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RESUMO

Sao conhecidas duas espécies de sacocirrideos na costa brasileira, as
quais apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas, uma com faringe
muscular, Pharyngocirrus gabriellae, e outra sem, Saccocirrus pussicus. Devido
a essa diferenca, esperamos que as duas espécies possuam preferéncias
alimentares distintas. Nesse trabalho extraimos e analisamos os perfis de 4cidos
graxos de individuos das duas espécies coletados em diferentes locais da costa
brasileira, € os comparamos com os perfis de acidos graxos de outras espécies,
de forma a elucidar as preferéncias em suas respectivas dietas. As comparagdes
foram realizadas com analise de correspondéncia, onde cada espécie de cada
localidade foi tratado como objeto e a frequéncia relativa dos acidos graxos com
descritores. Nao foram detectados padrdes distintos entre as dietas das duas
espécies. A producdo primaria local foi a variadvel com maior correlacdo com os
perfis de acidos graxos. Os 4acidos palmitico (C16), estearico (C18) e margarico
(C17), foram os mais frequentes nas duas espécies. Estes dacidos e suas
proporcdes podem ser indicadores das diferencas nas preferéncias alimentares
dos dois grupos de sacocirrideos.

Palavras-chave: Sacocirrideos, Perfil de Acidos Graxos, Preferéncias
Alimentares



ABSTRACT

Two species of saccocirrids are known from the Brazilian coast, both
which are morphologically different, Pharyngocirrus gabriellae having a
muscular pharynx, while Saccocirrus pussicus doesn’t have one. Because of
this difference, it is believed that both species possess different feeding
preferences. In this study we extracted and analyzed the fatty acid profiles from
individuals from the two species collected in different coastal locations, and
compared them to fatty acid profiles of other species to elucidate the
preferences in their respective diets. The comparisons were done by means of
correspondence analysis, where each species in each locality was treated as an
object and the relative frequency of the acids as descriptors. As a result, we
verify larger frequency and quantity in the palmitic (C16), stearic (C18) and
margaric (C17) acids, respectively. These acids and their proportions might be
proxys of the differences in the feeding preferences from both groups of
saccocirrids, since it is possible to make conjectures based on the known
sources of the lipids in question.

Keywords: Saccocirrids, Fatty Acid Profiles, Feeding Preferences
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1 INTRODUCAO

Sao reconhecidos sete déficits globais do conhecimento de biodiversidade: identidade
de espécie, distribuicdo especifica, abundancia especifica, tracos bioldgicos, historia
evolucionaria, interagdes biologicas e requerimentos ambientais (Hortal et al. 2015). Uma vez
que sacocirrideos s3o considerados espécies intersticiais e meiofaunais, avancar no
conhecimento desses déficits em animais pequenos de sedimentos marinhos pode ser
desafiador, e exige técnicas de analises microscopicas e moleculares (Fonseca et al. 2017).
Nesse trabalho, usaremos a familia Saccocirridae, que possui estruturas associadas a
alimentagdo distintas entre seus géneros e espécies, como um modelo bioldgico-evolutivo para
abordar o déficit ‘Raunkiaeran’, definido como a falta de conhecimento sobre tragos
ecologicamente relevantes sobre as espécies (Hortal et al. 2015). Esta lacuna de conhecimento
trata ndo somente das variacdes intra (Kingsolver et al., 2001) e interespecificas (Roy & Foote,
1997), como também a fungdo ecoldgica resultante da presenga de um trago funcional e de
como estas funcdes sdo afetadas por interacdes com outros tragos, € como essas interacdes
funcionam em conjunto para executar fungdes ecossistémicas especificas (Diaz et al. 2013,
Hortal et al. 2015). Especialmente nos espacos intersticiais dos sedimentos marinhos, entender
as funcdes ecologicas das suas diversas espécies exige o uso integrado de metodologias
morfoldgicas e moleculares que permitam acessar a biodiversidade da meiofauna ao mesmo
tempo que descrevam as regras bioldgicas gerais associadas as suas historia de vida (Zeppilli

et al. ,2015; Schratzberger and Ingels, 2017).

A familia Saccocirridae Czerniavsky 1881, usada nesse trabalho como modelo
bioldgico-evolutivo dos ambientes intersticiais, pertence ao filo Annelida, e consiste em 22
espécies pertencentes aos géneros Saccocirrus Bobretzky 1872 e Pharyngocirrus Di
Domenico, Martinez, Lana e Worsaae 2014 (Di Domenico et al., 2014b). Duas espécies de
sacocirrideos sdo conhecidas na costa brasileira, Pharyngocirrus gabriellae (Du Bois
Reymond Marcus, 1946, Di Domenico et al. 2014b, c), originalmente descrito como
Saccocirrus gabriellae, e recentemente reclassificado em um novo género (Pharyngocirrus)
(Di Domenico et al. 2014b), e Saccocirrus pussicus (Du Bois-Reymond Marcus, 1948, Di
Domenico et al., 2014a, b, c). Ambas as espécies ja foram registradas no Brasil no Parana,
Santa Catarina, Sao Paulo e Rio de Janeiro (Di Domenico et al. 2014c; Omena et al. 2012). A
familia também foi registrada nas praias do Uruguai (Rodriguez et al. 2013). Sacocirrideos sao

intersticiais e normalmente habitam areias grossas. Pharyngocirrus spp. sao encontrados em



regides entremarés ou submareais em areas embainhadas, enquanto Saccocirrus spp. sao

encontrados no entremarés de praias oceanicas expostas (Di Domenico et al., 2014).

