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Prefacio

Esta tese faz parte dos requisitos obrigatérios para a obtencdo do doutorado no
Programa de P6s-Graduagdo em Oceanografia Biologica da Universidade Federal do Rio

Grande, Brasil.

Na Introducdo Geral, aborda-se os temas relacionados a tese, e sdo apresentadas
as hipoteses e objetivos especificos do trabalho. Na secdo Material e Métodos, sdo
descritos de forma resumida e em linhas gerais 0s principais métodos utilizados em cada
capitulo da tese. Em seguida, uma sintese dos resultados encontrados sdo descritos e
discutidos em linhas gerais. Por fim, séo apresentadas as conclusdes gerais da tese.

Quatro capitulos independentes sdo entdo apresentados em forma de anexos. No
primeiro documento (Anexo ), é apresentado um capitulo de livro intitulado
“Bioindicadores e biomarcadores para avaliagdo de impactos em recifes de coral”. Este
capitulo foi publicado no livro “Conhecendo os Recifes Brasileiros: Rede de Pesquisas
Coral Vivo”. Um dos principais objetivos do capitulo e do livro do qual faz parte ¢
fornecer textos base sobre os recifes de coral, que estejam redigidos em portugués e em

linguagem acessivel para graduandos, e também para o publico leigo em geral.

Os capitulos seguintes (Anexos IlI, 1l e 1V) sdo apresentados em forma de
manuscrito ou artigo cientifico na lingua inglesa. No Anexo Il, em artigo publicado no
periddico Science of The Total Environment, foi avaliado o efeito de multiplos
contaminantes na qualidade ambiental de determinados recifes de coral da costa brasileira
usando indicadores ecolégicos, geoquimicos e de qualidade da dgua. No Anexo Ill, em
manuscrito submetido para o periddico Environmental Research, o efeito combinado de
mudancas climaticas e contaminacdo por cobre foi avaliado em uma espécie de
foraminifero com endossimbionte. No Anexo IV, um manuscrito em preparacao avalia o
efeito de mudancas climéticas e da contaminacéo pelo herbicida diuron na ecofisiologia
de uma espécie de alga calcéria, através de parceria com o Instituto Australiano de
Ciéncias Marinhas (Australian Institute of Marine Science — AIMS) durante periodo de

doutorado-sanduiche.



VI

INDICE
DT [ o7 (o] 4 - U RSP U TP I
EPIGIafe oo e e e I
AQGIAdECIMENTOS .....eeuveeiieitieiie ettt st r e be e et este et e ereesbeeneesreeneas v
PIEIACIO .ttt reenes VI
RESUIMO ...ttt a e e e s e e e sab e e e nab e e e ane e e e 9
N 0L = To! SRR 10
1. INErOAUGEOD GEIAl ..o s 11
1.1.  Multiplos estressores e recifes de coral ..........c.cooevviiiiieiicic i 11
1.2.  ESpécies DIioiNdICAdOraS ........c.ccveiieieiieiieee et 14
1.3, Efeitos DIOIOQICOS .....c.oiveeiieie ettt sra e 16
2. Objetivo geral e Hipdteses de trabalho..............ccccooveviiiiiiciiic e 19
3. ODbJetivos SPECITICOS. ....cveieieiiiieierierie e 20
4, Material € METOUOS........coveiiieie ettt re e 21
4.1. Sintese material e métodos - Anexo I: Bioindicadores e biomarcadores
para avaliacdo de impactos em recifes de coral.........ccccooeveiiiin i 21

4.2. Sintese material e métodos - Anexo Il: Qualidade ambiental em recifes de
coral do Atlantico Sudoeste: indicadores geoquimicos, de qualidade da dgua e
Tol] (o]0 [0 1SRRI 22

4.3. Sintese material e métodos - Anexo Ill: O cobre reduz a tolerancia do
foraminifero com endossimbionte Amphistegina gibbosa as mudancas
NI CAS ... e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e ree e eeaeeeeaaaaa 28

4.4. Sintese material e métodos - Anexo IV: Impacto cumulativo de mudancas
climaticas e do herbicida diuron na ecofisiologia da alga calcaria Halimeda

0] 010 0 (1= VTSSO PP UPRUTPPRURPRPRON 32
5. ReSUITA00S € DISCUSSAO ......ccvveireereesierireieeriesteeiesseesseessesseesseessessessseessesseesseessens 37
5.1. Sintese Anexo |: Bioindicadores e biomarcadores para avaliacdo de
impactos em recifes de Coral............coooviiiiiiiiccc e 37
5.2. Sintese Anexo Il: Qualidade ambiental em recifes de coral do Atlantico
Sudoeste: indicadores geoguimicos, de qualidade da agua e ecoldgicos .......... 37
5.3. Sintese Anexo IlI: O cobre reduz a tolerancia do foraminifero com
endossimbionte Amphistegina gibbosa as mudancas climaticas........................ 39
5.4.  Sintese Anexo IV: Impacto cumulativo de mudangas climaticas e do
herbicida diuron na ecofisiologia da alga calcaria Halimeda opuntia. ............. 40
5.5, DISCUSSA0 JEIAL......cciiiiiiiiiie it 41
B.  CONCIUSDES ..ottt ettt e e s teeae s s e steeaeereennaenne s 44

7. Referéncias bibliografiCas. ..o 45



Vil

8. ANEXOS ... 60
8.1. Anexo |. BIOINDICADORES E BIOMARCADORES PARA
AVALIACAO DE IMPACTOS EM RECIFES DE CORAL.......ccccceevererercrnnnn, 60

8.2.  Anexo Il. QUALIDADE AMBIENTAL EM RECIFES DE CORAL DO
ATLANTICO SUDOESTE: INDICADORES GEOQUIMICOS, DE
QUALIDADE DA AGUA E ECOLOGICOS. ......cooveveieicieeeeeeie e, 73



Resumo

Recifes de coral estéo expostos a diversos estressores, incluindo a poluicéo e as mudancas
climéticas. O presente estudo tem como objetivo geral avaliar a influéncia de multiplos
estressores antropicos na ecofisiologia de espécies fototrdficas calcificadoras de recifes
de coral. A ocorréncia 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 acidificacdo da 4gua do mar) combinados ou ndo a
estressores locais (contaminacdo por cobre ou pelo herbicida diuron) foram avaliados
experimentalmente no foraminifero com endossimbionte Amphistegina gibbosa e na alga
calcaria Halimeda opuntia. Indicadores geoquimicos e de qualidade da 4gua mostraram
que recifes proximos a costa sul da Bahia (Brasil) experimentam enriquecimento por
nitrogénio, contaminagdo por esgoto e concentragdes de metais acima das diretrizes
internacionais de qualidade ambiental. Niveis mais altos de contaminacdo foram
fortemente relacionados a maior frequéncia de branqueamento e menor densidade em
populacdes de A. gibbosa. Efeitos bioldgicos relevantes foram observados em uma
espécie bioindicadora classica 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 contaminacdo por cobre em A. gibbosa,
encontrou-se alteracGes fisioldgicas e bioquimicas que indicam comprometimento geral
da saude organismal. Nossos resultados aumentam a compreensdo da ecofisiologia dos
foraminiferos e fornecem informacGes para 0 manejo de recifes de corais, detectando
potenciais ferramentas de monitoramento. Efeitos de herbicidas e de uma aclimatacdo a
longo prazo a mudancas climaticas foram avaliados para Halimeda spp. pela primeira
vez. A co-exposicdo a estressores globais e ao diuron levou a menores taxas de
calcificacao e fotossintese, a uma inducéo do sistema antioxidante e a inibi¢do de enzimas
relacionadas a calcificagdo. A contaminacédo reduz a toleréncia de espécies calcificadoras
as mudangas climéticas, destacando a necessidade de diretrizes de qualidade da agua
ajustadas ao clima. Esses resultados evidenciam o alto risco que a combinacdo de

mudangas climéticas e poluicao representa para o ecossistema de recifes de coral.

Palavras-chave: Mudancas climéaticas, Metais, Herbicidas, Foraminifero com

endossimbionte, Alga calcéria, 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. Introducéo Geral

1.1. Muiltiplos estressores e recifes de coral

Recifes de coral estdo expostos a estressores naturais, como por exemplo a
variacdo da salinidade e a ocorréncia de ciclones, e estressores antropicos, como a
contaminacdo e a sobrepesca (Ban et al., 2014). A qualidade ambiental desse e outros
ecossistemas marinhos estad ameacada pela ocorréncia simultanea de multiplos estressores
antrdpicos 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 veiculos de contaminantes, excesso de nutrientes e de sedimento terrigeno para
recifes (Fabricius 2005). Este processo, denominado genericamente como ‘“runoff”,
transporta uma ampla gama de substancias derivadas do continente, podendo degradar a
qualidade da agua em escala local (Fabricius et al., 2013; Fabricius et al., 2014). Sua
ocorréncia esta relacionada a caracteristicas geologicas, hidroldgicas e oceanograficas
locais, e seu fluxo aumenta em funcéo do deflorestamento, ocupacgéo urbana desordenada,
e em funcao de alteragdes climaticas que afetem a pluviosidade. Os efeitos do “runoff”
se tornaram uma consideravel preocupacdo para a conservacdo dos recifes de coral,
especialmente pela emblematica ocorréncia desses ecossistemas em aguas oligotroficas e
de baixo aporte de sedimento terrigeno (Fabricius et al. 2013; Zilberberg et al., 2016).

Destacam-se aqui 0s metais e 0s pesticidas dentre os contaminantes que podem
ser carreados pelo “runoft” até os recifes. Diversos metais sdo usados na fabricagao de
tintas anti-incrustantes e de alguns herbicidas (van Dam et al., 2011). Ainda, a presenca
de metais em corpos d’agua também esta fortemente associada ao esgoto domeéstico e
industrial (Furness & Rainbow, 1990; Jones, 2010; Machado et al., 2016). Fertilizantes e
pesticidas derivados de atividades agricolas sdo 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 estdo entre 0s ecossistemas marinhos mais estudados
dentro do contexto de multiplos estressores. Sdo ambientes de alta produtividade, e
devido a sua caracteristica estrutura tridimensional, construida 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 séo ecossistemas de notavel valor socioeconémico, provendo servicos
ecoldgicos e de subsisténcia para milhdes 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 ameacados
por pressdes antropicas (Rodriguez-Ramirez et al., 2008; Magris et al., 2018). Contudo,
sdo parcas as informagdes acerca da ocorréncia e niveis de contaminantes nos recifes
brasileiros. Ndo obstante os ecossistemas estuarinos da costa do Brasil, por exemplo, sdo
amplamente estudados sob tal prisma toxicoldgico. Logo, um melhor conhecimento sobre
0s principais contaminantes ocorrendo em ambientes recifais brasileiros e sobre seus
efeitos ecofisioldgicos é fundamental para determinar medidas adequadas de manejo.

Vérios estudos tém alertado também sobre as ameacas que estressores
relacionados as mudancas climaticas (como o aumento da temperatura e a acidificacdo
dos oceanos) representam para 0s ecossistemas marinhos (Boyd et al., 2018). Além disso,
as possiveis interacbes com estressores locais (i.e. contaminantes) podem amplificar os
efeitos deletérios da exposicdo a estressores climaticos globais.

Sabe-se que os recifes de coral tropicais sdo sensiveis aos efeitos de mudancas
climaticas 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 Nifio que causam branqueamento e
mortalidade em massa em espécies de coral (Claar et al., 2018; Lough et al. 2018).

A acidificacdo marinha induzida pela absor¢éo oceanica de CO; é particularmente
prejudicial a organismos calcificadores (Hoegh-Guldberg et al., 2007). Esse processo
altera propriedades fisico-quimicas da agua, reduzindo os estados de saturagdo de calcita
e aragonita, alterando o equilibro dindmico dos carbonatos, e levam a um maior gasto
energético para manutengdo do equilibrio acido-base celular (Portner et al., 2004). A
alteracdo da disponibilidade de ions carbonato (COs?) pode reduzir a producdo do
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carbonato de calcio (CaCOs), e aumentar as taxas de dissolucdo de esqueletos (Andersson
& Gledhill, 2013). A maioria das espécies-chave deste ecossistema (por exemplo, corais
escleractineos e algas calcarias) sdo calcificadoras e atuam na construcdo da estrutura
tridimensional do recife. Logo, se a formacao e manutencao da estrutura fisica dos recifes
é dependente de organismos calcificadores, entdo o processo de acidificacdo pode ter
efeitos negativos no ecossistema recifal como um todo.

Muitos estudos avaliaram os efeitos ecofisiologicos do aquecimento ou da
acidificacdo 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, previsdes feitas pelo Painel
Intergovernamental de Mudancgas Climaticas (IPCC) apontam a ocorréncia simultanea de
aquecimento e acidificacdo nos oceanos (Schmidt et al., 2014; Campbell et al., 2016;
Bergstrom et al., 2019). Portanto, é de extrema importancia que futuros estudos
experimentais considerem o efeito combinado desses estressores globais (Schmidt et al.,
2014).

Quando estressores diferentes ocorrem coincidindo no tempo e no espaco, além
do “simples” acimulo ou soma de efeitos (efeitos cumulativos), Varios tipos de interacoes
podem ocorrer (efeitos interativos). E importante saber se um estressor amplifica/piora
(sinergismo) ou atenua/reduz (antagonismo) os efeitos de outro estressor (Crain et al.,
2008). A presenca de estressores locais pode exercer pressdo adicional sobre os
organismos recifais, comprometendo sua resiliéncia diante de mudancas ambientais
globais. Essas podem, por sua vez, amplificar a toxicidade de poluentes (Noyes et al.,
2009; Roberts et al., 2013). Como consequéncia, limites de toxicidade para determinados
contaminantes podem precisar ser revisados. Neste contexto, uma corrente atual chama
a atencdo para a necessidade de se adaptar Diretrizes de Qualidade da Agua através da
determina¢dao de “climate adjusted thresholds”, ou seja, concentragfes maximas
permitidas ou concentracGes limites de contaminantes ajustadas em funcéo de mudancas
climaticas (Uthicke et al., 2016).

Segue, assim, que melhorar a qualidade ambiental é crucial a satde dos recifes de
coral, o que pode contribuir para a resiliéncia do recife contra anomalias térmicas e diante
da maior frequéncia de tempestades e outros estressores globais ( Brown et al., 2013; Ban

et al., 2014). No panorama da simultaneidade entre mudancas climaticas e contaminacéao
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em muitos recifes, a compreensao de efeitos combinados em espécies chave de recifes de

coral é imperativa para 0 manejo e conservacgdo de ecossistemas.

1.2. Espécies bioindicadoras

Os recifes de coral sdo formados principalmente por organismos calcificadores
(secretam esqueleto de carbonato de célcio) fototroficos (utilizam a luz como fonte de
energia primaria), os quais contribuem para a formagdo de um habitat estrutural
complexo, tridimensional e biodiverso (Veron 2011; Zilberberg et al. 2016). De forma
geral, estressores que causam impacto na fotossintese e na calcificacdo de espécies chave
de recifes de coral (e.g. corais e algas calcarias), tem grande potencial para causar
impactos em nivel ecossistémico.

Considerando o exposto, e também considerando lacunas de conhecimento sobre
efeitos de multiplos estressores em determinadas espécies, nesta tese destacam-se dois
organismos calcificadores e fototroficos: o foraminifero com endossimbionte

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

Foraminiferos sdo protistas caracterizados pela presenca de pseudépodes granulo-
reticulados envoltos por uma testa (concha externa), a qual pode ser composta por
material organico ou por carbonato de célcio (CaCOs). Um grupo de foraminiferos
conhecido como Larger Benthic Foraminifera (LBF), caracterizado por possuir
microalgas endossimbiontes e por atingir tamanhos relativamente grandes, é um
importante produtor de sedimento carbonatico, podendo ser responsavel por 2,5-90% da
producdo de CaCOs em ambientes recifais (Langer 2008). Os LBF possuem
requerimentos fisioldgicos semelhantes aos corais escleractinios zooxantelados, pelo fato
de realizarem simbiose com microalgas, sofrerem eventos de branqueamento em
condicBes estressantes e possuirem esqueleto calcario. Em contrapartida, possuem um
ciclo de vida curto (3-12 meses), respondendo rapidamente a mudancgas ambientais
(Hallock et al., 2003). Essas caracteristicas tornaram os foraminiferos, especialmente os
LBF, bioindicadores de alteraces na qualidade ambiental de recifes de coral (Hallock et
al. 2003; Hallock et al., 2006; Cooper et al., 2009).

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

em recifes de todo o mundo. Possuem diatoméaceas endossimbiontes e habito 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 sao relativamente de facil
coleta e cultivo, e respondem visualmente diante de mudangas ambientais por meio de
alteracdes na sua coloragio, motilidade e estrutura da concha. E, portanto, um dos géneros
de foraminifero 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 individuos de (a) Amphistegina lobifera e (b) Amphistegina

gibbosa. Fonte: Joseane A Marques

Por sua vez, macroalgas bentbnicas desempenham fung¢bes chave nos
ecossistemas marinhos, fornecendo alimento e abrigo. Devido ao seu habito bentdnico,
ampla distribuicdo geogréfica, e papel chave na teia trofica e em fluxos de carbono de
varios ambientes, tem sido utilizadas como bioindicadoras de alteracbes ambientais
(Horta et al., 2016). Além disso, vale ressaltar que algas calcérias, em especial, ocorrem
em todos 0s oceanos e representam uma consideravel parte da biomassa de recifes de
coral (Figueiredo, 2000).

