior em H. opuntia 

aclimatadas, em comparação com as não-aclimatadas para o mesmo cenário. 

Pouco se sabe sobre o potencial das algas calcárias para se aclimatarem ou se 

adaptarem às mudanças climáticas (Clark et al., 2013; Zou & Gao, 2013). Vogel e 

colaboradores (2015a) encontraram evidências de que várias espécies de Halimeda 

podem se aclimatar a condições de acidificação. Em nosso estudo, algas expostas a 

cenários futuros de mudança climática por 15 dias tiveram desempenho 

fisiológico/bioquímico semelhante ao de algas mantidas nessas condições por 8 meses. 

Será que 8 meses de exposição anterior a cenários CC seriam suficientes para 

aclimatação? Os níveis de calcificação e fotossíntese seriam semelhantes aos da condição 

ambiente se o tempo de pré-exposição fosse maior? Estas questões não puderam ser 

abordadas neste trabalho, e a adaptação da Halimeda opuntia aos cenários de alterações 

climáticas ainda precisa de mais investigação. 

Este estudo preencheu algumas lacunas na pesquisa sobre os efeitos da qualidade 

da água e de mudanças climáticas em espécies recifais. Valores EC50 foram derivados 

para Halimeda spp. pela primeira vez. Esse tipo de informação será útil para as diretrizes 

de qualidade da água e para o desenvolvimento de SSDs (curvas de distribuição de 

sensibilidade de espécies, species sensitivity distributions) e destaca a necessidade 

urgente de desenvolvimento de limites de contaminantes ajustados ao clima. Mudanças 
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climáticas provavelmente reduzirão a tolerância de H. opuntia à contaminação por 

herbicidas. 

Na Grande Barreira de Corais da Australia, um ecossistema relativamente bem 

monitorado e preservado, o diuron é um dos herbicidas mais frequentemente detectado 

(em concentrações tóxicas) (Lewis et al. 2009, 2012). O Brasil carece de informações 

quanto a presença e níveis ambientais de vários contaminantes, incluindo herbicidas. 

Considerando a extensa literatura acerca dos efeitos danosos de herbicidas em espécies-

chave de recifes de coral (van Dam et al. 2012b; Flores et al. 2013; van Dam et al., 2015; 

Negri et al. 2015; Mercurio et al. 2018), e o efeito combinado do diuron e mudanças 

climáticas relatados nesta tese, é de extrema importância conhecer e monitorar 

concentrações de herbicidas nos recifes brasileiros. 

 

Com relação ao objetivo específico viii, “Sugerir biomarcadores com potencial 

para serem utilizados como ferramentas alternativas e complementares ao monitoramento 

dos efeitos biológicos da contaminação ambiental e das mudanças climáticas em recifes 

de coral”, a avaliação do branqueamento se constitui como uma ferramenta de baixo custo 

responsiva à exposição de foraminíferos a metais e mesmo esgoto doméstico. Entre os 

biomarcadores bioquímicos, ferramentas que supostamente respondem a impactos antes 

da letalidade e da ocorrência de alterações visuais (como o próprio branqueamento), a 

atividade da enzima H+-ATPase, além de estar associada a processos fisiológicos 

importantes, responde ao Cu de maneira consistente. A capacidade antioxidante total 

(TAC) por sua vez, respondeu de forma consistente e com uma marcada relação dose-

resposta ao herbicida diuron, sendo então apontada como um biomarcador bioquímico de 

efeito de herbicidas. Em resposta às mudanças climáticas, parâmetros biológicos 

relacionados a fotossíntese e enzimas relacionadas a calcificação são indicadas como 

biomarcadores, tanto em foraminíferos como em algas calcárias.  

 

6. Conclusões  

 

Os resultados relatados nesta tese indicam que os recifes costeiros brasileiros estão 

sujeitos a múltiplos estressores antrópicos. Recifes de coral localizados próximo à foz do 
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rio Buranhém, na costa de Porto Seguro (BA, Brasil), apresentaram reduzida qualidade 

ambiental decorrente de contaminação por esgoto doméstico e metais.  

Os recifes localizados dentro da área do PNMRF podem ser considerados como 

bem preservados/conservados, de acordo com os dados de qualidade da água (baixas 

concentrações de metais) e respostas dos indicadores geoquímicos. As populações de 

Amphistegina gibbosa nesta área eram mais saudáveis (menor frequência de 

branqueamento, maior densidade populacional e maiores níveis de clorofila α) do que as 

coletadas nos outros recifes.  

O foraminífero com endossimbionte A. gibbosa é relativamente resiliente a 

cenários de mudanças climáticas. No entanto, a contaminação por cobre (mesmo em baixa 

concentração) reduz a tolerância dos foraminíferos à mudança climática.  

Respostas fisiológicas e bioquímicas mostraram que a fotossíntese e que o sistema 

de defesa antioxidante da alga calcificadora H. opuntia foram afetadas pelo diuron 

seguindo um padrão dose-resposta, e que os futuros cenários de mudança climática 

aumentaram os efeitos tóxicos do diuron. Mudanças climáticas provavelmente reduzirão 

a tolerância de Halimeda opuntia à contaminação por herbicidas. 

A avaliação do branqueamento, de enzimas envolvidas na calcificação e a 

capacidade antioxidante total se mostraram bons marcadores de estresse ambiental. O 

índice IBR se mostrou uma eficiente forma de integrar a resposta de diversos 

biomarcadores e avaliar o grau de estresse de forma mais direta.  

A co-ocorrência de estressores globais (aquecimento e acidificação dos oceanos) 

e locais (contaminação por metais e herbicidas) afeta a ecofisiologia de espécies 

fototróficas calcificadoras, e representa um risco para a qualidade ambiental de recifes de 

coral. 
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8. ANEXOS 

 

8.1. Anexo I. BIOINDICADORES E BIOMARCADORES PARA AVALIAÇÃO DE 

IMPACTOS EM RECIFES DE CORAL 

 

Este anexo se refere a um capítulo de livro publicado em 2016 no livro 

“Conhecendo os Recifes Brasileiros: Rede de Pesquisas Coral Vivo”, Série Livros Museu 

Nacional, Rio de Janeiro, editado por Zilberberg, C., Abrantes, D.P., Marques, J.A., 

Machado, L.F., e Marangoni, L.F. de B.. 
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8.2. Anexo II. QUALIDADE AMBIENTAL EM RECIFES DE CORAL DO 

ATLÂNTICO SUDOESTE: INDICADORES GEOQUÍMICOS, DE 

QUALIDADE DA ÁGUA E ECOLÓGICOS. 

 

 

Este capítulo se refere a um artigo publicado na revista Science of the Total 

Environment (versão online disponível em setembro de 2018 - DOI: 

10.1016/j.scitotenv.2018.09.154).  
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