Os palpos apresentam maior funcionabilidade na alimentagdo em Saccocirrus,
especificamente em S. pussicus encontrados em praias expostas (Di Domenico et al., 2014a),
enquanto que Pharyngocirrus parecem usar sua ciliagdo ventral para sugar o alimento (Di
Domenico et al., 2014b). As espécies do género Pharyngocirrus com ciliagdo ventral sdo,
geralmente, herbivoras. A faringe musculosa e dotada de um diverticulo, parece possuir
funcdes mecanicas de esmagamento e selecdo. No entanto, grandes particulas de diatoméceas
podem ser notadas no estobmago dos espécimes, de forma que o papel exato da faringe no
processo digestivo permanece incerto (Gray, 1969, Brown, 1981). Além de material
fragmentado, incluindo bactérias, algas e diatoméceas, ja foram encontrados tratos estomacais
de P. alanhongi contendo copépodes e foraminiferos (Bailey-Brock et al. 2003), indicando que

as espécies com faringe e ciliacdo ventral ndo sdo estritamente herbivoras.

Saccocirrus foram descritos como sendo muito ativos e carnivoros, se alimentando de
espécimes menores da metazoarios na areia (Rao & Ganapati, 1968). Tratos digestorios de S.
oahuensis ja foram descritos contendo foraminiferos, dos quais um exemplar medido era maior
do que a metade do diametro do proprio saccocirrideo, sugerindo que a capacidade de abertura

da boca deve ser grande (Bailey-Brock et al., 2003).

Estudar individualmente a fun¢do ecoldgica de cada espécie de anelideo € pouco
eficiente. Jumars & Fauchald (1977, 1979, 2005) usaram a morfologia e a identidade
taxonOmica (familias ou subgrupos dentro de familias) de anelideos para agrupar guildas
funcionais (grupos de espécies que utilizam os mesmos recursos de modos similares). Estas
guildas se basearam nos modos de alimentacdo (comedores de depoésitos subsuperficiais,
carnivoros, filtradores, herbivoros ou comedores de depdsitos superficiais), motilidade
(moveis, discretamente moveis ou sésseis), ¢ estruturas alimentares (mandibula, sucgdo,
tentaculos ou outros). Esta classificagdo tem sido amplamente usada, principalmente como uma
tabela de referéncia de fun¢des troficas de acordo com a identidade taxondmica. No caso da
familia Sacocirridae, varios autores definem dois grupos distintos de sacocirrideos: membros
do grupo representado por Saccocirrus pussicus (Figura 1) que possuem gonadas pareadas e a
auséncia de um orgdo faringeal muscular e de cilios ventrais, enquanto os representados por
Pharyngocirrus gabriellae (Figura 2) apresentam uma goénada ndo pareada, 6rgdo faringeal

muscular e cilios ventrais (Brown 1981, Bailey-Brock et al. 2003, Di Domenico et al. 2014c¢).



FIGURA 1: REGISTRO MICROSCOPICO DE EXEMPLAR MACHO DE SACCOCIRRUS PUSSICUS,
VISTA DORSAL DO ESPECIME INTEIRO E DA EXTREMIDADE ANTERIOR

FONTE: Adaptado de Di Domenico et al (2014)

FIGURA 2: REGISTRO MICROSCOPICO DE EXEMPLAR JUVENIL DE PHARYNGOCIRRUS
GABRIELLAE, VISTA DORSAL

FONTE: Adaptado de Di Domenico et al (2014)

Embora bem definidos no esquema de guildas no que diz respeito a motilidade e
estruturas alimentares, os modos alimentares dos dois grupos ainda sdo suposi¢oes
fundamentadas nas caracteristicas morfologicas, sem dados especificos das suas dietas. Nesse

trabalho, utilizamos a andlise do contetido lipidico das duas espécies para encontrar uma
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defini¢do mais clara no que diz respeito a preferéncia de alimento. A literatura afirma que
ambos os morfotipos sdo pequenos e dependem de material 14bil. Ambos sdo capazes de
alimentacao superficial com os palpos ou diretamente com a boca, e de agarrar particulas de
material suspenso com os palpos. Sugere-se que Pharyngocirrus spp. sao mais herbivoras
enquanto Saccocirrus spp. sdo mais carnivoras, mas provavelmente hé sobreposi¢ao nas dietas
(Jumars et al, 2005). S. pussicus sdo mais restritos a praia reflectivas, embora a preferéncia por
zonas hidrodinamicas (swash ou zona de surf) tenha apresentado dependéncia temporal,
mostrando correlagdes com outros fatores, como ondas, inclinacao, porcentagem carbonatica
(Di Domenico et al., 2014).