A capacidade de deposicdo extracelular de carbonato de calcio ocorre em
macroalgas marrons, vermelhas e verdes. Entre as algas verdes (Chlorophyta), algumas
especies das classes Ulvophyceae e Bryosidophyceae séo calcificadoras e tropicais. Algas
calcérias sdo componentes chave em recife de coral tropicais, construindo ou refor¢ando
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; Boas et al., 2005).

Algas verdes calcérias (ordem Chlorophyta) do género Halimeda (Figura 2) séo
abundantes em ambientes tropicais de aguas rasas (Verbruggen et al., 2006). Sé&o
macroalgas ecologicamente importantes, considerando sua alta contribuicdo para a
produtividade priméria, a producdo de carbonato e por fornecer habitat para multiplos
organismos (Hillis-Colinvaux 1980; Rees et al., 2007). Devido ao seu papel fundamental

na estrutura e construcao de recifes, os efeitos de multiplos estressores em Halimeda tém

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 camara

experimental. Fonte: Joseane A Marques

1.3. Efeitos biologicos

Para avaliar a ocorréncia e magnitude do impacto de estressores antrépicos, sao
necessarias a deteccdo e quantificacdo dos seus efeitos biologicos. Respostas biologicas
a uma condicao ambiental alterada (i.e. aumento anémalo na temperatura) podem ocorrer

em diversos niveis de organizacdo bioldgica, do subcelular com alteragdo nos niveis de
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expressao génica e na cinética enzimatica, até os niveis organismico, populacional e
ecossistémico.

Existe uma hierarquia nessa organizacao, sendo que o nivel de complexidade e de
relevancia ecoldgica aumenta com os niveis de organizacdo biologica (Figura 3). Os
impactos da alteracdo ambiental séo exercidos primeiramente no nivel génico, molecular
e celular, influenciando processos bioquimicos e fisiologicos, os quais impactam o
metabolismo e desempenho fisiolégico do organismo. Isso tem efeitos sobre processos
fisiolégicos vitais como crescimento e reproducdo, podendo afetar a dinamica
populacional e padrdes de abundancia. Tais impactos sobre as popula¢des influenciam a
composigao e biodiversidade das comunidades, e podem culminar em alteragdes na escala
ecossistémica (Moore et al., 2004).

Relevancia ecoldgica - Tempo crescente de resposta

1) Estressor ambiental 3) Organismo (5) Comunidades
2) Bioquimicas e fisiologicas (4) Populacoes

Figura 3. llustracdo esquematica dos diferentes niveis de organizacao biologica
(diferentes numeros), e o crescente grau de relevancia ecoldgica e tempo de
deteccdo de resposta em fungdo da exposicdo a estressores ambientais. Fonte:
Marques et al., 2016.

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

complexidade, segue a aplicagdo e uso de biomarcadores. Biomarcadores s&o
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conceiturados como alteracdes biologicas em nivel molecular, celular, fisiolégico e/ou
comportamental que expressam a exposic¢do e os efeitos induzidos por contaminantes ou
condigdes ambientais alteradas (Downs et al., 2000; Moore et al., 2004; Baird et al., 2007;
Zilberberg et al. 2016)

Biomarcadores bioquimicos sdo 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).
Ja no nivel organismico, parametros fisioldgicos como crescimento, respiracdo e
fotossintese sdo ecologicamente relevantes e podem ser ligados a efeitos populacionais
mais facilmente (em comparacéo com os biomarcadores bioquimicos) (Baird et al. 2007).

A utilizacdo de biomarcadores de varios niveis de organizacao biolégica permite
uma melhor compreensdo sobre 0s mecanismos de resposta ao estresse ambiental. Além
disso, a integracdo da resposta de multiplos biomarcadores permite uma avaliagdo
holistica da satde do organismo, resultando em indicadores matematicos de estresse, 0s
quais podem ser Uteis para 0 gerenciamento costeiro.

Tendo em vista o grande valor ecolégico e econdmico dos recifes de coral é de
extrema importancia que sejam identificadas ferramentas a serem utilizadas em
programas de monitoramento. A ocorréncia, concentracdo e os efeitos de contaminantes
sdo pouco estudados nos recifes do Atlantico Sul.

Além disso, considerando que os oceanos estdo enfrentando pressdes de um
mundo em transformacao, conhecer o efeito combinado da contaminacdo ambiental e de
cenarios de mudancas climaticas em espécies indicadoras € crucial para determinar
medidas de manejo. Por fim, identificar os biomarcadores mais adequados para monitorar
os efeitos desses estressores € de fundamental importancia para definir estratégias de

avaliacdo e monitoramento da saude dos recifes de coral.
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2. Objetivo geral e Hipdteses de trabalho

O objetivo geral desta tese foi o de avaliar a influéncia de multiplos estressores

antrépicos, de escalas local e global, na ecofisiologia de espécies fototréficas

calcificadoras de recifes de coral.

Para isto, os efeitos de multiplos estressores antrépicos locais foram avaliados

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

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

combinados ou ndo a estressores locais (contaminacdo por cobre ou pelo herbicida

diuron) foram avaliados experimentalmente utilizando-se o foraminifero Amphistegina

gibbosa e a alga calcéaria Halimeda opuntia como bioindicadores.

(i)

(i)

(iii)

(iv)

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

Se existe um gradiente de influéncia antrépica entre recifes de coral proximos
a costa e recifes mais distantes da costa, na regido de Porto Seguro (BA), entdo
a concentracdo de metais, esterdis fecais e o enriquecimento de nitrogénio

apresentardo correlacdo inversa com a distancia da costa;

Se héa efeitos bioldgicos decorrentes do gradiente de influéncia antrépica,
entdo marcadores abidticos de estresse ambiental estardo relacionados a
menores densidades de A. gibbosa e maior frequéncia de branqueamento;

Se 0 aumento da temperatura, acidificagdo marinha e contaminagéo por cobre
afetam significativamente a ecofisiologia de A. gibbosa, entdo espera-se
encontrar alteracfes em biomarcadores bioquimicos e fisiolégicos maiores em
organismos expostos a esses estressores do que em organismos expostos

apenas a variagao natural da condi¢cdo ambiente;

a exposicdo ao cobre intensifica os efeitos deletérios causados pelo aumento

da temperatura e acidificagdo marinha em A. gibbosa;
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(v) Se biomarcadores bioquimicos e fisioldgicos na alga calcaria H. opuntia sdo

alterados por cenarios de mudancas climaticas previstos pelo IPCC e
contaminacdo pelo herbicida diuron, entdo espera-se que esses parametros
variem mais em organismos expostos a esses estressores do que em

organismos mantidos apenas na condi¢do ambiente;

(vi)  aexposicao ao diuron intensifica os efeitos deletérios causados pelos cenarios

de mudancas climéticas em H. opuntia.

3. Obijetivos especificos

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

Determinar a concentracdo dos metais cobre, zinco, chumbo e cadmio em amostras
de agua coletadas ao longo de um suposto gradiente de influéncia antropica na
regido costeira de Porto Seguro (BA).

Determinar isdtopos estaveis de carbono (8*3C) e nitrogénio (8*°N), bem como a
concentracdo de marcadores geoquimicos de esgoto doméstico ao longo de um
suposto gradiente de influéncia antrépica na regido costeira de Porto Seguro (BA).
Avaliar a resposta de biomarcadores ecoldgicos (densidade populacional),
fisiologicos (branqueamento) e bioquimicos (concentragdo de clorofila o) no
foraminifero com endossimbionte A. gibbosa coletado em diferentes pontos ao
longo de um suposto gradiente de influéncia antropica na regido costeira de Porto
Seguro (BA).

Avaliar a resposta de biomarcadores bioquimicos (atividade da Ca?*-ATPase, H*-
ATPase, e concentragdo de clorofila a) em A. gibbosa exposto ao aumento de
temperatura e acidificagdo marinha, combinados ou ndo com exposi¢ao ao cobre,
em mesocosmo marinho.

Avaliar a resposta de biomarcadores fisiologicos (mortalidade, branqueamento,
respiracdo, e crescimento) em A. gibbosa exposto ao aumento de temperatura e
acidificacdo marinha, combinados ou ndo com exposi¢ado ao cobre.

Avaliar a resposta de biomarcadores bioquimicos (capacidade antioxidante total,

lipoperoxidagéo, atividade da Ca?*-ATPase, atividade da anidrase carbonica) na



21

alga calcéria H. opuntia exposta ao aumento de temperatura e acidificacdo marinha,
combinados ou ndo com exposicao ao diuron.

(vii) Avaliar a resposta de biomarcadores fisiologicos (capacidade fotoquimica,
respiracéo, producéo de oxigénio e taxa de calcificagdo) em H. opuntia exposta ao
aumento de temperatura e acidificacdo marinha, combinados ou ndo com exposicao
ao diuron.

(viii) Sugerir biomarcadores com potencial para serem utilizados como ferramentas
alternativas e complementares ao monitoramento dos efeitos bioldgicos da

contaminacdo ambiental e das mudancas climaticas em recifes de coral.

4. Material e Métodos

4.1. Sintese material e métodos - Anexo I. Bioindicadores e biomarcadores para

avaliacdo de impactos em recifes de coral

O primeiro anexo a fazer parte desta tese teve como objetivo revisar e descrever,
resumidamente, 0s estressores mais comumente relacionados a impactos antrépicos em
recifes de coral, assim como algumas das ferramentas de avaliacdo e monitoramento
ambiental mais usadas. As informacGes foram reunidas a partir de pesquisas realizadas
em livros relacionados a ecotoxicologia e/ou recifes de coral, em relatdrios técnicos, em
plataformas de periddicos cientificos (como exemplo, Science Direct, Periddicos CAPES,
Research Gate), em paginas oficiais relacionadas a monitoramento ambiental de diversos
paises, com foco para o Brasil (principalmente informacdes contidas nas plataformas
online do IBAMA e do ICMBIo), Estados Unidos (principalmente informacoes
integradas na plataforma online do programa NOAA Coral Reef Watch, National
Oceanic and Atmospheric Administration) e Australia (principalmente informacoes e
relatorios técnicos reunidos na plataforma e banco de dados do AIMS, Australian Institute
of Marine Science).

Essa revisdo foi publicada em um capitulo de livro de divulgacéo cientifica, que
tem como publico alvo estudantes de ensino médio e graduagdo. Considerando que a

maior parte da literatura especializada se encontra escrita na lingua inglesa, esse livro foi
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idealizado para tornar mais acessivel o conhecimento sobre o ecossistema recifal, as
particularidades dos recifes brasileiros e os projetos vinculados a Rede de Pesquisas Coral

Vivo.

4.2. Sintese material e métodos - Anexo Il: Qualidade ambiental em recifes de coral
do Atlantico Sudoeste: indicadores geoquimicos, de qualidade da &gua e

ecologicos

4.2.1. Areade Estudo

No Brasil, recifes de coral tropicais de aguas rasas ocorrem desde a foz do rio
Amazonas até o estado de Sdo Paulo. O maior complexo recifal do Atlantico Sul esta
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
conservagdo localizada a 8 km de Porto Seguro, BA. Sua &rea engloba um complexo
recifal (aproximadamente 17,5 km2 de area), 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 Eunapolis e Porto Seguro, desaguando no Oceano Atlantico ao sul da Bahia, fazendo
parte da maior bacia hidrogréafica da regido (2.672 km?). Ao longo dos 148 km do curso
do rio, existem fontes difusas de esgoto doméstico, bem como vérios pontos de potencial
contaminagdo por pesticidas e residuos industriais. Essas pressdes ambientais estdo
relacionadas & ocupacdo urbana ndo planejada e ao uso da terra na regido, que envolve
atividades como agricultura, silvicultura de eucalipto, industria de polpa de celulose e um
severo desmatamento da Mata Atlantica (Oberling et al., 2013; Santos 2013; Silva 2016).
Estudos de sedimentologia, assembleias de foraminiferos e microbiota associada a corais
sugerem a ocorréncia de um gradiente de influéncia antrdpica, associada principalmente
a pluma do rio Buranhém, entre os bancos de recifes proximos a 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 posi¢Ges dos recifes estudados. O quadrado
tracejado representa a area do Parque Natural Municipal do Recife de Fora
(PNMRF).

A potencial ocorréncia de um gradiente de qualidade ambiental entre os recifes
expostos a pluma do rio Buranhém foi avaliada selecionando cinco recifes entre a area da
foz do rio e a regido do PNMRF (Figura 4). Trés sitios 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 sitios foram em recifes
localizados dentro da area 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; veréo
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- fevereiro de 2014; outono - maio de 2014). As coletas foram realizadas com mergulho
auténomo em profundidades entre 5 e 8 m. Dados de temperatura e precipitacao durante
0 periodo de estudo foram adquiridos por uma estacdo automatica localizada em Porto
Seguro (codigo 86745, Instituto Nacional de Meteorologia - INMET).

Amostras de dgua de fundo (n=3) coletadas em cada sitio e cada tempo amostral
foram filtradas, acidificadas (HNO3 1%) e mantidas protegidas da luz a -20°C até analise.
Amostras de sedimento superficial (n=3) foram coletadas em cada sitio e cada tempo
amostral e mantidas a -80°C até posterior analise.

Em cada sitio de amostragem, esqueletos de coral foram coletados em cada sitio
e cada tempo amostral, e armazenados em sacos plasticos do tipo Ziplock® (6 réplicas
por ponto de amostragem) contendo dgua 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 escovagéo foi distribuido em placas de Petri (150 mm) contendo
agua do local de coleta. Individuos de A. gibbosa foram identificados, contados e
avaliados visualmente quanto ao branqueamento com auxilio de um estereomicroscopio.
A frequéncia de branqueamento na populacdo foi calculada dividindo o nimero de
individuos branqueados pelo nimero total de individuos encontrados na amostra.

O material obtido foi transportado com gelo seco ou nitrogénio liquido para o
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.2.3. Marcadores de qualidade da agua

Concentragbes de metais podem indicar a presenca de algumas atividades
humanas. Além disso, eles também sdo usados para avaliar a saide ambiental com base
em critérios estabelecidos por Diretrizes de Qualidade da Agua (CONAMA, 2005;
Martins et al., 2012; Prazeres et al., 2012a; Rocha et al., 2017). Os metais cobre (Cu) e
zinco (Zn) sdo essenciais para funcGes celulares, porém sdo toxicos em concentragdes
altas. Além disso, estdo fortemente associado ao esgoto doméstico (Wood et al., 2012).
Os metais cadmio (Cd) e chumbo (Pb) sdo nédo essenciais e estdo mais frequentemente
associados a atividades industriais, mas também ao esgoto domestico (Wood et al., 2011;
Tkachenko 2017).

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

agua coletadas neste estudo usando espectrometria de absorcdo atbmica com forno de
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grafite acoplado (HR-CS GF AAS, Analytic Jena, Alemanha). O controle de qualidade
de laboratdrio para analise de metais incluiu a analise de material de referéncia de agua
do mar para metais residuais NASS-6 (Conselho Nacional de Pesquisa do Canadd NRC -
CNRC). Essas andlises foram realizadas em laboratorios do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Rio Grande (ICB/FURG).

4.2.4. Marcadores geoquimicos

Considerando a caracteristica integrativa e conservadora da matriz sedimentar ao
longo do tempo, parametros geoquimicos sdo amplamente utilizados no diagnostico de
impactos antropicos. A andlise sedimentar de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio
tornou-se uma ferramenta eficaz e amplamente utilizada para avaliar fontes de matéria
organica, gradientes rios-oceano e contaminagdo por nutrientes (Claudino et al., 2015;
Jona-Lasinio et al., 2015).

Além disso, muitos compostos organicos, como os esterdides e os hidrocarbonetos
alifaticos, também conhecidos como biomarcadores moleculares, tém sido aplicados com
sucesso para rastrear fontes de contaminacdo por matéria organica e esgoto (Martins et
al., 2014; Derrien et al., 2017; Emrich et al., 2017). Como exemplo, 0s esterois
coprostanol e epicoprostanol, conhecidos como esterdis fecais, sdo abundantes nas fezes
humanas e sdo usados como tracadores robustos de esgoto doméstico (Martins et al.,
2008; Martins et al. 2012; Abreu-Mota et al., 2014; Carreira et al., 2015a). Sitosterol e
estigmasterol sdo comumente relacionados a plantas terrestres superiores, tracando a
influéncia terrestre na matéria organica sedimentar (Volkman 1986; Derrien et al. 2017).

Aliguotas de amostras de sedimento foram secas (60°C), maceradas, pesadas
(~0,25 mg) e enviadas ao “Stable Isotope Core Laboratory” (Washington State
University) para determinacdo de isdtopos estaveis de carbono e nitrogénio. Para analise
de is6topos carbono, aliquotas de amostra receberam tratamento acido para remogéo de
carbono inorganico. Os resultados foram expressos como 8°C ou §°N em relacdo a
Viena Pee Dee Belemnite (VPDB) e nitrogénio atmosférico, respectivamente.

A analise de esterdis foi realizada apenas em amostras coletadas no inverno e
outono. O inverno mostra os maiores valores de precipitagéo e temperatura mais baixa,
integrando assim as respostas de uma estacdo chuvosa. Por sua vez, 0 outono mostra a

menor precipitacdo, integrando assim as respostas de uma estagdo seca. Além disso, esta
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temporada corresponde ao final de um periodo de intensa atividade turistica na regido de
Porto Seguro.

Outras aliquotas de sedimento foram secas a 45°C, maceradas e pesadas. As
amostras de sedimento assim como amostras referéncia/brancos (1 g) receberam padrdes
internos especificos e passaram por procedimentos de extracdo de compostos organicos
por Soxhlet, seguindo o método USEPA 3540. Os extratos foram concentrados até 1 mL,
utilizando evaporagéo rotativa e sob suave corrente de nitrogénio. O enxofre foi removido
com cobre ativado. Procedimentos padronizados de fracionamento e dereivatizagdo foram
realizados por métodos adaptados de Niencheski & Fillman (2006).

A determinacdo de esterdides foi realizada por cromatografia gasosa (GC modelo
GC-17A FID, Shimadzu). Os compostos foram identificados com base nos tempos de

retencdo, e comparados a padrdes especificos.

4.2.5. Marcadores ecoldgicos

Efeitos bioldgicos de estressores ambientais podem ser avaliados em diversos
niveis de organizacdo bioldgica, utilizando espécies bioindicadoras, como por exemplo
os foraminiferos bentdnicos (Marques et al., 2016).

A densidade populacional de foraminiferos com endossimbontes pode ser usada
como um indicativo de salde de ecossistemas recifais (Hallock et al. 2003; Kelmo &
Hallock 2013). Hallock e colaboradores (2003) desenvolveram um indice numeérico, o
FORAM INDEX, que utiliza a proporcao de espécies com endossimbiontes e espécies
heterotroficas para avaliar a qualidade ambiental de ambientes recifais e determinar se as
condicdes detectadas sdo favoraveis ou ndo para o proliferamento de comunidades
dominadas por organismos calcificadores e fototréficos. Além de alteragdes
populacionais, organismos com endossimbiontes (e. g. corais zooxantelados e
foraminiferos do género Amphistegina), podem sofrer dano em sua relacdo simbiotica
com consequente branqueamento quando expostos a estressores ambientais (Marangoni
et al., 2016).

A andlise da concentragdo corporal de clorofila o (Chl a) tem sido utilizada como
um biomarcador de nivel suborganismal relacionado diretamente a fotossintese (Schmidt

etal., 2011; Meyer et al. 2015; Stuhr et al., 2017). Além disso, alguns autores consideram
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o0 nivel de Chl a como uma medida indireta da densidade de simbiontes (Schmidt et al.,
2014).

A frequéncia de branqueamento nas populages e a densidade populacional de A.
gibbosa foram avaliadas seguindo os métodos descritos por Hallock et al. (2003).
Resumidamente, o numero de individuos apresentando branqueamento (principalmente
branqueamento parcial, ~ 60% da testa com alteracdo visual) foi contado e dividido pelo
namero total de individuos analisados. Espécimes mortos foram diferenciados pela
deteccdo de branqueamento completo/auséncia de protoplasma e/ou auséncia 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 numero total de individuos vivos contabilizados
para cada 1 cm?® de substrato (Prazeres et al., 2017).

A concentracdo de Chl a em individuos de A. gibbosa foi determinada ap0s
extracdo com etanol (95%) e mensuracdo 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 conteido de Chl a foi medido em um pool de 2 individuos, e foi

normalizado pelo peso Umido.

4.2.6. Andlises estatisticas

A associacdo entre parametros de qualidade ambiental (ecoldgicos, geoquimicos
e os relacionados a agua) e a distancia entre o sitio de coleta e a foz do rio Buranhém
foram avaliadas por correlacdes lineares exploratdrias (correlacdo de Pearson) (Borcard
et al.,, 2011). A relagdo entre os marcadores de qualidade ambiental abidticos e os
marcadores ecoldgicos, bem como a identificacdo dos potenciais direcionadores dos
efeitos bioldgicos observados, foram analisados por meio de Analise de Redundancia
(RDA) (Borcard et al. 2011). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando

linguagem de programacao R (R Core Team, 2017).
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4.3. Sintese material e métodos - Anexo Ill: O cobre reduz a tolerancia do
foraminifero com endossimbionte Amphistegina gibbosa as mudancas

climaticas

4.3.1. Coleta e aclimatacao

Foraminiferos da espécie A. gibbosa foram coletados em recifes localizados
dentro da area do PNMRF (Fig 4) seguindo métodos descritos na se¢do 4.1.2. Individuos
adultos (didmetro maior que 0.6 mm) e saudaveis (apresentando coloracdo normal) foram
triados para uso no experimento a ser descrito.

Individuos de A. gibbosa foram mantidos em gaiolas adaptadas a partir de tubos
falcon (50 mL), distribuidas ao longo de 24 aquérios em um sistema experimental de
fluxo aberto e continuo. As gaiolas foram parcialmente cobertas com malha de plancton
(300 pm) para permitir a troca de agua e evitar fuga. As gaiolas foram cobertas por uma
camada de tecido escuro (Sombrite®) para reduzir os niveis de irradiancia (Schmidt et
al., 2014; Marques et al., 2017). Os organismos foram aclimatados ao sistema por 10-15

dias antes do inicio do experimento.

4.3.2. Abordagem experimental

Usar uma abordagem de mesocosmo permite mais realismo e relevancia ambiental
do que os experimentos tradicionais de laboratorio (Bellworthy & Fine 2018), pois podem
ser considerados um elo entre experimentos de campo e laboratério, mimetizando a
complexidade e variabilidade do campo (Stewart et al., 2013).

Para este capitulo, foi realizado um experimento no mesocosmo marinho do
Projeto Coral Vivo, localizado na praia de Aracaipe em Arraial d’Ajuda, Porto Seguro,
BA. O sistema, descrito em detalhe por Duarte et al. (2015), imita as condigdes do recife
de onde a agua é captada, seguindo a variabilidade diaria natural dos pardmetros
ambientais como luz e pluviosidade e de fisico-quimicos da dgua como temperatura,
salinidade e pH.

Quatro tratamentos foram montados inicialmente: 1 = Ambiente, ou nenhum
tratamento; 2 = Acidificagdo marinha (AM), acidificacdo em 0,3 unidades de pH; 3 =
aquecimento, aumento da temperatura da agua do mar em 2°C; 4 = AM + Aquecimento,
aumento da temperatura da agua do mar (+2°C) e reducédo do pH (-0,3 unidades de pH),
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simultaneamente. Os niveis de aquecimento e acidificacdo escolhidos foram baseados em
cenarios previstos pelo IPCC, e com base em resultados obtidos em experimentos
anteriores.

A acidificagdo foi obtida pela injecdo de gas carbonico (CO2) em reservatorios de
5000 L. O aquecimento foi obtido com auxilio de resisténcias de aco inoxidavel. Estes
tratamentos de mudancas climaticas foram combinados com tratamentos de
contaminag&o por cobre (dois niveis) em um desenho experimental ortogonal. Solugdes
estoque de cobre (preparadas a partir de cloreto de cobre, CuCly) eram adicionadas
diariamente a reservatorios secundarios de "tratamento de cobre” com o objetivo de
atingir adicdo de 0 e +5 pg It Cu (concentragdo nominal) em cada aquario.

Cada um dos oito tratamentos (quatro niveis de ‘“mudangas climaticas”
combinados a dois niveis de “contaminagdo por cobre”) foi replicado em trés aquarios.
Cada um dos 24 aquarios tinha uma volume de 10 L, com uma taxa de renovacgdo de 3
vezes seu volume de &gua por hora. Cada aquario continha trés gaiolas. Em uma das
gaiolas foram inseridos ~15 individuos de A. gibbosa para andlise de biomarcadores
bioquimicos. Uma segunda gaiola continha 5 individuos para ensaios de respiragdo. Em
uma terceira gaiola foram inseridos 5 individuos para analise das taxas de crescimento.

As respostas bioldgicas foram avaliadas antes e apds 25 dias de exposicao.

4.3.3. Biomarcadores fisiol6gicos

Mortalidade e branqueamento

A mortalidade e o branqueamento foram avaliados visualmente com auxilio de
um estereomicroscépio (Leica S6D). Os individuos mortos foram contados e divididos
pelo nimero total de foraminiferos da gaiola. Auséncia de atividade pseudopodial e / ou
a presenca de um testa completamente branca foram indicativos de morte. Individuos
branqueados (detalhes descritos na 4.1.5) foram contados e divididos pelo numero total

de individuos vivos na gaiola.

Respiracgdo e crescimento
As taxas de respiracdo estdo relacionadas ao metabolismo energético (Baird et al.,
2007; Lukasik & Laskowsi, 2007) e sdo reconhecidas como um parametro fisioldgico

relevante na avaliacdo da toxicidade (Martins et al., 2007; Oliveira et al., 2018). A
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manutencdo de taxas normais de crescimento esta diretamente relacionada a performance
fisiologica “normal” (Baird et al. 2007), e no caso de organismos calcificadores, €
também essencial para a manutencdo da producdo de carbonato de célcio (Zilberberg et
al., 2016).

Um pool contendo aproximadamente 5 individuos de tamanho similar foi usada
para analise de consumo de oxigénio/respiracdo. As taxas de respiracdo foram
determinadas em uma cdmara de incubacéo (1 ml) medindo as mudangas na concentragéo
de oxigénio durante uma fase escura de 15 minutos em um microrespirdmetro (Oxygraph

+ System, Hansatech Instruments).

Os individuos A. gibbosa foram fotografados no inicio e no final do experimento.
As fotografias tiradas com cdmera (Fujifilm FinePix S2800HD) acoplada ao microscépio
foram usadas para medicdes de area de superficie (mm?), com o software ImageJ 1.48v.
A variacdo no tamanho foi calculada da seguinte forma: ATamanho = [(area final - area

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

4.3.4. Biomarcadores bioquimicos

Enzimas transportadoras de ions estdo diretamente envolvidas na homeostase
celular por regularem a concentracdo de ions, e consequentemente participam de diversos
processos fisioldgicos, como por exemplo a calcificacdo. Particularmente, diversos
autores propdem que a Ca?*-ATPase e a H*-ATPase tem papéis na calcificagio dos
foraminiferos (Nooijer et al., 2014; Toyofuku et al., 2017), corais (Al-Horani et al., 2003;
Tresguerres, 2016) e algas calcarias (Borowitzka & Larkum, 1987; McConnaughey &
Falk, 2014; Hofmann et al., 2016). Além disso, ATPases sdo frequentemente utilizadas
como biomarcadoras de efeito de metais (Prazeres et al., 2012b; Wood et al., 2012;
Marangoni et al., 2017; Marques et al., 2017).

Individuos vivos foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C até
a realizacdo de andlises bioquimicas. A clorofila o foi extraida e determinada de acordo
com 0 método desenvolvido por Schmidt et al. (2011), descrito na se¢do 4.1.5. As
atividades das ATPases foram determinadas pela adaptacdo dos protocolos existentes
(Vajreswari et al., 1983; Ip et al., 2015). Amostras contendo pools de aproximadamente

5 individuos cada foram homogeneizadas num tampao (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. Apds sonicacdo em gelo, as amostras foram centrifugadas
a 10 000 g durante 10 minutos a 4 ° C. A concentracao total de proteina do sobrenadante
foi quantificada utilizando um BioDrop (pLite BioDrop, Cambridge, UK). As amostras
foram incubadas por 30 min (30°C) com 100 pl de solugdes de trabalho.

Para determinacéo da atividade de Ca-ATPase, foi utilizada a solucéo de trabalho
1 (pH ajustado para 7,6) com 20 mM de Tris &cido, 189 mM de NaCl, 2 mM de CaCl, 1
mM de ouabaina e 3 mM de ATP. Testes preliminares foram realizados para otimizar a
concentragéo de substrato (CaClz) (dados ndo mostrados). Para determinacdo da atividade
de H*-ATPase, os sobrenadantes foram incubados com solugdo 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 uM).

As atividades das ATPases foram medidas como a quantidade de fosfato
inorganico (Pi) produzido ap6s o periodo de incubacdo. A determinacdo de Pi foi
realizada utilizando um kit comercial (MAKO030, Sigma-Aldrich). Os resultados foram

normalizados pela concentracdo de proteina.

4.3.5. Célculo IBR

Ferramentas integrativas capazes de sintetizar respostas bioldgicas em um unico
valor, indicando o nivel de satde do ecossistema, sdo0 mais compreensiveis e mais praticas
para reguladores/tomadores de decisfes ambientais e o publico em geral (Hagger et al.,
2010; Pérez-Ruzafa et al. 2018). Além disso, 0 uso desses indices permite uma avaliacdo
mais holistica da saide do organismo e pode destacar tendéncias que ndo sdo claras ao
analisar cada parametro individualmente. indices de Resposta Integrada a Biomarcadores
(IBR) tém sido utilizados para monitorar e medir os efeitos da poluicdo (Hagger et al.
2010; Benedetti et al., 2012; Devin et al., 2014; Nardi et al., 2018; Vieira et al., 2019).
Recentemente, eles também estdo sendo aplicados em um contexto de mudancas
climaticas (Madeira et al., 2018; Maulvault et al., 2019).

A fim de integrar respostas de maltiplos biomarcadores, o indice de Resposta
Integrada aos Biomarcadores (Integrated Biomarker Response — IBR) (Beliaeff &

Burgeout 2002) foi aplicado para cada combinacdo de tratamento.
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O indice foi calculado de acordo com Devin et al. (2014), usando scripts para
programacdo em R fornecidos pelo autor. Mais detalhes sobre formulas e interpretac6es
podem ser vistos em Devin et al. (2014), Bertrand et al. (2018), e Silva et al. (2018). Em
resumo, o calculo considera a area de um triangulo definido pelos valores padronizados
de dois biomarcadores sucessivos, levando em consideracdo a variabilidade e o nimero
de biomarcadores. Para obter o valor final do IBR, varias permutacdes sdo executadas

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

4.3.6. Analises estatisticas

O efeito combinado do aquecimento, acidificacdo marinha e exposi¢do ao Cu em
cada biomarcador foi avaliado usando modelos lineares generalizados (GLMs; AM,
aquecimento e Cu como fatores fixos). As frequéncias de branqueamento e mortalidade
foram avaliadas usando GLMs com familia binomial. Todos os outros parametros foram
avaliados usando GLMs com a familia Gamma (log como funcéo de ligacéo).

No caso do IBR, para comparar todas as médias com o cenario ambiente / sem
Cu, foram usados testes-t pareados com p valor corrigido pelo nimero de comparagoes.

Padrdes gerais das respostas de parametros biol6gicos e do IBR foram avaliados
com uma Analise de Componentes Principais (PCA). As variaveis foram centralizadas e
normalizadas antes da andlise. Para visualizar e explorar as possiveis relacfes das
variaveis, também foram realizadas correlacfes lineares exploratérias (correlagdes de
Pearson) (Borcard et al. 2011).

4.4.  Sintese material e métodos - Anexo IV: Impacto cumulativo de mudancas
climaticas e do herbicida diuron na ecofisiologia da alga calcaria Halimeda

opuntia.

4.4.1. Coleta e aclimatacdo

Fragmentos da macroalga calcaria 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 distribuidas e aclimatadas em
nove tanques do “Simulador Marinho Nacional” - (National Sea Simulator, SeaSim) no

Instituto Australiano de Ciéncias Marinhas (Australian Institute of Marine Science -
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AIMS, Townsville). Trés tanques simulavam a temperatura da dgua e as condigdes de
pCO./pH projetadas para o ano de 2050, outros trés simulavam as condic¢des projetadas
para 2100 (ambos cenarios classificados como RCP 6 dentro do relatorio mais recente do
IPCC), e os trés ultimos tanques simulavam condi¢gdes ambientais “normais”. Esses
tanques estavam ligados a um sistema experimental de larga escala e fluxo continuo, e
abrigavam multiplos organismos (corais, esponjas, equinodermos, ervas marinhas,
foraminiferos, peixes e outros taxons) em uma abordagem experimental de mesocosmo.

Nos tanques “ambiente” as temperaturas eram baseadas em médias historicas para
o recife Davies (variando de 23,4°C durante o inverno a 28,3°C durante o verdo) e a pCO-
erade + 410 ppm. Nos tanques “2050”, as temperaturas eram 1°C acima da temperatura
ambiente e a pCO; erade + 685 ppm. Nos tanques “2100”, temperaturas 2°C acima da
ambiente e pCO2 de + 940 ppm.

Ap0s oito meses de aclimatacdo aos trés cenarios climaticos 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 trés cenarios de mudancas
climaticas (ambiente, 2050 e 2100 com alteracGes de temperatura e pH simultaneamente)
combinados a seis concentracdes de diuron. As exposi¢cdes foram feitas em camaras de
acrilico personalizadas (volume de trabalho: 2,5 L; 54 camaras totais, 3 para cada
combinacdo de tratamento), mantidas em um sistema de fluxo continuo de agua e
distribuidas em trés “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 condicdes de verdao). O movimento da agua, bem como os niveis de pCO>
previstos para cada cenario climatico foram alcangados por borbulhamento suave de uma
mistura de ar e CO,. Os tratamentos eram controlados digitalmente pelo controlador
I6gico programéavel (PLC) do SeaSim.