A analise de acidos graxos ¢ uma entre diversas metodologias que permitem entender
o papel dos animais na cadeia tréfica (De Troch et al., 2012; Guilini et al., 2013; Iken et al.,
2001). Em contraste com analises de contetido estomacal, cujos resultados refletem atividade
alimentar recente (segundos — horas), a investiga¢do dos acidos graxos nos permite acessar as
fontes alimentares em um ambito temporal mais extenso (semanas — meses), uma vez que se
mesuram o0s nutrientes assimilados no tecido animal. Esta informagdo de longo prazo ¢
essencial para entender os niveis tréficos em teias alimentares marinhas (Dalsgaard et al.,
2003). O conceito de acidos graxos como marcadores troficos ¢ baseado no fato de que cada
grupo de organismos (ex.: bactérias, diatomaceas, dinflagelados, zooplankton) apresentam
conjuntos especificos de acidos graxos que podem ser transferidos conservativamente, e
portanto, podem ser reconhecidos nos tecidos de seus predadores seguindo a teia trofica. (Bergé
e Barnathan, 2005; Dalsgaart et al., 2003). Aplicagdes desses tipos de biomarcadores assumem
que produtores primdrios possuem ‘assinaturas’ relativamente consistentes, que podem ser
tracadas niveis troficos acima, uma vez que quando incorporadas pelos consumidores, estas

assinaturas nao variam, ou variam de formas previsiveis (Fry, 2007).

Os dois morfotipos sobrevivem de material suspenso € em decomposi¢cao. Ambos sao
onivoros, no entanto Pharyngocirrus spp. apresentam tendéncia a herbivoria enquanto

Saccocirrus spp. apresentam tendéncia a carnivoria (Gray, 1969, Brown, 1981).

Os acidos 20:4u6 (ARA), 20:5u3 (EPA) e 22:6u3 (DHA) sao conhecidos como acidos
graxos essenciais (EFAs) (Arts et al., 2001). Os 4cidos com cadeias de carbono de numero
impar e ramificagdes iso- e anteiso- sao associados a bactérias (BAFAs) e detritos (Harvey,
1994; Budge and Parrish, 1998), enquanto 18:2u6 e 18:3u3 sdo indicadores de plantas terrestres
(Dalsgaard et al., 2003). Os acidos graxos 16:1u7 e a predominancia de EPA sdo marcadores

comuns de diatomaceas, enquanto o DHA ¢ predominante em dinoflagelados (Parrish et al.,



11

2000; Dalsgaard et al., 2003). A concentracdo de DHA depende das espécies de fitoplancton
presentes, e portanto, ndo pode ser utilizada singularmente como um marcador de
dinoflagelados, e portanto ¢ utilizado em conjunto com a razao DHA/EPA, que reflete a
predominancia de dinoflagelados versus diatoméceas (Budge and Parrish, 1998; Reuss and
Poulsen, 2002).

Propomos o uso dos 4cidos graxos como marcadores qualitativos para tracar ou
confirmar a relacdo presa-predador dos géneros de Saccocirridae (Jumars et al., 2015,
Dalsgaard et al., 2003). A intencao deste estudo ¢ testar a hipotese de que ha diferenga nas
tendéncias alimentares de Pharyngocirrus gabriellae e Saccocirrus pussicus e esta pode ser
observada nos perfis de 4cido graxo dos espécimes através das diferencas nas quantidades de
acidos graxos cujas fontes sao conhecidas. Espera-se que o teor lipidico de Pharyngocirrus
apresente predominancia de acidos graxos provenientes de diatomaceas e dinoflagelados,
enquanto o perfil lipidico de Saccocirrus deve apresentar origem majoritariamente

zooplanctonica e detritica/bacterial.

2 METODOLOGIA

2.1 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletados sedimentos para posterior separacao dos espécimes em laboratério. Os
locais de coleta foram escolhidos com base em amostragens e trabalhos pretéritos que
confirmam a presenga de Saccocirridae (Di Domenico et al., 2014, Omena et al., 2012).
Distribuidos ao longo de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, foram 5 locais
para Saccoccirrus e 7 locais para Pharyngocirrus (FIGURAS 3 e 4). Sobre cada local
amostrado também foram reunidas a partir de descri¢cdes previamente existentes na literatura
informacdes sobre caracteristicas granulométricas e de energia de ondas. Para estimativas de
producdo primaria dos locais de amostragem, utilizou-se valores de concentracdo média em
profundidade minima obtidos a partir das imagens disponiveis no site Bio-ORACLE

(Tyberghein L, Verbruggen H, Pauly K, Troupin C, Mineur F, De Clerck O, 2012).