Seis concentracdes de diuron (concentragGes nominais: controle com solvente (0);
0,3; 1; 3; 10 e 30 pg I* de diuron) foram aplicadas. Reservatorios (60 L) foram
preenchidos diariamente com agua do mar filtrada a 0,5 pm e “contaminados” com

solucéo estoque de diuron em volume apropriado para atingir as concentracdes alvo. A
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agua dos reservatorios era transportada via fluxo continuo para as camaras experimentais
usando bombas peristalticas (Masterflex L / S e Ismatec IPC 12). A taxa de renovacéo foi
de 1,5 o volume da cdmara por dia, e a posi¢cdo das camaras foi aleatorizada dentro dos
“banhos-maria” para minimizar efeitos de posi¢do e tanque. Os niveis de luz durante a
exposicdo eram de aproximadamente 150 pmol m2s (ciclo claro/escuro de 12/12 h).

Este trabalho teve um objetivo adicional, ndo listado entre os objetivos gerais da
tese como um todo, que foi também avaliar se a aclimatacéo a longo prazo as condi¢oes
de mudancas climaticas leva a diferentes respostas aos maltiplos estressores. Para isso,
metade das algas utilizadas no experimento ja havia sido aclimatada a cenarios de
mudancas climaticas (previsdes ambientais, 2050 e 2100) por oito meses, e a outra metade
foi retirada apenas de tanques de mesocosmo em condic¢do ambiental (ou seja, foram de
fato expostas aos cenérios de mudangas climaticas apenas pelos 15 dias de duracdo do
experimento de efeitos combinados).

4.4.3. Biomarcadores fisioldgicos

Biomarcadores fisiol6gicos associados a fotossintese e calcificagdo:

Rendimento quantico efetivo

Redugdes no rendimento quantico efetivo (AF/Fm’) correspondem a redugdes na
eficiéncia da conversédo de energia fotoquimica no fotossistema Il (Genty et al., 1989). O
AF/Fm’ ¢ um parametro sensivel e comumente utilizado em estudos de fotobiologia, que
responde de forma consistente a exposicdo a herbicidas através de inibicdo (van Dam et
al., 2012b; Flores et al. 2013; Wilkinson et al., 2017). A performance fotossintética foi
avalianda usando um fluorémetro de pulso de amplitude modulada Imaging-PAM (I-
PAM, Walz GmbH, Alemanha), uma técnica ndo invasiva aplicada para medir a
eficiéncia fotoquimica.

O rendimento quantico efetivo (AF/Fm') foi medido em cada individuo usando um
fluordmetro Imaging-PAM apo6s adaptacdo a luz (5 min). O software Data-MAXI
(Imaging Win, Walz GmbH, Alemanha) foi usado para selecionar 3-6 areas de interesse
(AOI) e a média de AOIs foi usada como valor final para cada fragmento individualizado

de H. opuntia.

Quantificacao da producéo de oxigénio e taxas de calcificacdo
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Incubacbes foram realizadas em camaras acrilicas transparentes de 50 mL com
agitacdo continua, acopladas a placas submersas em banho-maria sob a mesma
temperatura das camaras experimentais. Um fragmento de Halimeda proveniente de cada
camara foi incubado durante 1 h na luz (~ 150 pmol m s™) e subsequentemente durante
1 h no escuro. Brancos (cdmaras contendo apenas agua) foram executados em paralelo.
O oxigeénio dissolvido (OD) foi medido (Hach HQ 30d) antes e apds as incubacdes de luz
para determinar as taxas de producéo de oxigénio.

Antes e ap6s incubacgdes no claro e no escuro, amostras de agua foram coletadas
para alcalinidade total (AT) e fixadas com cloreto de mercurio para determinar as taxas
de calcificacdo pela técnica de Anomalia de Alcalinidade (Chisholm & Gattuso 1991). A
AT foi determinada usando um titulador robo6tico Metrohm 855 (Metrohm, Suica).
Mudltiplos padrdes internos de &gua do mar e material de referéncia certificado foram
usados para validar a precisdo dos resultados da AT. A producdo de oxigénio e as taxas
de calcificacdo no claro e no escuro foram normalizadas pelo peso umido fresco. A

calcificacdo liquida diaria foi calculada por 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

4.4.4. Biomarcadores bioquimicos

Parametros de estresse oxidativo (e. g. antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos, e dano oxidativo a biomoléculas) sdo amplamente utilizados para avaliar a
0 estresse fisiologico e a saude ambiental (Downs et al. 2005; Lesser 2006; Monserrat et
al. 2007; Lushchak 2011).

Muitos transportadores de ions estdo supostamente relacionados ao processo de
calcificacdo, incluindo Ca-ATPase (Al-Horani et al. 2003; Marin et al., 2012; Hofmann
et al. 2016), e sdo também biomarcadores de estresse fisiologico (Wood et al. 2012). A
anidrase carbbnica tem maultiplas fungdes, incluindo equilibrio &cido-base celular e
aquisicdo / transporte de carbono inorgénico, estando ligada a fotossintese e a calcificagéo
(Bertucci et al., 2013; Hofmann et al. 2014). Varios autores tém aplicado a anidrase
carbonica como um biomarcador ecologicamente relevante de estresse de mudancas
climaticas e contaminacdo (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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Aliguotas (100-200 mg) de amostras de H. opuntia foram maceradas com
nitrogénio liquido. O material foi sonicado com tampdo de homogenizacdo especifico
para cada analise e centrifugado (10000 x g, 20 min, 4°C). O teor total de proteina foi
determinado em cada aliquota utilizando um kit comercial (BioRad, DC Protein Assay
Kit) e curvas padrdo.

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada utilizando um kit
comercial (TAC - OxiSelect™, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, EUA). Os niveis de
peroxidacgdo lipidica (LPO) foram avaliados seguindo o método descrito por Oakes &
Kraak (2003). Este méetodo mede a formacao de malondialdeido (MDA), um bioproduto
do dano oxidativo lipidico, que produz um cromdgeno fluorescente mensurado por
fluorometria. A atividade da Ca-ATPase foi determinada seguindo o método descrito na
secdo 4.2.4. A atividade da Anidrase carbdnica foi medida pelo método do decaimento
de pH (Henry 1991). Resumidamente, 30 ul da amostra homogeneizada foram
adicionados a 2 ml de solucdo tampdo de trabalho (225mM de manitol, 75mM de
sacarose, 10mM NaH2PO4, 10mM TrisBase, pH ajustado para 8.5). Substrato (1 mL de
agua desionizada saturada com CO,) foi adicionado ao meio de reagdo, e o pH foi medido
a cada 5 s durante até 30 s. Medidas em branco foram tomadas usando apenas solucéao

tampdo de trabalho.

4.4.5. Andlises estatisticas

A inibi¢do de AF/Fm' em relacao ao controle (ambiente, zero diuron) foi calculada
seguindo as equacdes descritas por Wilkinson et al. (2017). Dados de inibicdo foram
usados para construir curvas dose-resposta, ajustadas usando curvas logisticas de quatro
parametros no GraphPad Prism v7. Para cada condi¢dao de ‘mudanca climatica’ foi
ajustada uma curva, e concentra¢des de diuron inibindo a AF/Fm' em 50% (ECsp) foram
determinadas a partir de cada curva.

Para testar os efeitos das condi¢fes de mudancas climéticas e concentracfes de
diuron em cada resposta biologica, foram utilizados modelos mistos lineares usando o
pacote Ime4 do R (Bates et al., 2015). As condi¢des de mudanca climatica e diuron foram

usadas como fatores fixos, enquanto a cdmara foi usada como um fator aleatério.
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5. Resultados e Discussao

5.1.  Sintese Anexo I: Bioindicadores e biomarcadores para avaliacao de impactos

em recifes de coral

Neste capitulo de livro de divulgagdo cientifica € demonstrada a importancia de
avaliar e monitorar a salde dos ecossistemas recifais a partir das principais ferramentas
de deteccdo e acompanhamento dos efeitos dos impactos antropicos. De forma geral, 0s
mesmos temas abordados na Introducdo Geral da presente tese sdo revisados,
conceituados e discutidos no Anexo |, utilizando-se uma linguagem menos técno-

cientifica para alcangar um publico-alvo com variados graus de embasamento cientifico.

5.2. Sintese Anexo IlI: Qualidade ambiental em recifes de coral do Atlantico

Sudoeste: indicadores geoquimicos, de qualidade da agua e ecoldgicos

Os indicadores geoquimicos e de qualidade da agua mostraram que os recifes
proximos a descarga fluvial experimentam enriquecimento de nutrientes e contaminacéo
por esgoto doméstico, além de concentracbes de metais acima das diretrizes
internacionais de qualidade ambiental. Niveis mais altos de contaminacdo foram
fortemente relacionados a maior frequéncia de branqueamento e menor densidade em

populagdes de A. gibbosa.
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Figura 5 — Resumo grafico / ilustrativo dos principais resultados encontrados no
Anexo I. A influéncia antropica (representada pelas fechas) diminui conforme a
distancia da costa aumenta. A diminui¢do da influéncia antropica é relacionada
principalmente a decrescente concentracdo de cobre, chumbo, esterois fecais e
315N, assim como a crescente densidade populacional do foraminifero A. gibbosa

com endossimbionte, e menor frequéncia de branqueamento.

A maior concentracdo de coprostanol observada nos recifes amostrados foi de 0,41
ug g . Essa concentragdo indica contaminagdo, porém com menor intensidade do que em
muitos estudarios (Carreira et al. 2015a; Cabral et al., 2018) e mesmo recifes proximos a
centros de alta densidade populacional (Emrich et al. 2017; Castellanos-Iglesias et al.,
2018). O nivel de coprostanol foi maior nos locais de amostragem proximos a costa e néo
foi detectado nos locais de amostragem localizados dentro do PNMRF, indicando que ndo
h& contaminacdo fecal detectdvel dentro da area do parque marinho. A maioria dos
estudos que avaliam esterdis 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 analise de esterois em sistemas de recifes de corais do Atlantico Sul.

Neste estudo, as maiores concentracfes de metais estdo relacionadas com a maior
proximidade com a costa. Este é um resultado esperado, considerando que 0s rios sdo um
dos principais propulsores da contaminagdo por metais para areas 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 distancia de descarga fluvial (Machado et
al. 2016; Lopes-Rocha et al., 2017). Em relacdo as diretrizes de qualidade da &gua, as
concentracdes de Cu e Cd na agua do mar coletada no sitio 1 durante o inverno foram
superiores aos niveis permitidos pelas atuais diretrizes ambientais brasileiras (CONAMA,
2005) e dos EUA (USEPA). Isso reforga a hipétese de que a influéncia do rio Buranhém
reduz a qualidade da &gua nos recifes costeiros de Porto Seguro. Concentragdes de Pb em
todos os locais de amostragem e estagcdes estiveram acima dos critérios atuais de
qualidade da agua.

O efeito marcante do cobre no branqueamento observado no presente estudo

também foi relatado por Prazeres et al. (2012) em foraminiferos de recifes de Fernando
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de Noronha (PE, Brasil). Os niveis mais elevados de clorofila o observados nos
foraminiferos do sitio 4, que apresentavam a menor frequéncia de brangueamento,
indicaram uma populacgdo saudavel.

A avaliacdo integrada de isGtopos estaveis, ester6is e metais forneceu um
diagnostico consistente sobre a influéncia do esgoto nos recifes estudados. Além disso,
respostas biologicas evidenciaram efeitos ecologicos relevantes. Em resumo, os recifes
localizados dentro da area do PNMRF encontram-se em bom estado de conservagdo com
relagdo a contaminagdo ambiental. Os recifes proximos a costa, por sua vez, estdo
poluidos por esgoto doméstico (evidéncia de contaminacdo concomitante com
observacao de efeito bioldgico). Os indicadores geoquimicos, de qualidade da agua e
ecologicos empregados no presente estudo foram eficazes como ferramentas de

biomonitoramento a serem aplicadas em recifes em todo o0 mundo.

5.3.  Sintese Anexo Ill: O cobre reduz a tolerancia do foraminifero com
endossimbionte Amphistegina gibbosa as mudancas climéticas.

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 fisiologico.
De forma geral, a exposicdo simultanea a aquecimento e acidificagdo marinha pouco
afetou os organismos estudados. As taxas de mortalidade, branqueamento e respiracdo
foram maiores nos foraminiferos expostos aos trés estressores combinados (acidificacao,
aquecimento e contaminacdo por cobre). As taxas de crescimento foram afetadas pelo
aumento da temperatura. As enzimas relacionadas a calcificacdo foram inibidas
principalmente em resposta ao cobre.

Biomarcadores de relevancia ecoldgica responderam a cenarios realistas e
evidenciaram o estresse geral gerado pela ocorréncia de mudangas climéaticas combinada
com contaminacgdo por cobre. Essas alteraces levaram a altos valores para o indice de
estresse (IBR) - indicando comprometimento geral da salde organismal.

Nossos resultados aumentam a compreensao da ecofisiologia dos foraminiferos e
fornecem informacgdes para o manejo de recifes de corais, detectando potenciais

ferramentas de monitoramento.
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Resultados de multiplos biomarcadores indicaram que a contaminacdo por cobre
reduz a tolerancia dos foraminiferos aos estressores das mudancas climaticas (pH e
temperatura). Considerando que os biomarcadores analisados possuem alta relevancia
ecoldgica, e também que as respostas foram avaliadas em uma espécie bioindicadora
classica de recifes, esses resultados evidenciam o alto risco da combinacéo de mudancas

climaticas e poluicdo por metais em recifes de coral.

5.4. Sintese Anexo IV: Impacto cumulativo de mudancas climaticas e do herbicida

diuron na ecofisiologia da alga calcaria Halimeda opuntia.

A eficiéncia fotossintética (AF/Fm’) foi inibida pelo diuron, exibindo uma tipica
relacdo concentracdo-resposta. O valor médio de ECso para AF/Fm’ (concentragdo que
levou a 50% de inibicdo no parametro) em H. opuntia mantida em condi¢do ambiente foi
de 6.6 ug It de diuron. O ECs para H. opuntia aclimatada ao cenario de 2050 foi de 14,2
ug I, enquanto o ECso para as ndo aclimatadas/apenas expostas ao cendrio por 15 dias
foi de 4.3 pg I de diuron. Considerando o cenario para 2100, o ECso foi de 4,3 para as
algas previamente aclimatadas, e 2,45 ug I de diuron para as expostas ao cenarios por
15 dias.

Os valores de ECso encontrados neste estudo sugerem que H. opuntia é resiliente
ao diuron, em compara¢do com corais e gramas marinhas. Corais de diversas espécies
apresentam 50% de inibicdo da eficiéncia fotossintética sob concentracdes de diuron de
+4,2 ug It (van Dam et al., 2015), enquanto que gramas marinhas de diferentes espécies
apresentam ECso em AF/Fm' variando de 2,9 a 2,4 pg 1" de diuron (Flores et al. 2013;
Wilkinson et al. 2017).

Além disso, a exposicdo ao diuron inibiu a producéo de oxigénio (fotossintese) e
reduziu a capacidade antioxidante da alga calcaria H. opuntia. O cenario climatico
previsto para o0 ano de 2100 combinado com a exposi¢do ao diuron levaram as mais fortes
reducdes nas taxas de calcificacdo e fotossintese, a uma inducao do sistema antioxidante
e a inibicdo de enzimas relacionadas a calcificagéo.

A aclimatacdo a longo prazo as condigdes climéticas reduziu a sensibilidade da

fotossintese ao diuron (maior ECso para 4F/Fm’ de algas aclimatadas). Algas aclimatadas
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também mostraram menor capacidade antioxidante total, maior AF/Fm’ e producéo de
oxigénio do que seus “pares” ndo aclimatados.

A resiliéncia de Halimeda opuntia ao diuron diminui em condi¢6es de mudancas
climéticas, destacando a necessidade de diretrizes de qualidade da agua ajustadas ao

clima.

5.5. Discussao geral

As hipoteses i e ii desta tese foram corroboradas pelos resultados encontrados no
Anexo Il. Parametros de qualidade ambiental se correlacionam com a distancia da costa,
evidenciando um gradiente de influéncia antropica marcado pela contaminacdo por
esgoto e por metais. Foraminiferos coletados em recifes proximos a foz do rio Buranhém
foram expostos a maiores concentracdes de metais e esterdis fecais, apresentaram maior
frequéncia de branqueamento, menor teor de clorofila a e menor densidade populacional,
evidenciando efeitos bioldgicos decorrentes do gradiente de influéncia antropica.

A avaliacdo integrada de isOtopos estaveis, esterdis fecais, metais e efeitos
ecoldgicos forneceu um diagndstico consistente indicando influéncia terrestre e antropica
nos recifes mais proximos da costa. Entretanto, é importante ressaltar que muitos fatores
associados a distancia do rio (incluindo variaveis ndo avaliadas no presente trabalho)
podem estar envolvidos nas respostas observadas.

No presente estudo, metais, contaminacdo por esgoto doméstico e efeitos
ecoldgicos prejudiciais foram relacionados a distancia da foz do rio. O manejo adequado
de bacias hidrograficas e do uso da terra sdo cruciais para a conservacao de recifes de
corais (Brodie et al.,, 2017; Takesue & Storlazzi, 2017), especialmente quando

combinados com o0 monitoramento de recifes de corais.

E importante ressaltar também que os resultados biol6gicos encontrados nos
anexos Il e 111 se referem a respostas de um holobionte, refletindo as altera¢des induzidas
na fisiologia do foraminifero hospedeiro, nas microalgas endossimbiontes, em toda a
microbiota associada, e na relacdo simbiotica como um todo. De forma geral, as
diatoméaceas endossimbiontes no género Amphistegina pertencem principalmente a

familia Fragilariaceae, e a nivel de espécie e subclados sdo espécie (hospedeiro)-
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especificas e até mesmo variam significativamente entre organismos da mesma espécie

coletados em diferentes localidades (Barnes, 2016).

A hipotese iii desta tese foi parcialmente refutada pelos resultados encontrados no
Anexo Ill. A maioria dos biomarcadores analisados foram alterados pela contaminacéo
por cobre e alguns pelo aumento de temperatura, mas de forma geral ndo foram
significativamente alterados por cenério realista de mudanca climética (cenario com
aquecimento + acidificacdo). A hipotese iv, por sua vez, foi corroborada pelos resultados
encontrados no Anexo Il. Efeitos dos estressores relacionados a mudancas climaticas sdo
agravados quando ha co-exposicéo ao cobre, padrao ja identificado em outros trabalhos
(Negri & Hoogenboom 2011; Fonseca et al. 2017; Marques et al. 2017; Dornelles Zebral
etal., 2019) .

Efeitos da co-exposicdo a acidificacdo, aquecimento e cobre em Amphistegina
gibbosa foram observados em muitos niveis de organizacdo bioldgica. Além disso,
desvios da condicao “normal” foram calculados e integrados em um indice de “estado de
saude”, o IBR. Até onde sabemos, este foi o primeiro estudo que avaliou 0 aumento da
temperatura e a acidificacdo dos oceanos combinada com a exposi¢do a metais em um
organismo que vive em recifes. Um dos principais resultados deste estudo foi a tolerancia
relativa de A. gibbosa aos cenarios de mudancas climaticas testados. Além disso, o cobre
prejudica esta tolerancia mesmo em concentragdes relativamente baixas, e causa efeitos
prejudiciais detectaveis ao longo de multiplos niveis de organizacdo bioldgica. A
atividade da H"-ATPase foi medida diretamente pela primeira vez em um foraminifero e
é sugerida como um biomarcador bioguimico de efeito do cobre. A aplicacdo do IBR
forneceu insights sobre o "nivel geral de estresse do organismo" e resumiu as respostas
de vérios biomarcadores de maneira consistente.

O cobre foi o principal direcionador das respostas biolégicas encontradas nos
trabalhos associados a essa tese (anexos Il e I1), e considerando que os niveis de cobre
encontrados em recifes costeiros investigados no Anexo Il chegam a ser quatro vezes
maiores que 0s 0s niveis utilizados neste experimento, espera-se que o efeito cumulativo
de mudancas climaticas e contaminacdo por metal no ambiente seja ainda mais

preocupante.
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As hipdteses v e vi desta tese foram corroboradas pelos resultados encontrados no
Anexo IV. Cenarios de mudancas climaticas previstos paara 2050 e 2100 afetaram a
fotossintese e calcificagdo em H. opuntia. O diuron alterou tanto biomarcadores
fisioldgicos quanto bioquimicos. De forma geral, a co-exposi¢do ao diuron intensificou
os efeitos das mudancas climéticas, o que também tem sido observado em estudos com
corais, foraminiferos e gramas marinhas (Negri et al., 2011; van Dam et al. 2012a;
Wilkinson et al. 2017).

O uso de aclimatacdo de longa data as mudancas climaticas (aquecimento e
acidificacdo combinados) foi uma caracteristica inovadora deste experimento. Os
resultados mostram que o desempenho fisioldgico foi semelhante entre algas aclimatadas
e ndo aclimatadas para a maioria dos parametros biolégicos avaliados. No entanto,
pardmetros da fotossintese (eficiéncia fotossintética e producdo de oxigénio) eram
maiores, enquanto a capacidade antioxidante era, de forma geral, maior em H. opuntia
aclimatadas, em compara¢do com as ndo-aclimatadas para 0 mesmo cenario.

Pouco se sabe sobre o potencial das algas calcarias para se aclimatarem ou se
adaptarem as mudancas climaticas (Clark et al., 2013; Zou & Gao, 2013). Vogel e
colaboradores (2015a) encontraram evidéncias de que varias espécies de Halimeda
podem se aclimatar a condi¢Bes de acidificacdo. Em nosso estudo, algas expostas a
cenarios futuros de mudanca climatica por 15 dias tiveram desempenho
fisiol6gico/bioquimico semelhante ao de algas mantidas nessas condi¢des por 8 meses.
Serd que 8 meses de exposicdo anterior a cenarios CC seriam suficientes para
aclimatacao? Os niveis de calcificacdo e fotossintese seriam semelhantes aos da condi¢édo
ambiente se o tempo de pré-exposicdo fosse maior? Estas questdes ndo puderam ser
abordadas neste trabalho, e a adaptacdo da Halimeda opuntia aos cenarios de alteracdes
climaticas ainda precisa de mais investigacéo.

Este estudo preencheu algumas lacunas na pesquisa sobre os efeitos da qualidade
da agua e de mudancas climéaticas em espécies recifais. Valores ECso foram derivados
para Halimeda spp. pela primeira vez. Esse tipo de informacao sera util para as diretrizes
de qualidade da agua e para o desenvolvimento de SSDs (curvas de distribuicdo de
sensibilidade de espécies, species sensitivity distributions) e destaca a necessidade

urgente de desenvolvimento de limites de contaminantes ajustados ao clima. Mudancas
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climaticas provavelmente reduzirdo a tolerancia de H. opuntia a contaminacdo 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 concentracOes toxicas) (Lewis et al. 2009, 2012). O Brasil carece de informac6es
guanto a presenca e niveis ambientais de varios 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 mudancas
climaticas relatados nesta tese, € de extrema importancia conhecer e monitorar

concentracdes de herbicidas nos recifes brasileiros.

Com relacdo ao objetivo especifico viii, “Sugerir biomarcadores com potencial
para serem utilizados como ferramentas alternativas e complementares ao monitoramento
dos efeitos biolodgicos da contaminacdo ambiental e das mudancas climaticas em recifes
de coral”, a avaliacao do branqueamento se constitui como uma ferramenta de baixo custo
responsiva a exposicdo de foraminiferos a metais e mesmo esgoto domeéstico. Entre 0s
biomarcadores bioquimicos, ferramentas que supostamente respondem a impactos antes
da letalidade e da ocorréncia de alteracGes visuais (como o préprio branqueamento), a
atividade da enzima H*-ATPase, além de estar associada a processos fisioldgicos
importantes, responde ao Cu de maneira consistente. A capacidade antioxidante total
(TAC) por sua vez, respondeu de forma consistente e com uma marcada relacdo dose-
resposta ao herbicida diuron, sendo entdo apontada como um biomarcador bioquimico de
efeito de herbicidas. Em resposta as mudancas climaticas, parametros bioldgicos
relacionados a fotossintese e enzimas relacionadas a calcificacdo sdo indicadas como

biomarcadores, tanto em foraminiferos como em algas calcéarias.

6. Conclusoes

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

sujeitos a maltiplos estressores antropicos. Recifes de coral localizados proximo a foz do
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rio Buranhém, na costa de Porto Seguro (BA, Brasil), apresentaram reduzida qualidade
ambiental decorrente de contaminacao por esgoto domestico e metais.

Os recifes localizados dentro da area do PNMRF podem ser considerados como
bem preservados/conservados, de acordo com os dados de qualidade da agua (baixas
concentracdes de metais) e respostas dos indicadores geoquimicos. As populactes de
Amphistegina gibbosa nesta area eram mais saudaveis (menor frequéncia de
branqueamento, maior densidade populacional e maiores niveis de clorofila a) do que as
coletadas nos outros recifes.

O foraminifero com endossimbionte A. gibbosa é relativamente resiliente a
cenarios de mudancas climaticas. No entanto, a contaminacéo por cobre (mesmo em baixa
concentracdo) reduz a tolerancia dos foraminiferos a mudanca climatica.

Respostas fisioldgicas e bioquimicas mostraram que a fotossintese e que o sistema
de defesa antioxidante da alga calcificadora H. opuntia foram afetadas pelo diuron
seguindo um padrdo dose-resposta, e que os futuros cenarios de mudanca climatica
aumentaram os efeitos toxicos do diuron. Mudancas climéticas provavelmente reduzirdo
a tolerancia de Halimeda opuntia a contaminacéo por herbicidas.

A avaliacdo do branqueamento, de enzimas envolvidas na calcificacdo e a
capacidade antioxidante total se mostraram bons marcadores de estresse ambiental. O
indice 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-ocorréncia de estressores globais (aquecimento e acidificagdo dos oceanos)
e locais (contaminacdo por metais e herbicidas) afeta a ecofisiologia de espécies
fototrdficas calcificadoras, e representa um risco para a qualidade ambiental de recifes de

coral.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo |. BIOINDICADORES E BIOMARCADORES PARA AVALIACAO DE
IMPACTOS EM RECIFES DE CORAL

Este anexo se refere a um capitulo 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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Para preservar os recifes de coral é preciso conhecé-los.  * . _® e
Também ¢é essencial identificar os principais estressores que
ameacam o equilibrio ambiental desse ecossistema e encontrar
formas de monitorar sua satide. O presente capitulo abordara
algumas ferramentas para avaliar e monitorar impactos,
principalmente aqueles relacionados a mudancas climaticas
e a poluicao marinha, em organismos de ambientes recifais.
Essas ferramentas podem auxiliar de forma significativa no
estabelecimento de estratégias de preservacao.

Recifes em declinio

Apesar de sua grande importancia, 70% dos recifes
de coral do mundo estao em processo de degradacao. No
Brasil, estima-se que 50% deles estejam ameacados por
atividades humanas. Considerando a gravidade do declinio
da qualidade desses ecossistemas e sua importancia
ecologica, é necessario monitorar seu estado de saude.
Muitos paises reconhecem essa necessidade e possuem
programas nacionais de monitoramento da qualidade de
ambientes recifais. Por exemplo, o Instituto Australiano de
Ciéncias Marinhas (AIMS) monitora os recifes da Grande
Barreira de Corais da Australia ha 20 anos. A Agéncia
Americana dos Oceanos e do Clima (NOAA) conta com um
departamento voltado para a avaliacao e o monitoramento
de recifes de coral, o Programa de Conservacao de Recifes
de Coral (NOAA-CRCP), atuante desde 2000. No Brasil,
a primeira acao de larga escala para o monitoramento
de recifes ocorreu apenas em 2002, com 0 projeto
“Monitoramento dos Recifes de Coral do Brasil”, financiado
pelo Projeto de Conservacao e Utilizacao Sustentavel da
Diversidade Biologica Brasileira — Ministério do Meio
Ambiente (PROBIO-MMA). Esses programas sao uteis
para compreender a dinamica e a variabilidade natural dos



1. IPCC. 2014. The Fifth
Assessment Report of

the Intergovernmental
Panel on Climate Change.

Cambridge University Press.

Cambridge, UK. Disponivel
em: <https://www.ipcc.
ch/report/ar5/>. Acesso
em: janeiro 2016.

recifes, conhecer melhor sua ecologia e detectar respostas a
impactos antropicos. As informagoes obtidas sao essenciais
para identificar locais ameacados pela degradacao, bem
como para planejar a¢oes politicas voltadas ao manejo e a
conservacao desse ecossistema.

Principais causas do declinio dos recifes

As potenciais causas do declinio da qualidade ambiental
observado nos recifes de coral devem ser identificadas e
monitoradas. Estudos recentes mostram que os recifes
estao sendo afetados por impactos de escala global e local.

Impactos globais

O aquecimento da superficie e a acidificacao dos
oceanos sao os impactos globais com maior potencial
para afetar os recifes de coral. Esses fendmenos sao
causados, principalmente, pelo aumento global da emissao
atmosférica de géas carbonico (CO,), como exposto pelo
recente relatorio do Painel Intergovernamental de Mudancas
Climaticas (IPCC).

Impactos locais

Dentre os impactos que podem ocorrer de forma
localizada, neste capitulo é ressaltada a poluicao marinha
associada a compostos quimicos. Os poluentes quimicos que
chegam aos recifes de coral podem ter fontes pontuais ou
difusas, e podem ser transportados por longas distancias —
sendo a drenagem continental a principal rota de transporte
de poluentes que chegam aos recifes. Atividades humanas,
como agricultura, pecuaria e navegacao, assim como o
despejo direto ou indireto de esgoto doméstico e industrial,
sao as principais fontes de poluentes quimicos para a zona
costeira. Metais, pesticidas, hidrocarbonetos e excesso de
nutrientes sao os poluentes mais comumente encontrados
em recifes de coral.
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Ferramentas de avaliacdo e monitoramento

A necessidade de se avaliar a condicao de saude dos
ambientes naturais para a tomada de decisoes com relacao
ao uso e conservacao de ecossistemas estimula a busca por
ferramentas de avaliacao que sejam praticas, adequadas
e de baixo custo.

Parametros abidticos e bioticos

Alteracgoes na qualidade da agua podem ser identificadas
e monitoradas de forma direta através da analise de
parametros abioticos. Nesse caso, parametros abidticos
sao medidas ou caracteristicas relacionadas as propriedades
fisico-quimicas da agua, como temperatura, pH, salinidade
e concentracao de nutrientes inorganicos. Cabe ressaltar
que cada ambiente ou local em particular possui um nivel
de qualidade da agua necessario para a manutencao de
suas funcoes ecologicas, o que implica em caracteristicas
abioticas especificas. VariacOes nessas caracteristicas, mais
intensas ou de maior duracdo que as variacdes naturais de
um determinado local, indicam uma condicao ambiental
alterada. Com relacao a presenca de contaminantes
quimicos, esses podem ser diretamente medidos na agua
ou no sedimento. A legislacao brasileira prevé os limites
maximos para muitos contaminantes na agua e sedimento
marinho, por meio das Resolucoes CONAMA 3572, de 2005,
e CONAMA 3443, de 2004, respectivamente. Os valores
estabelecidos nessa legislacdo representam os limites
para a “manutencao da qualidade ambiental necessaria
para sustentacao do ecossistema” e sao extremamente
importantes para orientar as politicas ambientais.

Como visto anteriormente, conhecer as caracteristicas
fisico-quimicas e os niveis dos contaminantes quimicos em
determinado ambiente € de extrema importancia. Porém,
essa informacao por si s6 nao caracteriza um impacto
na biota residente. Logo, para avaliar e quantificar, por
exemplo, o impacto do aquecimento e da reducao do pH da
agua, ou até mesmo a presenca de determinado poluente?, é
necessario detectar e quantificar os efeitos desses agentes
estressores sobre a biota.
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Efeitos na biota: niveis de organizacéo biologica

Os seres vivos podem ser estruturados em niveis de
organizacao bioldgica, seguindo uma ordem crescente de
complexidade, desde o nivel molecular, celular, tecidual,
sistémico e organismico, até o nivel populacional,
comunitario e ecossistémico.

Uma condicao ambiental alterada, seja pelo aumento de
temperatura atipico ou pela presenca de um agente toxico,
pode causar efeito em todos os niveis de organizagao biologica
mencionados. No entanto, existe uma hierarquia de respostas
(Figura 1), de forma que, inicialmente, o estressor provoca
alteracoes nos niveis bioquimicos e celulares. Se o estressor em
questao possuir alta intensidade ou agir por um longo periodo
de tempo, e os organismos nao forem capazes de manter sua
homeostase através de alteracdes moleculares/bioquimicas/
celulares, ocorrerao alteracoes em processos fisiologicos,
afetando funcoes vitais, como o crescimento e a reproducao.
Se essa “cascata de reacoes” continuar, devido a frequéncia e/
ou intensidade do agente estressor ou a “baixa capacidade”
do organismo em lidar com o impacto, os individuos podem
desenvolver doencas ou até mesmo chegar a morte. Caso o
estressor continue a atuar, o nivel seguinte a sofrer alteragoes
€ o populacional. Por sua vez, alteracoes populacionais
podem induzir a um desequilibrio da comunidade da qual a
espécie afetada participa. Alteracdes em comunidades podem,
dependendo da magnitude do impacto, levar a alteracoes em
todo o ecossistema envolvido.
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Relevancia ecoldgica - Tempo crescente de resposta

(1) Estressor ambiental (3) Organismo (5) Comunidades
(2) Bioquimicas e fisiologicas  (4) Populacdes

Figura 1. Representacgao esquematica da ordem de respostas a estressores
ambientais ao longo dos niveis de organizacdo biolégica. Adaptado de
Moork et al. (2004)°.



As alteracoes nos niveis mais altos de organizacao
biol6gica, ou seja, em comunidades ou ecossistemas, tém
relevancia ecologicamuitomaiordo que “simples” alteragoes
celulares, as quais podem ou nao gerar efeitos nos niveis
mais altos de organizacao biolégica. Por isso, a maioria
dos programas de monitoramento tem como alvo esse
tipo de resposta, monitorando, por exemplo, a densidade
de peixes, a cobertura ou nimero de espécies de coral, ou
ainda a quantidade de colonias de coral branqueadas.

Bioindicadores

Os bioindicadores constituem uma abordagem muito
utilizada para avaliar e monitorar impactos em ambientes
aquaticos. De forma geral, bioindicadores sao espécies,
grupos deespécies oucomunidadesbiologicas cuja presenca,
abundancia e condicoes sao indicativos biologicos de uma
determinada condicao ambiental.