FIGURA 3: MAPA DO TERRITORIO BRASILEIRO. ESTADOS ONDE FORAM REALIZADAS AS
COLETAS DESTACADOS EM CINZA.
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FIGURA 4: LOCALIZACOES APROXIMADAS DOS PONTOS DE COLETA NAS REGIOES COSTEIRAS
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TABELA 1 - DESCRICAO AMBIENTAL DAS LOCALIDADES AMOSTRADOS INDICANDO SUA
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POSICAO GEOGRAFICA, ESPECIE COLETADA NO LOCAL, DATA DE COLETA, CARACTERIZACAO
ENERGETICA MARINHA, ESTIMATIVA DE PRODUCAO PRIMARIA E CARACTERISTICAS

GRANULOMETRICAS.
Produgdo
Caracteriza Primaria Taman Data
- (Concentra .
u - ¢do [ ho Origem da
Local Coordenadas Espécie - ¢do média 5 .

F energética om médio Sedimento Colet

marinha profundida de grdo a

de minima)

N 25°29'02.4"S Pharyngocirrus . . Marinho e Mai
Ilha de Jereré de Fora 148°34'53.7"W gabriellae Baixa 0.0053 Fino Fluvial 2017

P . 25°50'58.4"S Pharyngocirrus - P . Mai
R Praia Mansa 48°32'12.9"W gabriellae Média 0.106 Médio Marinho 2017
25°25'19.4"S Pharyngocirrus . Marinho e Maio
Ilha das Bananas 48°24'24.7"W gabriellae Baixa 0.0053 Grosso Fluvial 2017

. . 27°01'35.6"S . . - ' Out
Praia do Estaleiro 148°34'49.7"W Saccocirrus pussicus Alta 0.106 Médio Marinho 2017

S ) - 27°03'03.8"S . . - ) Out
c Praia do Estaleirinho 48°35'14.3"W Saccocirrus pussicus Alta 0.106 Médio Marinho 2017
26°36'49.4"S . . ) Out

Barra Velha 18°40'36.6"W Saccocirrus pussicus Alta 0.256 Grosso Marinho 2017

Praia de Toque Toque 23°49'09.1"S . . P . Jun
Pequeno 45°32'04.4"W Saccocirrus pussicus Alta 0.256 Médio Marinho 2018

S . 23°49'40.6"S Pharyngocirrus . P . Jun
P Praia do Cabelo Gordo 45°25'22.0"W gabriellae Média 0.256 Médio Marinho 2018
. . 23°48'47.2"S Pharyngocirrus . . . Jun

Praia Baia do Araga 45°24'31.9"W gabrielle Baixa 0.256 Fino Marinho 2018

. 22°57'19.0"S Pharyngocirrus s . Set

Praia Vermelha 43°09'53.0"W gabriellae Alta 0.256 Médio Marinho 2018

. 22°56'52.4"S Pharyngocirrus . . . Set

RJ Praia da Urca 43°09'48.4"W gabriellae Baixa 0.256 Fino Marinho 2018
. 22°59'15.6"S . . Jn . Set

Praia do Leblon 43°13'18.0"W Saccocirrus pussicus Alta 0.256 Médio Marinho 2018

O sedimento foi coletado com auxilio de baldes e pa. As amostras foram recolhidas

todas ao longo da zona entre-marés. As por¢des de sedimento com volumes de % do tamanho

total do balde foram acondicionadas com 4gua do mar do local para posterior triagem dos

espécimes (D1 Domenico et al., 2014a).

Apds a coleta, para extrair os sacocirrideos dos sedimentos, utilizou-se solucdo

isoténica de MgCl,, seguindo metodologia proposta por Higgins e Thiel (1988). Para a extragéo

de 4cidos graxos, o maximo possivel de individuos de cada ponto foi extraido e separado com

pincas e agulhas estéreis. Alguns pontos permitiram a coleta de perto de um milhar de

individuos, enquanto em outros foram em torno de 100. Apds a separacao os animais foram

acondicionados em eppendorfs com volumes em torno de 3 ml de 4gua e congelados. Para

preparacdo da amostra para a esterificacdo, foi utilizado um liofilizador para secar

completamente cada amostra para transporte.
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2.2 EXTRACAO E PURIFICACAO

As amostras liofilizadas foram pesadas e maceradas e colocadas em tubos de teflon
descontaminados. Foi preparada uma solucdo de extracdo 2:1 diclorometano (CH2Cly) e
metanol (CH30OH) e adicionou-se 5 mL a cada tubo. Acrescentou-se o acido eicosanoico (C19-
FAME) como padrao sub-rogado para a analise de acidos graxos. Os tubos entao passaram por
banhos de ultrassom de 15 minutos seguidos de 4 minutos de centrifugacdo a 3000 rpm,
processo este que foi repetido 4 vezes. Ao fim de cada centrifugacdo foi extraido o
sobrenadante via pipeta pasteur, deixando apenas o extrato concentrado no fundo de cada tubo.
Este extrato foi transferido a um baldo de fundo plano para recuperacdo do solvente no
rotoevaporador Buchi, de forma que 1 mL da amostra resultante foi transferido a vials

individuais de 8 mL e reduzido sobre fluxo suave de No.