Espécies indicadoras em ecossistemas recifais

Cada bioindicador tem um tempo de resposta e algum
grau de especificidade com relacao as alteracoes na qualidade
da agua. A escolha final do bioindicador a ser empregado
depende do objetivo especifico e do prazo, ou periodo de
tempo,disponivel pararealizaromonitoramentoemquestao.
Por exemplo, para monitorar os niveis dos contaminantes
acumulados nos organismos, ¢ mais interessante escolher
uma espécie que tenha biologia bem conhecida e seja
capaz de bioacumular® os compostos em analise. Bivalves
e macroalgas sao frequentemente utilizados nesses casos,
pois estao em contato com as fases particulada e dissolvida
dos poluentes na agua, respectivamente. Essas espécies,
capazes de refletir com seguranca os niveis ambientais
de contaminantes em seus proprios tecidos, sao também
conhecidas como biomonitoras.

De forma geral, para avaliar os efeitos bioldgicos de
impactos em recifes, os proprios corais construtores desse
ecossistema, algumas espécies de macroalgas e muitas
esponjas sao utilizadas como bioindicadores. Sua presenca,
auséncia, proporcao ou alteracoes populacionais sido
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utilizadas para avaliar e monitorar a existéncia de impactos
antropicos em comunidades recifais. O tipo de impacto
(agudo ou cronico) e o tempo de monitoramento (semanas
a anos) devem ser considerados na escolha do bioindicador
adequado. Geralmente, espécies sésseis se mostram como
bioindicadores mais apropriados para detectar impactos,
uma vez que, devido a seu habito de vida, elas nao poderao
evitar as condi¢oes ambientais desfavoraveis por meio de
fuga, assim refletindo com maior fidelidade o estado de seu
local de ocorréncia.

Foraminiferos como bioindicadores da qualidade
ambiental de recifes de coral

Considerando que as espécies chave de ambientes
recifais tém, de forma geral, um ciclo de vida relativamente
longo (corais, hidrocorais, peixes e algumas algas calcarias),
a velocidade de resposta de suas populacoes a impactos
ambientais pode ser lenta. Uma vez que essas espécies
geralmente sdo cruciais na conservagao do ecossistema,
seria interessante detectar os impactos antes que eles
causem alteracdes sérias nessas populacoes.

Os foraminiferos sao organismos unicelulares com
uma pequena concha de carbonato de calcio, sendo
comumente utilizados como bioindicadores de qualidade
ambiental. Muitas das espécies que vivem em ambiente
recifal compartilham algumas caracteristicas fisiologicas
com os corais. Esses foraminiferos, além de produzirem
um esqueleto (chamado testa) de carbonato de calcio,
também fazem simbiose com microalgas. Por isso, esses
pequenos organismos possuem importantes caracteristicas
fisiolégicas em comum com corais zooxantelados e,
consequentemente, muitos requerimentos fisiolégicos
semelhantes. Eles também podem branquear em resposta
a situacoes estressantes e até mesmo ter seu crescimento/
calcificacao prejudicado pelos mesmos estressores que
afetam os corais. No caso dos foraminiferos, a vantagem é
que esses organismos tém um ciclo de vida bem mais curto
e respondem mais rapidamente aos impactos ambientais,
constituindo assim uma ferramenta eficiente para antecipar
efeitos deletérios no ecossistema como um todo.
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Figura 2. Foraminifero do género Amphistegina, organismo comumente
usado como bioindicador da qualidade ambiental em recifes de coral.
Crédito: Martina Prazeres.

Biomarcadores: uma abordagem inovadora

De forma geral, respostas em nivel de populacao e
comunidade possuem alta relevancia ecologica. No
entanto, sao mais dificeis de serem interpretadas, uma
vez que tornam mais complexa a distincao das alteragoes
associadas a variabilidade natural (estacdoes do ano,
fendmeno El Nino, periodo reprodutivo, etc.) dos efeitos
diretos causados pelo estressor ambiental. Além do mais,
essas respostas s6 sao detectaveis e mensuraveis apés um
tempo consideravel de exposicao, quando a intensidade
do estressor é baixa, ou apds a exposicao aguda a uma
alta intensidade do agente estressor. Assim, quando uma
alteracao significativa é evidenciada, o ecossistema ja
podera se encontrar severamente comprometido. Neste
contexto, o uso de biomarcadores como ferramentas de
avaliacao e monitoramento da qualidade ambiental e do
ecossistema apresenta inimeras vantagens.

Biomarcadores sao alteracoes biologicas em nivel
molecular, celular, fisiologico e/ou comportamental
que expressam a exposicao e os efeitos subletais induzidos
por contaminantes ou condi¢oes ambientais alteradas.
Como as respostas nesses niveis de organizacao bioldgica
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ocorrem em uma escala de tempo significativamente
menor que aquelas observadas nos niveis mais altos, os
biomarcadores servem como sinais de aviso prévio da
degradacdao em comunidades e ecossistemas.

Considerando, como exemplo, que o dano na comunidade
biolégica seja a morte de um individuo diabético, é
possivel monitorar se a pessoa em avaliacao esta “sofrendo
impacto” do diabetes observando os sintomas diretos da
doenca (cegueira ou dificuldade de cicatrizacao). Porém,
quando esses sintomas sao detectaveis, a pessoa ja esta
severamente “impactada”. Por outro lado, ao monitorar
os niveis sanguineos da glicose, pode-se antecipar o
desenvolvimento ou o agravamento da doenca. Portanto, o
uso de biomarcadores para monitorar niveis “mais baixos” da
organizacao biologica funciona como uma ferramenta
preditiva da degradacao ambiental. Exemplos de
biomarcadores incluem a expressao de genes e a atividade
de enzimas relacionadas ao metabolismo, crescimento,
detoxificacao’, estresse oxidativo e proteinas de estresse,
entre outros.

Apesar da vantagem de funcionar como ferramenta
tanto de avaliacao e monitoramento como de previsao, essa
abordagem apresenta algumas limitacoes. Primeiramente,
o custo das analises geralmente é elevado, comparado ao
monitoramento de comunidades. Dependendo da espécie
que se escolhe monitorar, a amostragem pode ou nao
ser destrutiva (causar a morte do organismo). Fatores
endogenos (periodo reprodutivo, idade, etc.) e exdgenos
(salinidade, temperatura, etc.) também podem alterar a
resposta dos biomarcadores. De forma geral, assim como no
monitoramento de espécies bioindicadoras, é importante
conhecer a variabilidade natural dessas respostas para que
se possa efetivamente identificar as alteracoes relacionadas
aos impactos ambientais. Essa abordagem costuma ser
criticada pela dificuldade de se relacionar as alteragoes
em niveis mais baixos de organizagao biologica aquelas
que ocorreriam em populacoes e comunidades. Contudo,
trabalhos recentes, principalmente com organismos recifais,
tém mostrado claramente que respostas de biomarcadores
estdao fortemente relacionadas a efeitos fisiologicos,
doencas e alteracoes em populacoes. A condicao de estresse
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oxidativo, por exemplo, esta diretamente relacionada ao
branqueamento de corais®. Parametros relacionados a essa
condicdo sao utilizados como biomarcadores celulares de
impactos diversos. No caso de corais e foraminiferos com
endossimbiontes, essa alteracdo em nivel celular induz
alteracoes em nivel fisiologico e populacional, uma vez que
eventos de branqueamento em grande escala muitas vezes
estdo associados a mortalidade em massa. Com relacao
ao processo de calcificacao — outro importante indicador
de satde dos recifes de coral —, qualquer impacto que o
perturbe pode ser antecipado pela analise de parametros
moleculares e bioquimicos, como, por exemplo, a atividade
da enzima Ca*-ATPases.

Biomarcadores e os efeitos de poluentes

Nas ultimas décadas, o nuimero de estudos que
utilizam biomarcadores para avaliar o efeito de poluentes
é crescente. Parametros associados ao estresse oxidativo
(defesas antioxidantes ou medidas de dano oxidativo
em biomoléculas) sdao alguns dos biomarcadores mais
utilizados, em combinacao com a avaliacao de proteinas de
detoxificacao (p.ex.: monooxygenases e metalotioneinas).

A contaminacao quimica por metais e por compostos
organicos, como herbicidas e hidrocarbonetos, € um problema
significativo para os recifes de coral. A exposicao a esses
contaminantes é capaz de alterar o desempenho fisiologico
de cnidarios, como os corais e as anémonas, alterando,
por exemplo, a capacidade antioxidante do organismo e
aumentando o nivel de oxidacdo em biomoléculas. Isso se
da, basicamente, pela “geracao” de maior quantidade de
espécies ativas do oxigénio (EAO) na presenca de metais
ou durante processos de eliminacdo ou biotransformacao
dos contaminantes. Para eliminar o excesso de EAO, o
organismo aciona suas defesas antioxidantes. Caso nao
seja suficiente, as EAO podem causar dano oxidativo em
lipidios, proteinas e DNA. Por exemplo, a biéloga Martina
Prazeres, juntamente com o professor Adalto Bianchini e
seus colaboradores, identificou uma forte relacao entre
a ocorréncia de dano oxidativo, a ativacao de defesas
antioxidantes e o branqueamento de foraminiferos com
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endossimbionte em recifes contaminados por metais em
Fernando de Noronha (PE, Brasil)?. Além disso, esses
mesmos recifes mostraram baixa densidade populacional
de foraminiferos com endossimbionte, confirmando a
relacao direta entre as respostas bioquimicas observadas e
os danos diretos na comunidade de foraminiferos.

Com o apoio da Rede de Pesquisas Coral Vivo, através de
experimentos ecotoxicoldgicos realizados no Mesocosmo
Marinho em Arraial d’Ajuda (Porto Seguro, BA, Brasil),
observou-se uma capacidade antioxidante reduzida e danos
oxidativos no DNA do coral brasileiro Mussismilia harttii
apos exposicao ao cobre, contaminante muito comum no
ambiente marinho™. Tal estudo também identificou que a
enzima anidrase carbonica é um biomarcador bioquimico de
alta relevancia ecolégica, devido a seu papel na fotossintese
das zooxantelas e na calcificacdo do coral, podendo ser
usado para detectar o impacto da exposicao aguda a metais.
No caso de uma exposi¢do mais longa a metais, pode-se
detectar alteracoes na atividade da Ca**-ATPase (enzima
relevante no processo de calcificacio) em M. harttii. E
importante salientar que alteracoes nesses biomarcadores
foram detectadas sem que esses corais apresentassem
qualquer sinal visual de branqueamento ou debilidade, o
que reforca sua aplicacao como ferramenta preditiva.

Biomarcadores e os efeitos de mudancas climaticas globais

A abordagem dos biomarcadores celulares tem sido
usada classicamente para avaliar efeitos da poluicao
marinha. Considerando a crescente preocupacao no que se
refere as mudancas climaticas, tem se intensificado a busca
por biomarcadores apropriados para se monitorar também
os impactos globais.

Muitos autores tém estudado principalmente a atividade
de enzimas e a expressao de genes envolvidos na calcificagao,
fotossintese e metabolismo de holobiontes. Pesquisadores em
diversas partes do mundo vém identificando algumas proteinas
como potenciais biomarcadores de aquecimento global e
acidificacao marinha, como a RuBisCO (enzima essencial
para a fotossintese), e outras relacionadas ao metabolismo
energeético e a calcificacao em corais e foraminiferos.
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No Brasil, pesquisas sobre a resposta de biomarcadores
a impactos globais (acidificacao dos oceanos e aumento de
temperatura) em ambienterecifal estao sendo desenvolvidas
pelo grupo de pesquisa do professor Adalto Bianchini
com o apoio da Rede de Pesquisas Coral Vivo. Estudos
recentes indicam o potencial de enzimas relacionadas a
calcificacao (Ca>*-ATPase e Mg2*-ATPase) para a avaliacao
e o monitoramento de efeitos da acidificacio marinha
em foraminiferos com endossimbionte’, assim como sua
interacao com a contaminacao por cobre. Biomarcadores
relacionados aos processos de calcificacdo e fotossintese,
associados ao monitoramento do branqueamento, tém,
portanto, um elevado potencial de aplicacdo na avaliacao
e monitoramento da satide de organismos recifais frente
a um oceano em transformagao, bem como de prevencao/
antecipacao de efeitos nocivos em comunidades e
ecossistemas recifais.

Perspectivas

Os estudos em desenvolvimento no ambito da Rede de
Pesquisas Coral Vivo pretendem, portanto, contribuir para
elucidar os efeitos de impactos globais, como a acidificagao
marinha e o aumento da temperatura superficial da agua,
em parametros do estresse oxidativo e do metabolismo
energético, assim como em parametros bioquimicos
relacionados a calcificacdo em espécies recifais brasileiras.
Além disso, um dos grandes objetivos é conhecer os
efeitos de multiplos estressores, locais e globais, como a
contaminacao por metais e sua interacao com a temperatura
e o pH da dgua do mar na fisiologia de corais, hidrocorais e
foraminiferos com endossimbionte. A partir dos resultados
obtidos, sera possivel entender como a interacao entre esses
agentes estressores afetam a fisiologia de espécies chave, e
como isso pode afetar as comunidades recifais como um
todo. Ao identificar os biomarcadores mais adequados para
detectar e monitorar possiveis efeitos prejudiciais em
comunidades, sera possivel fornecer subsidios para politicas
de conservacao e programas de avaliacao e monitoramento
da qualidade ambiental em recifes de coral brasileiros.

71

11. Marques, J.A. 2014,
Resposta de biomarcadores
em Amphistegina spp.
(Amphisteginidae,
Foraminifera) expostos

ao cobre e acidificacdo
marinha. 80p.
Dissertacdo (Mestrado em
Oceanografia Biologica)

- Universidade Federal do
Rio Grande. Rio Grande,
RS, Brasil.



232

Literatura recomendada

Downs, C.A.; Faurn, J.E.; Rosinson, C.E.; Curry, R,
LanzenDorF, B.; Haras, J.C.; Havras, J.; WooDLEY,
C.M. 2005. Cellular diagnostics and coral health:
Declining coral health in the Florida Keys. Marine
Pollution Bulletin, 51:558-569.

Harrock, P.; Lipz, B.H.; Cockey-BurkHarD, E.M.;
DonneLLy, K.B. 2003. Foraminifera as bioindicators
in coral reef assessment and monitoring: the FORAM
Index. Environmental Monitoring and Assessment,
81:221-238.

vaN Dam, J.W.; NEGri, A.P.; UtHickE, S.; MUELLER, J.F.
2011. Chemical Pollution on Coral Reefs: Exposure
and Ecological Effects. p.187-211 in SancHez-Bavo,
F.; van DEN Bring, P.J.; Mann, R.M. (Eds) Ecological
Impacts of Toxic Chemicals. Amsterdam: Bentham
Science Publishers.

Conhecendo os Recifes Brasileiros: Rede de Pesquisas Coral Vivo

72



73

8.2. Anexo Il. QUALIDADE AMBIENTAL EM RECIFES DE CORAL DO
ATLANTICO SUDOESTE: INDICADORES GEOQUIMICOS, DE
QUALIDADE DA AGUA E ECOLOGICOS.

Este capitulo se refere a um artigo publicado na revista Science of the Total
Environment (versdo online disponivel em setembro de 2018 - DOI:
10.1016/j.scitotenv.2018.09.154).
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Climate change, pollution and increased runoff are some of the main drivers of coral reefs degradation worldwide.
However, the occurrence of runoff and marine pollution, as well as its ecological effects in South Atlantic coral reefs
are still poorly understood. The aim of the present work is to characterize the terrigenous influence and contamination
impact on the environmental health of five reefs located along a gradient of distance from a river source, using geo-
chemical, water quality, and ecological indicators. Stable isotopes and sterols were used as geochemical indicators of
sewage and terrigenous organic matter. Dissolved metal concentrations (Cu, Zn, Cd, and Pb) were used as indicators
of water quality. Population density, bleaching and chlorophyll o content of the symbiont-bearing foraminifer
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year to assess temporal variability. Sediment and water quality indicators showed that reefs close to the river discharge
experience nutrient enrichment and sewage contamination, and metals concentrations above international environ-
mental quality guidelines. Higher levels of contamination were strongly related to the higher frequency of bleaching
and lower density in A. gibbosa populations. The integrated evaluation of stable isotopes, sterols and metals provided
a consistent diagnostic about sewage influence on the studied reefs. Additionally, the observed bioindicator responses
evidenced relevant ecological effects. The water quality, geochemical and ecological indicators employed in the present
study were effective as biomonitoring tools to be applied in reefs worldwide.
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1. Introduction

Human activities have reduced the environmental quality of marine
ecosystems worldwide (Wilkinson, 2008). Coral reefs are highly pro-
ductive and valuable ecosystems which are being severely affected by
anthropogenic stressors at global and local scales (Ban et al., 2014;
Hoegh-Guldberg, 2014; Wilkinson, 2008). Climate change, overfishing,
pollution, and increased runoff due deforestation and urban develop-
ment are some of the main drivers of degradation of coral reefs world-
wide (Birkeland, 2015; Norstrom et al., 2016).

Rivers are the main sources of terrigenous sediment, nutrients and
contaminants to inshore reefs (van Dam et al., 2011). A huge effort
has been employed to assess the ecological effects of sediment and con-
taminant runoffin coral reef areas, such as the Caribbean and Great Bar-
rier Reef. Also, strategies to minimize the loads of terrigenous material
to these fragile ecosystems have been developed (Bartley et al., 2014;
Brodie et al., 2017; Takesue et al., 2009; Takesue and Storlazzi, 2017).
Nevertheless, the effects of runoff in South Atlantic reefs are poorly un-
derstood. Moreover, southwestern Atlantic reefs are naturally exposed
to higher levels of terrigenous sediment compared to Caribbean and
Indo-Pacific reefs (Castro et al., 2012; Castro and Pires, 2001; Ledo
et al., 2003; Rodriguez-Ramirez et al., 2008). There is an overall lack of
knowledge about water quality, as well as a poor description of the
chemical contaminants affecting South Atlantic reefs. Characterization
of water and sediment quality parameters in these reefs is an important
step for scientific and management purposes. Also, the use of reliable
bioindicators integrated with measurements of abiotic parameters in-
creases the ecological relevance of environmental impact assessments.