Para a saponificagdo, adicionou-se 3 mL de solucdo KOH em metanol aquoso (0,1 M
— 5,63 g L -1 em MeOH:H>0 9:1) para dissolucao do extrato. Os vials entdo foram novamente
colocados sob fluxo de N> por aproximadamente 1 minuto. A seguir, os mesmos foram levados
a aquecimento em uma placa a 85 °C por 2 horas. Na sequéncia, os extratos foram resfriados
em 10 minutos de banho de gelo para parar a reacdo. A seguir, as amostras foram extraidas 3
vezes com 2 mL de hexano e agitadas em vortex por cerca de 1 minuto e depois deixadas
imoveis por 30 minutos para separar as fases em duas camadas. A fracdo neutra (camada
superior) foi entdo transferida para um vial limpo de 8 mL. A camada inferior do extrato
contendo os acidos, como sais de K+, foi armazenada no freezer até as a etapas de acidificagdo,

metilagdo e fracionamento dos acidos graxos.

Na etapa de acidificagdo, acidificou-se a fase aquosa no proprio tubo de saponificaciao
através da adi¢dao de 2mL de HCl 3M. Apds deixar esfriar, repetiu-se o processo de adi¢ao de
2 mL de hexano, agitacdo no vortex e espera para a separagao de fases, por 3 vezes. A camada
superior foi novamente pipetada a um vial de 8 mL, enquanto o extrato organico foi reduzido

a aproximadamente 1 mL em fluxo suave de N, e rearmazenado no freezer.

A seguir, na etapa de metilagdo da fracdo acida, adicionou-se 2 mL de BF-3-MeOH
(3%) a fracdo resultante e misturou-se novamente através de vortex, sendo deixado 1 minuto
sob o fluxo de N> na sequéncia. Apos, a amostra foi aquecida a 85° C por 1 hora, e a seguir

resfriada em banho de gelo. Entdo, o processo de extragdo com hexano (adicionar 2 mL, agitar
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e separar a fase orgénica 3 vezes) foi repetido, € o volume do extrato foi reduzido sob fluxo

suave de N, a aproximadamente 1 mL e armazenado no freezer.

Por fim, na ultima etapa, montou-se uma coluna de cleanup utilizando silica ativada a
120° C e sulfato de sodio dentro de uma pipeta. Na ponta da pipeta, foi colocado 12 de vidro
descontaminada seguida de 4 cm de suspensao de silica em hexano e 0.5 cm de sulfato de sédio.
A amostra foi entdo eluida na coluna com aproximadamente 3 mL de diclorometano, cada uma
para um vial de 4 mL. Reduziu-se o volume do extrato final sob fuxo suave de N; até
aproximadamente 1 mL e armazenou-se o resultante no freezer até o momento de inje¢do no

cromatografo.

2.3 CROMATOGRAFIA GASOSA

Antes da injecdo, os extratos metilados foram levados a secagem sob fluxo de nitrogénio,
reeluidos em 100 pL de n-hexano e neles adicionados 2500 ng de C24-d como Padrdo. A
identificagao dos acidos graxos foi realizada por meio da injecdo de padrdes certificados
(FAME 37 Mix da Supelco) para verificagdo do tempo de retencdo de cada composto. As
condi¢des cromatograficas e configuragdes da rampa de temperatura do forno sdo descritas no

ANEXO 1.

2.4 ANALISE DE ACIDOS GRAXOS

A quantidade e composicao dos acidos graxos para cada ponto de coleta foram
comparados através dos cromatogramas resultantes. Cada 4cido graxo foi medido
quantitativamente em nanogramas de acido graxo/grama de massa seca e também como
proporcao do numero total de 4cidos graxos identificados em cada amostra (%TFA).

Através de agrupamentos dos acidos graxos cujas fontes s3o conhecidas de acordo com
a Tabela 2, foram criados indices para simplificar a representacao das contribuigdes que podem
ser interpretadas como originarias de diatomdceas, dinoflagelados, zooplancton e bactérias e

detritos.
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TABELA 2 — RELACAO DE TIPOS ESPECIFICOS E PROPORCOES DE ACIDOS GRAXOS UTILIZADOS
COMO INDICES PARA DETERMINACAO DE ORIGENS ALIMENTARES RETIRADOS DA
LITERATURA