Foraminifera, as well as corals and other reef-dwelling species, can
be adversely affected by river-related environmental stress, including
sedimentation, changes in quality of organic matter (Barbosa et al.,
2016; Dessandier et al., 2015), sewage input and metal contamination
(Emrich et al., 2017; Prazeres et al., 2012a). In fact, foraminifera are
widely used as monitors of environmental changes, including a well-
established application of foraminifera as bioindicators of coral reef
water quality. Monitoring of symbiont-bearing species is particularly
relevant, since they have similar physiological requirements to corals,
which are the main reef builders, but respond faster to environmental
changes (Barbosa et al., 2016; Cooper et al., 2009; Emrich et al., 2017;
Hallock et al., 2003; Marques et al., 2017; Ross and Hallock, 2014).
Amphistegina spp. are diatom-bearing foraminifera found abundantly
in reefs worldwide (Langer and Hottinger, 2000), that have been con-
sidered as reliable bioindicators of anthropogenic impacts (Marques
et al., 2017; Prazeres et al., 2016, 2012b; Ross and Hallock, 2014).

In light of the background above, the aim of the present study was to
identify and characterize the impact of terrigenous influence and con-
tamination on the environmental health of five South Atlantic reefs lo-
cated along a gradient of distance from a river mouth, using
geochemical (stable isotopes and sterol levels), water quality (metals
concentrations) and ecological (foraminifera population density,
bleaching frequency and chlorophyll o content) indicators. Carbon
and nitrogen stable isotopes are effective tools to evaluate the source
of organic matter, reflecting river-ocean gradients, as well as nutrient
contamination and environmental quality status (Claudino et al.,
2015; Jona-Lasinio et al., 2015). Furthermore, stable isotopes can be ef-
fectively applied in combination with other techniques (Carreira et al.,
2015b; Cordeiro et al,, 2018; Derrien et al.,, 2017). Many organic com-
pounds, such as steroids and aliphatic hydrocarbons, also known as mo-
lecular biomarkers, have been successfully applied to trace sources of
organic matter and sewage contamination (Derrien et al., 2017;
Emrich et al., 2017; Martins et al., 2014). In turn, concentrations of
metals such as Cu, Zn, Cd and Pb can indicate the presence of some
human activities. Additionally, they are also used to assess environmen-
tal health, based on criteria established by water quality guidelines
(Martins et al.,, 2012; Prazeres et al., 2012b; Rocha et al., 2017). Finally,
ecological effects of environmental stressors can be evaluated by

assessing population and/or physiological responses in bioindicator
species, such as the benthic foraminifera Amphistegina spp.

Our hypothesis is that markers of terrestrial influence and contami-
nation, evaluated through stable isotopes, steroids and metals concen-
tration, will be correlated with the distance between the reef and the
river mouth, and will be related to lower A. gibbosa densities and higher
bleaching frequency.

2. Material and methods
2.1. Study area

The Buranhém River is part of the largest hydrographic basin in
southern region of the Bahia state (northeastern Brazil), flowing into
the Atlantic Ocean at Porto Seguro coast (Sarmento-Soares et al.,
2008), one of the most touristic area in South America and an important
area for reef conservation (Seoane et al., 2012). Along the 148 km of
river course, there are diffuse sources of untreated sewage input, as
well as several points of potential water contamination with pesticides
and industrial waste. These environmental pressures are related to the
unplanned urban occupation and land use in the area, which involves
activities such as agriculture, eucalyptus forestry, cellulose pulp indus-
try and the severe ongoing deforestation of the Atlantic Forest
(Bomfim, 2012; Oberling et al., 2013; Santos, 2013; Silva, 2016).

Previous studies suggested a gradient of influence of the Buranhém
River plume in the coral reefs of the Parque Natural Municipal do Recife
de Fora (PNMRF) (Leite et al., 2018; Seoane et al., 2012). The PNMRF is
a Marine Conservation Area located 8 km offshore from Porto Seguro
city (Bahia state, northeastern Brazil), with a complex reef system
(17.5 km?) composed mainly of sea grass beds, coralline algae, and
corals (Seoane et al., 2012; Zilberberg et al., 2016).

The occurrence of an environmental quality gradient between reefs
exposed to the Buranhém River plume was assessed by selecting five
reef sites (S) between the river mouth area and the PNMRF region
(Fig. 1). Three sampling sites were in reef patches outside the PNMRF
[S1 (Itassepocu Reef): 16°26.0349'S-039°02.4140'W; S2 (Pedra
Carapindauba): 16°25.7138'S-039°01.4990'W; and S3 (Baixio Cerca):
16°25.6938'S-039°00.4080'W]. The other two sampling sites were in
reefs located inside the area of the marine park [S4 (Recife de Fora-
SW): 16°25.0910'S-038°59.4502'W; and S5 (Recife de Fora-NW):
16°23.8428'S-038°59.0832'W|. Sampling was performed at the four
different seasons in order to assess temporal variability (winter - August
2013; spring - December 2013; summer - February 2014; autumn - May
2014), carried out by scuba diving at mean depths of 5.9, 6.8, 7, 5.5 and
4 m for reefs 1,2, 3,4 and 5.

Air temperature and rainfall data during the period of study were ac-
quired by an automatic station (code 86745) of the Brazilian National
Institute of Meteorology (INMET) located in Porto Seguro (Bahia state,
northeastern Brazil), and were expressed as daily means.

2.2. Collection methods

2.2.1. Sediment and pling

Sediment samples (n = 3, ~5 g of superficial sediment per sample)
were collected and kept frozen (—80 °C) until analysis. Seawater (n =
3 per sampling site at each season, 10 mL each sample) were collected,
filtered (45 um), acidified (1% HNO; final concentration), kept in the
dark and frozen (—20 °C) until analysis.

2.2.2. Foraminifera sampling

Pieces of reef rubble were manually collected at each sampling site,
placed into labeled plastic bags (n = 3 per sampling site at each season)
containing local seawater, transferred to the Coral Vivo Research facility
at Arraial d'Ajuda (Porto Seguro, Bahia state, northeastern Brazil), and
scrubbed with small brushes to detach the associated sediment and
fauna. Residues obtained were distributed in 150-mm Petri dishes
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Fig. 1. Map showing the positions of the studied reef sites. Dashed square represents the area of the PNMRF.

containing seawater from the collection site, and sorted under stereo-
microscope (Leica SD) for living Amphistegina gibbosa individuals.

2.3. Laboratory analysis

2.3.1. Carbon and nitrogen stable isotopes

Aliquots of sediment samples were dried (60 °C), ground to a fine
powder with a mortar and pestle, weighed (~0.25 mg), and sent to Sta-
ble Isotope Core Laboratory (Washington State University) for determi-
nation of carbon and nitrogen stable isotopes values. For carbon stable
isotope analysis, sample aliquots received acidification correction to re-
move inorganic carbon. Results were expressed in delta notation as 6'>C
or 5'°N relative to Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB) and atmospheric
nitrogen, respectively.

2.3.2. Sterols

Considering the integrative and conservative feature of sediment
matrix over time, sterol analysis was performed in samples collected
in winter and autumn. Winter shows the highest rainfall and lowest
temperature values, thus integrating the responses of a rainy season.
In turn, autumn shows the lowest rainfall, thus integrating the re-
sponses of a dry season. Also, this season corresponds to the end of a pe-
riod of intense touristic activities in the Porto Seguro area.

Aliquots of sediment samples were dried (45 °C), ground to a fine
powder with a mortar and pestle, and weighed. Each sediment sample
and blank (1 g) were spiked with surrogate, 5a-androstan-3f3-ol, and
then Soxhlet extracted for 12 h with 200 mL of hexane/dichlorometh-
ane (1:1) mixture, following the USEPA 3540 method. Extracts were
concentrated down to 1 mL, using rotary evaporation and under gentle
nitrogen stream. Sulfur was removed with activated copper. Clean-up
and fractionation were performed by passing the extract through a sil-
ica/alumina column. Silica and alumina were activated at 160 °C for
4 h, and then partially deactivated with 5% Milli-Q water, following
the modified USEPA 3640 method. Fractions containing steroids were
evaporated to dryness and derivatized using 60 puL of a N,0 bis

(trimethylsilyl) (BSTFA) trifluoroacetamide and trimethylchlorosilane
(TMCS) mixture (9:1) for 90 min at 65 °C. Sterane 5-cholestane was
added at the end of the derivatization process, as an internal standard.

Steroid analysis was performed using a Shimadzu GC with Flame
lonization Detector (model GC-17A FID). Compounds were identified
based on the retention times of 6 sterols (coprostanol, epicoprostanol,
cholesterol, cholestanol, stigmasterol and {3-sitosterol) and 1 ketone
(cholestanone). Calibration of the peak area to concentration was
done within the range of 0.10 to 8.00 ug mL ™', using the steroid stan-
dard in the derivatized form. The linear response was >0.995 for all
compounds. The limit of detection (LDm, lowest concentration that
can be detected and differentiated from the blank with a confidence
level of 99%) of the method employed corresponded to 0.03 pg g~ ! for
all compounds.

Ratios between some sterols are considered good indicators of or-
ganic matter source and contamination level (Castellanos-Iglesias
et al., 2018). The diagnostic indices chosen to improve our evaluation
were: L. Coprostanol / (Coprostanol + Cholestanol); II. Fecal sterols /
Total sterols = (100); I1l. Cholestanol / (Cholesterol). Ratio I < 0.3 is indic-
ative of a pristine environment, while Ratio I > 0.5 indicates sewage con-
tamination (Grimalt et al., 1990; Leeming et al., 1998). Ratio Il > 50%
indicates high sewage contamination (Hatcher and McGillivary, 1979).
Ratio Il < 0.5 is indicative of fresh input of organic matter, while Ratio
111 > 0.5 indicates in situ reduction of cholesterol (Canuel and Martens,
1993; Chalaux et al., 1995).

2.3.3. Metals

Seawater samples were analyzed for dissolved metal (Cu, Zn, Cd, and
Pb) concentrations. Samples were desalted according to Nadella et al.
(2009), and metal concentrations were determined using a High-
Resolution Continuum Source Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry (HR-CS GF AAS, Analytic Jena, Germany).

Laboratory quality control (QC) for metal analysis included analysis
of seawater reference material for trace metals NASS-6 (National Re-
search Council of Canada NRC - CNRC). Blanks and spiked water samples
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were prepared and analyzed at intervals throughout the analytical pro-
cedure. Measurements were performed in triplicate. Analytical results
of the quality control samples showed good agreement with the certi-
fied values, with recoveries ranging from 91.3 to 97.5% for the metals
analyzed in seawater.

2.3.4. Density, bleaching frequency and chlorophyll ccin A. gibbosa

Bleaching frequency and A. gibbosa density were assessed following
the methods described by Hallock et al. (2003) and Prazeres et al.
(2017a). Briefly, the number of individuals showing bleaching (mostly
partial bleaching, ~60% of the test) was counted and divided by the
total number of individuals analyzed. Dead specimens were differenti-
ated from totally bleached individuals by complete bleaching with ab-
sence of protoplasm and lack of reticulopodal activity.

Rubble volume was estimated by volumetric assay. Therefore A.
gibbosa density was calculated considering the total number of individ-
uals counted in 1 cm? of substrate (Prazeres et al., 2017a).

Chlorophyll « (Chla) concentration in A. gibbosa individuals was de-
termined using the method described by Schmidt et al. (2011). Briefly,
the pigment was extracted with ethanol 95% from each individual,
and its concentration was measured using a microplate reader (ELX-
800, BioTek, Winooski, VT, USA). For each of the replicates (n = 3),
Chl a content was measured in a pool of 2 individuals, and was normal-
ized by wet weight.

2.4. Data analysis

The association between environmental quality parameters (sedi-
ment, seawater and ecological) and the distance between reef and the
Buranhém River mouth were analyzed by exploratory linear correla-
tions (Pearson correlation) (Borcard et al., 2011).

The relationship between abiotic environmental quality markers
and the ecological markers, as well as the identification of the potential
drivers of the biological detrimental effects observed were analyzed by
Redundancy Analysis (RDA). To minimize the number of explanatory
variables and avoid multicollinearity, correlations and variance inflation
factors were evaluated. Variables showing variance inflation factors
above 10 were excluded. The statistical significance of the model was
evaluated using Monte Carlo permutation tests (Borcard et al., 2011;
Brauko et al., 2016). Statistical analyses were performed using R pro-
gramming language (R Core Team, 2017).

3. Results

Rainfall and temperature means are described at Table S1. Winter
collection had the lowest temperature and higher rainfall. Autumn col-
lection was at the driest.

The environmental quality parameters evaluated were significantly
correlated with the distance from the Buranhém River mouth
(Tables 1a, 1b, 1c).

Table 1a

3.1. Geochemical markers

3.1.1. Carbon and nitrogen stable isotopes

Stable isotopes biplots (Fig. 2) showed that the sampling site 5 has
an isotopic signature significantly different from all other sites, for all
Seasons.

A trend of seaward increase of 6'>C values was observed, as well as
higher 6'°N in reefs closer to the river mouth.

3.1.2. Sterols

Stigmasterol and [>-sitosterol were detected in samples from all
sites, with the highest values (0.58 and 0.51 pg g~ ', respectively) ob-
served at reef 1 in the rainy season. Also, the maximum value of total
sterols (2.78 ug g ') was observed at the reef site 1 in the rainy season
(Table 2). Coprostanol and epicoprostanol, indicators of domestic sew-
age input, were only observed in sampling sites 1, 2 and 3. These sam-
pling sites are located outside the PNMRF and are the closer ones to
the river mouth. The highest values were found at reef 1 in the dry sea-
son (0.43 and 0.29 pg g ', respectively), with decreasing values from
sampling site 1 to 3 (Table 2).

Diagnostic indices showed an influence of sewage input (ratio I >
0.5) only at the sampling site 1, and no severe contamination (ratio Il
< 50%). Ratio IIl values showed input of fresh organic matter only at
the sampling site 5 (Table 2).

3.2. Water quality analysis

3.2.1. Dissolved metals

Overall, results showed a trend of reduced metal concentrations at
greater distances from the Buranhém River mouth. The highest values
of metal concentrations were observed in winter at the reef site 1
(Fig. 3).

3.3. Ecological indicators

Amphistegina gibbosa density, bleaching frequency, and chlorophyll
« content at each sampling site and season are shown in Fig. 4. The sam-
pling site 5 was excluded, as no A. gibbosa was found.

For RDA, we selected only some abiotic parameters (selected param-
eters are illustrated in the RDA triplot; Fig. 5). This selection was based
on the variance inflation factors and correlation results. The effect of abi-
otic environmental quality markers on the ecological indicators was sta-
tistically significant (F = 9.05; p = 0.001), and explained 58% of the
model variability (adjusted R?).

3.3.1. Amphistegina gibbosa density

Highest population density was observed at the sampling site 4
(Fig. 4a), located inside the PNMRF. The lowest population density
was observed at the sampling site 2, for all seasons. Overall, lower den-
sities were observed in the summer. Results from RDA (Fig. 5) indicated

Exploratory Pearson correlation matrix of geochemical markers and distance from the Buranhém River mouth. Significant (p < 0.05) correlations are in bold. Abbreviations: cop:

coprostanol; epicop: epicoprostanol; sole.rol: ¢ ; cole.nol: ¢ estigm: sti; » busito: (3-Sii total.ols: total sterols sum; fecal.ols: cop and epicop sum.
Distance DeltaC DeltaN cop epicop cole.rol cole.nol estigm b.sito total.ols fecal.ols

Distance 1 042 —0.68 —0.90 —0.73 —058 —0.77 —052 —0.72 —0383 —0.86
DeltaC 042 1 —0.69 —0.34 —0.19 —0.01 —0.33 0.10 —0.12 —0.19 —-0.29
DeltaN —0.68 —0.69 1 055 046 0.13 0.68 0.14 041 048 054
cop —0.90 —0.34 055 1 0.84 0.72 0.79 0.50 0.69 0.90 097
epicop —0.73 —0.19 046 084 1 0.62 0.84 0.56 0.65 0.88 094
Cole.rol —058 —0.01 013 072 0.62 1 055 0.67 0.74 085 0.70
Cole.nol -0.77 -033 068 079 084 055 1 041 0.61 084 084
estigm —0.52 0.10 0.14 050 0.56 0.67 041 1 091 0.76 054
b.sito -0.72 —0.12 041 0.69 0.65 0.74 0.61 091 1 088 0.70
total.ols —0.83 -0.19 048 090 0.88 0.85 0.84 0.76 088 1 093
fecal.ols —0.86 -029 054 097 094 0.70 084 054 0.70 093 1
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Table 1b
Exploratory Pearson correlation matrix of water quality markers and distance from the
Buranhém River mouth. Significant (p < 0.05) correlations are in bold.

Distance Cu Zn Cd Pb
Distance 1 -047 —028 —0.35 —0.51
Cu —047 1 053 077 043
Zn —0.28 053 1 041 0.22
cd —035 0.77 041 1 0.52
Pb —0.51 043 0.22 0.52 1

that fecal sterols concentration and other variables related to domestic
sewage were inversely related to A. gibbosa density values.