Acidos Graxos Fontes Referéncias
20:5(n-3)—EPA
16:1 Diatomaceas Budge and Parrish (1998), Dunstan et al. (1994), Dalsgaard
16:1(n-7)/16:0 > 1 etal. (2003)
22:6(n-3)/20:5(n-3) < 1
22:6(n-3)/20:5(n-3) > 1
160 Bud d Parrish (1998), M t al. (1999), Dal d
18:5(n-3) Dinoflagelados udge and Parrish ( e)£a|.a(r21;c())t;r) et al. ( ), Dalsgaar
18:4(n-3)
22:6 (n-3)-DHA
18:1 (n-9)
18:2 (n-6) Zooplankton Kharlamenko et al. (2001), Zhukova and Kharlamenko
20:4 (n-6)-ARA (1999)
22:6 (n-3)-DHA
> Iso- and anteiso-C15 Detritos /
and C17 Bactérias Mayzaud et al. (1989), Najdek et al. (2002)
18:1(n-7)

Cada indice foi criado a partir da somatéria dos valores dos acidos graxos respectivos
a cada grupo. As proporgdes que servem como indicadoras nao entraram diretamente nos
indices, mas foram levadas em conta para se analisar os resultados. Por fim, criaram-se dois
indices gerais através da soma de pares dos indices anteriores de acordo com as tendéncias
alimentares investigadas nesse estudo, de forma que resumiu-se em um indice a contribuicao
de diatomaceas e dinoflagelados e a outro a contribui¢dao de zooplancton, detritos e bactérias.

Estes indices também foram aplicados aos outros perfis levantados da literatura para

comparagdo e interpreta¢do de tendéncias alimentares.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para acessar a hipotese de que a alimentacdo das duas espécies ¢ diferente
independentemente da localizagdo geografica, foram comparados entre si os perfis de acidos
graxos das duas espécies de sacocirrideos coletados em cada ponto. Os perfis resultantes das
coletas também foram comparados com perfis de acidos graxos dos outros animais marinhos.

As comparagoes dos perfis foram executadas com analises de correspondéncia (CA). A CA
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prové uma representacdo grafica da correspondéncia entre as linhas e colunas de uma tabela
de contingéncia, onde as linhas foram tratadas como objetos, as espécies em cada ponto
amostral; e as colunas como como descritores, as frequéncias relativas dos acidos graxos. As
analises foram realizadas dentro do ambiente R, através do pacote FactoMineR ( SEBASTIEN,
L. JOSSE, J. HUSSON, F., 2008) de analise exploratéria multivariada de dados.

Para interpretacdo dos dados, outros fatores qualitativos levantados a partir de
descricdes prévias foram levados em conta, principalmente a granulometria de cada local
amostrado. Perfis de acidos graxos de outros grupos marinhos foram obtidos via levantamento
da literatura pré-existente através das principais plataformas de busca de artigos cientificos:
Scopus, Web of Science e Google Académico. Estes perfis foram utilizados para comparacdo
com os perfis resultantes das analises e para a identificacao de itens de dieta especificos, além
de tendéncias alimentares, como herbivoria ou carnivoria.

Para testar se as dietas podem ser explicadas pelas espécies ou pelas variaveis
ambientais uma analise de variancia multivariada permutacional foi aplicada a matriz de
frequéncia relativa dos perfis dos acidos graxos. Foram usadas como preditores as espécies,
granulometria, a caracteriza¢dao hidrodinamica energética, latitude e longitude e maximos de
clorofila-a. As analises foram executadas com a funcdo adonis no pacote vegan, ¢ os dados

foram previamente normalizados com a fun¢ao deconstand, método “normalize”.

3 RESULTADOS

Em ambas as espécies os acidos graxos encontrados em maior quantidade foram os
saturados C16 e o C18, respectivamente. Enquanto C16 compde a maior fracdo de todos os P.
gabriellae (Tabela 3) menos uma amostra da Praia Vermelha (RJ), para os S. pussicus a fracao
de C18 foi a maior em mais da metade das amostras. C17 foi encontrado em quantidades
intermedidrias similares para as duas espécies, com exce¢do dos Pharyngocirrus da Praia
Vermelha (RJ) e Araca (SP) e dos Saccocirrus de Toque Toque Pequeno (SP), casos em que o
C17 representou fragdes tao grandes quanto o C16 ¢ C18. Estas trés amostras ¢ mais a da praia
do Cabelo Gordo (SP) possuem em comum os menores valores de acidos graxos totais ¢ a
menor variedade de acidos graxos encontrados, implicando que em ambas as espécies o C16,
C17 e C18 possivelmente representem as fragcdes mais significativas de sua composi¢ao.

Nas amostras de Praia Mansa, Araca, Praia Vermelha e Toque Toque Pequeno, foram

detectados apenas acidos graxos saturados.



18

Nas amostras onde detectou-se mono-insaturados (MUFA), cuja contribui¢do total
variou entre 10% e 19%, predominou o C18:1n9¢c, embora o0 mesmo s6 tenha exibido valores
maiores nas amostras de Bananas, Estaleirinho e Barra Velha. A amostra da Urca foi a inica a
apresentar uma frac¢ao significativa de outro acido mono-insaturado, o C16:1n7. J& os poli-
insaturados (PUFAs) apresentaram contribui¢des variando entre 5% e 30%. Os EFAs (DHA,
EPA e ARA respectivamente) representaram as maiores quantidades de poli-insaturados,
embora o maior valor de todos tenha sido o C18:2n6 da amostra de Bananas, sendo portanto
relativamente anomalo.

Os acidos EPA e 16:1, associados a diatomdaceas, quando detectados, tiveram
contribuicao total variando de 1,5% a 10%. Os dois maiores valores foram encontrados em
amostras de Pharyngocirrus (Jererés e Urca), embora tenha sido encontrado mais vezes porém
em menores quantidades nas amostras de Saccoccirrus. A tUnica amostra que indicou
predominancia de diatomdceas por conta da propor¢ao de EPA e DHA foi a de Barra Velha.
Dentre os acidos graxos especificamente indicadores de dinoflagelados, apenas o 16:0 foi
encontrado. 18:4n3 e 18:5n3 ndo foram encontrados em quantidades detectaveis em nenhuma
amostra. Sendo o 16:0 o 4cido graxo encontrado em maior abundancia em todas as amostras, a
variagdo da suposta contribuicdo de dinoflagelados nas amostras variou entre 27% e 56%,
tendo os valores mais altos sido encontrados nas amostras de Pharyngocirrus gabriellae. A
predominancia de DHA sobre EPA na proporcdo dos dois 4cidos, que também ¢ um indicador
da presenca de dinoflagelados, pdde ser verificada nas amostras de Jererés, Bananas e Estaleiro.

Quanto ao conjunto de d&cidos ARA, DHA, 18:1n-9 e 18:2n6, que servem de indicadores
para a presenca de zooplancton, nas amostras em que foram encontrados apresentaram
proporg¢des que variaram entre 5% e 45%. Em 5 amostras nenhum destes acidos foi detectado,
sendo 4 de Pharyngocirrus (Praia Mansa, Araca, Cabelo Gordo e Vermelha) além da de Toque
Toque Pequeno.Os acidos C15 e C17, associados a bactérias e material detritico, foram
encontrados em todas as amostras, em propor¢des que variaram entre 3% e 35%, tendo os dois

grupos de amostras apresentado valores maximos e minimos.
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FIGURA 5: ACIDOS GRAXOS TOTAIS EM NANOGRAMAS DE ACIDO GRAXO / GRAMA DE MASSA
DE CADA AMOSTRA.

Diagrama de Dispersdo Acidos Graxos Totais x Massa
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Pontos cinzas representam a massa total dos espécimes coletados em cada local.

Uma possivel relacdo entre o total de massa analisada e a quantia de 4cidos graxos totais
identificados foi testada mediante o uso de um diagrama de dispersdo entre as duas variaveis
(Figura 5). O diagrama indicou uma correlacdo positiva fraca, indicada pela linha de tendéncia
ascendente e pelo espalhamento dos pontos. Algumas amostras retornaram valores elevados
com menor massa, como por exemplo Bananas e Jererés (PR), enquanto outras que dispunham
de maior peso amostral resultaram em quantias relativamente pequenas de 4cidos graxos totais
encontrados, como Estaleiro (SC), Toque Toque Pequeno, Cabelo Gordo e Araga (SP).
Algumas exibiram resultados aparentemente mais proporcionais a quantia de massa original,

como Leblon e Vermelha (RJ), Estaleirinho e Barra Velha (SC).
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FIGURA 6: ANALISE DE CORRESPONDENCIA ENTRE OS PERFIS DOS ESPECIMES COLETADOS DE
ACORDO COM INDICES A PARTIR DAS CONCENTRACOES
CA - Biplot
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O chi quadrado de independéncia entre as duas variaveis ¢ igual a 220989.9 (p-value = 0). Triangulos vermelhos
representam os indices de acidos graxos , enquanto as esferas azuis representam as amostras através da espéceie d
e sacocirrideo acompanhada por seu local de amostragem.

A CA (FIGURA 6) evidencia quais perfis lipidicos apresentam valores similares nos
indices de acidos graxos. O valor chi-quadrado de 220989.9 e o p-valor de 0 indicam uma
associagdo de alta significancia entre as variaveis de indices e perfis lipidicos O resultado da
analise mostra que a tabela de contingéncia foi representada com sucesso no espaco bi-
dimensional. As dimensoes 1 e 2 explicam 89,7% da variagao total contida nos dados. A maior
variagdo na dimensao 1 estd contida na dissimilaridade entre dinoflagelados e diatomaceas. Ja
a maior varia¢do da dimensao 2 ¢ caracterizada pela distancia entre o indice de zooplancton e
os indices de detritos/bacterial e diatoméceas. As amostras apresentaram tendéncia a serem
similares de acordo com a proximidade entre os locais de amostragem, o que pode ser visto na
proximidade entre os perfis de Estaleiro, Estaleirinho e Barra Velha; a proximidade entre
Toque Toque Pequeno e Araga; e a proximidade entre Vermelha e Urca. As excegdes ficam
por conta das trés amostras de Pharyngocirrus coletadas no Parana (Jererés, Bananas e Praia
Mansa), que ficaram todas distantes entre si, além de outras desgarradas, como Leblon e Cabelo

Gordo.