3.3.2. Bleaching frequency in Amphistegina gibbosa

In all seasons, the highest bleaching frequency was observed in fora-
minifera from reef 1 (Fig. 4b). Results from RDA suggested that Cu con-
centration was the main factor associated with foraminiferal bleaching
responses (Fig. 5).

3.3.3. Chlorophyll ce content in Amphistegina gibbosa

In a broad view, the higher values of chlorophyll & content were ob-
served in foraminifera from the PNMREF (Fig. 4c). Individuals collected in
summer showed the lowest value of chlorophyll « content. When live
individuals were found, foraminifera collected at the reef site 1 usually
had lower values of chlorophyll a content. RDA and exploratory corre-
lations showed a strong relationship between chlorophyll a content
and A. gibbosa population density, which was inversely related to sew-
age indicator parameters (Fig. 5).

4. Discussion

Our hypothesis that environmental quality parameters would corre-
late with distance from the coast was supported by results obtained. Fo-
raminifera collected in reefs located near the Buranhém River mouth
were exposed to higher concentrations of metals and fecal sterols, pre-
sented higher bleaching frequency, lower chlorophyll a content and
lower population density.

To our best knowledge, no work to date has evaluated South Atlantic
coral reef systems' environmental quality using a multi-marker ap-
proach. The integrated evaluation of stable isotopes, sterols, metals
and ecological effects provided a consistent diagnostic indicating the
terrestrial and anthropogenic influence in the reefs closer to the coast.

Distance from the river influenced all the markers assessed, with the
strongest effects on nitrogen, fecal sterols, Cu, Pb and foraminifera
bleaching. However, it is important to highlight that many factors asso-
ciated with the distance from the river (including variables not assessed
in the present work) may be involved in the observed responses.

4.1. Geochemical markers

Bulk sediment samples from sites 1, 2, 3, and 4 showed 5'*C values
characteristic of marine organic matter, which are typically between
—18 and —22%. (Briand et al., 2015). Additionally, it was possible to dif-
ferentiate the sampling sites by a relative seaward enrichment in 6'3C
values, which was significantly higher at the sampling site 5. This off-
shore enrichment pattern was also reported by Claudino et al. (2015),

Table 1c

Exploratory Pearson correlation matrix of ecological markers and distance from the
Buranhém River mouth. Significant (p < 0.05) correlations are in bold. Marginally signifi-
cant correlations are in italic.

Distance Density Bleaching Chla
Distance 1 051 —0,69 024
Density 051 1 —0,09 063
Bleaching —0.69 —0,09 1 0,19
Chla 0,243 063 0,19 1

with extremely high values of carbon stable isotope at reef beaches in
an estuary-ocean gradient in northeastern Brazil. Autochthonous or-
ganic matter is usually associated with high &'>C values (Carreira
et al,, 2015b; Meyers, 1997). Also, phytoplankton and macroalgae pro-
ductivity preferentially removes '%C, leaving the residual dissolved inor-
ganic carbon (DIC) pool enriched with '*C (Heikoop et al., 2000). Higher
6'3C values were observed in sedimentary organic matter collected in
offshore reef flats with high biomass coverage of seagrasses in Japan
(Umezawa et al., 2008), as well as in reef patches near macroalgae
beds in Abrolhos (De Souza et al., 2013). Considering that sampling
sites inside the PNMREF (sites 4 and 5) show higher biodiversity than
those closer to the river mouth (sampling sites 1 to 3), data on &'3C
highlighted the autochthonous origin of organic matter inside the
PNMRF. We must consider, however, the possibility of inorganic carbon
influence on reef 5, irrespective of the acidification treatment.

The use of '*N/"N ratio as a biomarker of anthropogenic nutrient
loading is suggested for coral reef monitoring (Heikoop et al., 2000;
Moss et al., 2005). However, further studies are mandatory to define
&'°N threshold values (Moss et al., 2005). In the present study, there
was a small enrichment with 5'°N, indicating a higher N loading in the
reefs closer to shore. Nutrients derived from sewage are generally
enriched with &'°N, especially when they are derived from the anthro-
pogenic dissolved inorganic nitrogen (DIN) present in groundwater
(Heikoop et al., 2000). Costa Jr et al. (2006); Costa Junior et al. (2008)
discussed the occurrence and the detrimental effects of submarine
groundwater discharge of wastewater on Porto Seguro reefs. Leite
et al. (2018) effectively showed a gradient of elemental nitrogen and
fecal coliforms, followed by clear responses in coral's microbiome, in
the same reefs sampled for the present work. Therefore, we can con-
sider that the enrichment with >N observed in the sampling sites lo-
cated near the Buranhém River mouth is a reliable indicator of
nutrient enrichment and sewage input.

Coprostanol is the most abundant sterol in human feces, and there-
fore can be used as a robust sewage tracer (Abreu-Mota et al., 2014;
Carreira et al.,, 2015a; Martins et al,, 2008, 2012, and references therein).
Additionally, it is also an indicator of livestock sources of organic matter
(Hatcher and McGillivary, 1979). Writer et al. (1995) classified sites
with coprostanol concentration above 0.1 pg g~' as being contami-
nated, while Readman et al. (2005) considered 0.5 ug g~ as being an in-
dicative of sewage contamination in sediments. The highest
concentration of coprostanol observed in the sampled reefs was 0.41
g g~ . This concentration indicates contamination, but not heavily as
in many estuaries (Cabral et al., 2018; Carreira et al., 2015a) and densely
populated marine sites (Castellanos-Iglesias et al., 2018; Emrich et al.,
2017). The coprostanol level was higher in the sampling sites near
shore, and was not detected in the sampling sites located inside the
PNMREF, indicating no detectable fecal contamination within the marine
park area.

Although the thresholds for the abovementioned sterols are still a
subject of discussion in literature (Martins et al., 2008, 2014), ratios be-
tween some sterols are widely used as diagnostic indices. The combined
evaluation of coprostanol levels, ratios I and 11, and §'°N data indicated
that sampling sites 1 and 2 are indeed exposed to sewage, while sam-
pling sites located inside the PNMRF can be considered as being rela-
tively pristine (Abreu-Mota et al., 2014; Briand et al., 2015; Grimalt
et al., 1990; Hatcher and McGillivary, 1979; Leeming et al., 1998;
Martins et al., 2014). Ratio Il values corroborated with 6'>C data and
are evidences of the presence of autochthonous organic matter in sam-
pling site 5, indicating an input of fresh organic matter (Briand et al.,
2015; Canuel and Martens, 1993; Chalaux et al., 1995; De Souza et al.,
2013).

Most studies evaluating fecal sterols in Brazil have been carried out
in southeastern, subtropical, estuarine systems (Carreira et al., 2015b;
Martins et al., 2011, 2012, 2014). Carreira et al. (2016) analyzed sterols
in the Camamu Bay (Bahia state, northeastern Brazil), a tropical estuary
located approximately 280 km north of Porto Seguro, reportingvery low
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Fig. 2. Carbon and nitrogen stable isotopes biplots for each sampling site, at each season.

concentrations of coprostanol. Our study is the first one to report sterol
analysis in South Atlantic coral reef systems.

Emrich et al. (2017) found moderate to severe sewage contamina-
tion in inshore coral reefs from Belize, with coprostanol levels above
0.1 pg g ', and sometimes even higher than 0.5 ug g . Fecal sterols
and diagnostic ratios in these Belize reefs were negatively correlated
with foraminiferal diversity and densities of symbiont-bearing species,
which corroborates with our findings regarding population density of
A. gibbosa. In Cuban reefs, Castellanos-Iglesias et al. (2018) found

coprostanol levels higher than 0.5 pg g ', associated with altered hy-
droid assemblages.

Sitosterol and stigmasterol are commonly related to higher terres-
trial plants, tracing terrestrial influence in sedimentary organic matter
(Derrien et al., 2017; Volkman, 1986). (3-sitosteral, the 243 isomer of si-
tosterol, is better correlated with terrestrial/riverine influence (Canuel
and Zimmerman, 1999; Carreira et al., 2015b, 2016; Martins et al,,
2007, Saavedra et al.,, 2014; Volkman, 1986). Indeed, its concentration
showed a strong relationship with the distance from the coast, as well

Table 2

Mean values of sterols (ug g ') and diagnostic indices at each season and sampling site.
Sampling site Rainy season Dry season

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Coprostanol 0.267 0.263 0.173 0.000 0.000 0.410 0.307 0.170 0.000 0.000
Epicoprostanol 0.130 0.197 0.000 0.000 0.000 0.170 0.247 0.067 0.000 0.000
Colesterol 0.667 0.455 0.468 0.213 0.357 0.463 0.537 0.260 0.117 0337
Cholestanol 0.440 0.567 0.397 0.220 0.107 0377 0.693 0377 0.267 0.090
Stigmasterol 0.553 0.288 0.142 0.168 0.260 0.297 0.387 0.260 0.217 0.260
[3-Sitosterol 0.460 0.240 0.162 0.152 0.155 0.263 0.350 0.213 0.167 0.143
Cholestanone <LDm <LDm <LDm <LDm <LDm <LDm <LDm <LDm <LDm <LDm
Fecal sterols 0397 0.460 0.173 <LDm <LDm 0.580 0.553 0.237 <LDm <LDm
Total sterols 2.520 2.007 1.340 0.757 0.877 1.957 2517 1.340 0.763 0.840
ratio | 0377 0317 0.304 ne nc 0.521 0307 0311 ne ne
ratio Il 15.741 22.924 12,935 ne nc 29.642 21987 17.662 ne ne
ratio Il 0.660 1.245 0.847 1.031 0.299 0.813 1.292 1.449 2.286 0.267

": not calculated;; """™: value detected, but smaller than the detection limit of the method; ""™ = 0.03 pg g~ ".
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Fig. 3. Mean (SE) values of metals concentrations at each reef site and season.

as other markers of terrestrial/riverine input analyzed in the present
study. In turn, stigmasterol can also be produced by marine macroalgae
and seagrasses (Derrien et al., 2017). This fact would explain the slight
increase in its levels at the sampling site 5. It is important to consider
that sampling site 5 may also receive some influence of other rivers,
which are located north of the Buranhém River.

4.2. Water quality parameters

Peak concentrations of metals, were considerably related to the dis-
tance from the coast. This is an expected result, considering that rivers
are one of the main drivers of metal contamination to coastal areas
(Lopes-Rocha et al., 2017; Martins et al., 2012; Rocha et al., 2017; van
Dam et al., 2011). Also, it corroborates with findings reported by other
studies on gradients of river discharge distance (Lopes-Rocha et al.,
2017; Monroy et al., 2014).

Regarding water quality guidelines, Cu and Cd concentrations in sea-
water collected at the sampling site 1 during winter were higher than
the water quality criteria established by the current Brazilian
(CONAMA, 2005) and USA (USEPA) environmental guidelines. This re-
inforces the hypothesis that the influence of the Buranhém River re-
duces water quality in coastal reefs of Porto Seguro in northeastern
Brazil. Pb concentrations in seawater collected at all sampling sites
and seasons were above the current water quality criteria established
by the current Brazilian (CONAMA, 2005) and USA (USEPA) environ-
mental guidelines. Considering the Great Barrier Reef Heritage Water
Quality Guidelines, based on Australian Water Quality Guidelines for
Fresh and Marine Waters (2010), all sampled reefs would be considered
contaminated with at least one of the analyzed metals, in all seasons.

Metals can be toxic to key reef species, causing direct effects at cellu-
lar, organism, population, and community levels (Browne et al., 2015;

Marangoni et al., 2017; Negri and Hoogenboom, 2011; Prazeres et al.,
2011; Restrepo et al., 2016). Regarding symbiont-bearing foraminifera
responses, Prazeres et al. (2012a, 2012b) reported enhanced bleaching
frequency and biochemical responses indicative of oxidative stress in
Amphistegina spp. from contaminated reefs showing Cu concentrations
similar to the observed in the present study (10.3 ug L~'). Prazeres
etal.(2011) reported oxidative stress and bleaching in A. lessonii acutely
exposed to Zn concentrations similar to the maximum concentration
observed for this metal in the present study (41.1 ug L™"). Cu concentra-
tions lower than the water quality criteria established by the current
Brazilian environmental guidelines (CONAMA, 2005) were shown to
cause detrimental physiological effects in A. gibbosa only when com-
bined to ocean acidification (Marques et al., 2017). It is therefore imper-
ative to consider that the pressure imposed by multiple stressors can
cause harmful effects in organisms exposed even to low metal concen-
trations. Considering that reefs located near the Buranhém River
mouth are exposed to frequent and wide changes in environmental pa-
rameters, river water containing multiple contaminants, sediment and
nutrient enrichment, they can be considered as being more vulnerable
to metals exposure, even at concentrations lower than the current
water quality criteria guidelines.

4.3. Ecological indicators

Population density of A. gibbosa was significantly reduced in sum-
mer. Several authors reported reduced symbiont-bearing species den-
sity during increased temperature periods, especially when associated
with high UV radiance (Barbosa et al., 2016; Fujita et al., 2016; Kelmo
and Hallock, 2013). Periods of elevated temperature and low rainfall,
as the summer period in the present study, are expected to impose a se-
vere thermal and photic stress to photosymbionts. Additionally,
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and (c) chlorophyll & content at each reef site and season.

Amphistegina populations from shallow reefs can be dramatically reduced
during heat waves once they are exposed to an even higher degree of pho-
tic stress (Baker et al., 2009). Sampling sites inside the PNMRF (reefs 4 and
5) are shallower than reefs 1-3, explaining the expressively lower numbers
of A. gibbosa found in the offshore reefs during summer.

The ecological parameters analyzed were significantly correlated to
the distance from the river. RDA showed some relationship between
Amphistegina densities and sewage descriptors, similarly to Emrich

-0.5

RDA2 (21.6%)

-1.5

T T T T
-2 -1 0 1 2

RDA1 (36.6%)

Fig. 5. RDA triplot for the relationship among selected geochemical/water quality
indicators (black arrows) and ecological indicators (red arrows). Arrows indicate the
parameter increase direction, and angles reflect their correlations. dC: &'*C; dN: 6'°N;
fecal: the sum of fecal sterols concentrations; b.sito: [>-sitosterol concentration. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)

etal. (2017) findings. The physiological mechanisms involved in the re-
sponses to sewage presence are poorly understood, so it is challenging
to discuss the potential association between populational responses
and sewage. However, they are likely related to nutrification and food
availability affecting symbiosis.

A strong correlation between foraminiferal bleaching frequency and
density was expected (Prazeres et al., 2012b), but this was not observed
in the present study. Prazeres et al. (2016, 2017b) discussed how popu-
lations collected from different sites deal with temperature and nutrient
stress differently, suggesting some kind of phenotypic plasticity among
populations from different reefs. This may explain why higher bleaching
frequencies were not strictly followed by reduced foraminifera popula-
tion density. In this case, foraminifera populations from reef site 1 could
be more adapted/acclimated to environmental changes.

The marked effect of dissolved Cu exposure on bleaching observed in
the present study was also reported by Prazeres et al. (2012a,2012b) in
foraminifera from Fernando de Noronha reefs (Pernambuco state,
northeastern Brazil). Cu can also cause oxidative stress in corals
(Fonseca et al., 2017; Marangoni et al., 2017), which is one of the
main causes of bleaching in these organisms (Downs et al., 2002).

Chlorophyll ce content was higher in foraminifera from reef 4, which
is located inside the PNMRF and shows the lowest level of anthropo-
genic influence. Chlorophyll level was strongly correlated with popula-
tion density, but did not respond clearly to visual bleaching. The higher
levels of chlorophyll e observed in foraminifera from reef 4, which had
the lowest bleaching frequency, indicated a healthy population. In the
present study, metal, sewage contamination and detrimental ecological
effects were related to the distance from the river mouth. These effects
were enhanced in the rainy season, suggesting land-based source pollu-
tion (Fabricius, 2005; Fabricius et al., 2013; Rocker et al., 2017). There-
fore, adequate management of watersheds and land use is crucial for
coral reef conservation (Brodie et al., 2017; Takesue and Storlazzi,
2017), especially when combined with coral reef monitoring. Our re-
sults show that an integrated and multi-marker approach can provide
consistent diagnostics indicating anthropogenic influence in coral
reefs. Also, they highlight that monitoring of symbiont-bearing forami-
niferal populations is effective to detect environmental health degrada-
tion in this ecosystem.

5. Conclusions

Coral reef patches located near the Buranhém River mouth pre-
sented declined environmental health, evidenced by reduced water
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and sediment quality, as well as detrimental ecological effects in popu-
lations of the larger benthic foraminifera A. gibbosa. Reef sites located in-
side the PNMRF area can be considered as being nearly pristine,
according to the water quality data (low concentrations of metals)
and geochemical indicators responses. Populations of A. gibbosa in this
area were healthier (lowest bleaching frequency) than those collected
at the other reefs. On the other hand, sites located closer to the coast
showed considerable concentrations of Cu, Pb, and sewage contamina-
tion, higher terrigenous influence, and foraminifera with the highest
bleaching frequency. In summary, findings reported in the present
study indicate that coastal Brazilian reefs are subjected to multiple an-
thropogenic stressors. Additionally, they point out that the water qual-
ity, geochemical and ecological indicators employed in the present
study were effective as biomonitoring tools that can be used in reef
areas worldwide.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.scitotenv.2018.09.154.
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