PCoA 2

23

FIGURA 7: PCOA ENTRE TODOS OS PERFIS DE ACIDOS GRAXOS RELACIONADOS (%TAF)
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A PCOA entre todos os perfis de acidos graxos encontrados e selecionados para este
trabalho em funcao das variacdes nas contribuigdes totais representadas por seus respectivos
indices (Figura 7) mostra que héa sobreposi¢des entre os contetidos lipidicos de alguns grupos.
Os dois grupos de sacocirrideos apresentam sobreposi¢ao entre si € com o copépode e o grupo
de algas, um indicativo de similaridade entre os conjuntos. Os perfis de peixes e krill se
mostraram distintos e ficaram segregados dos outros, apresentando um pouco de sobreposi¢do
entre si. Notam-se também correlagdes negativas entre o grupo de Pharyngocirrus e a variagao
no indice de zooplancton e entre o grupo de Saccocirrus e a variagdo no indice de diatomaceas,

evidenciado por seus posicionamentos em quadrantes opostos.
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TABELA 5 - RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA MULTIVARIADA PERMUTACIONAL COM
DISTANCIA EUCLIDIANA SOBRE A VARIACAO NAS CONCENTRACOES DE ACIDOS GRAXOS DAS
DUAS ESPECIES COM RELACAO AS VARIAVEIS

Variavel Df R2 Pr(>F)
Espécie 1 0.06005 0.2292
Energia 2 0.19301 0.0657 .
Producdo 2 0.3255 0.0214 *
TMG 2 0.18145 0.0689
Latitude 1 0.05911 0.2447
Longitude 1 0.10478 0.0775
Residual 2 0.0761
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*” 0.05 ‘.” 0.1 “ 1

A andlise de varidncia multivariada permutacional (Tabela 5) ndo indicou nenhuma
varidvel ambiental com correlagdo de grande significancia com a matriz de perfis lipidicos. A
producdo primaria apresentou a correlagdo mais elevada, ainda que pouco significativa. A
caracterizacao da energia hidrodinamica, o tamanho médio de grio e a longitude também se

mostraram marginalmente significativos.

4 DISCUSSAO

O 4cido palmitico (C16) ¢ o acido graxo saturado mais comum, encontrado em quantias
variaveis mas sempre significativas em animais, plantas e microorganismos (Gunstone et al,
2007). Acido estedrico (C18), o segundo mais comum, por sua vez, ¢ mais abundante em
gorduras animais (até 30%) do que em gordura vegetal (tipicamente < 5%) (Beare-Rogers et
al, 2001). Embora o unico exemplo que apresenta uma por¢ao significativa de C18 sejam os
copépodes, os perfis de espécimes mais complexos e situados mais acima na teia trofica
apresentam teores maiores de outros acidos mono-insaturados e poli-insaturados, o que ¢
provavelmente resultado da agdao enzimatica dos mesmos.

Observando as proporcdes de C16 e C18 presentes em perfis de outros organismos
(Tabela 4), nota-se que o C16 representa as maiores fragdes dos perfis de fitoplancton e de
algas rodofitas, e também fragdes significativas nos perfis de krill, algas clorofitas e do
copépode. Destes, o tnico que apresenta uma quantia significativa de C18 sao os copépodes.
Ja nos perfis de teledsteos, o C16 ainda representa geralmente a maior fragdo, embora seus

percentuais sejam menores do que nos outros espécimes.
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Contribui¢des significativas de ARA combinadas com presencas de DHA e EPA
provavelmente refletem uma origem animal. Esta combinagdo de marcadores pode derivar de
ciliados, flagelados heterotroficos (Silina and Zhukova, 2007) e zooplancton (Frazer et al.,
1989). Altas concentragcdes de ARA também foram identificadas em amostras de zooplancton
com maiores propor¢des de grupos carnivoros e onivoros do que grupos de zooplancton
herbivoros (Serrazanetti et al., 1994). As analises de correspondéncia mostraram que embora
ndo haja uma distingdo clara entre as duas espécies, ha uma consisténcia entre os perfis da
familia Saccocirridae, com exce¢do da amostra andmala de Pharyngocirrus gabriellae da Ilha
das Bananas no Complexo Estuarino de Paranagua.

O valor alto no indice de zooplanctons resultante no perfil dos Pharyngocirrus
coletados na Ilha da Banana pode se dever aos baixos indices de produgdo primaria no setor
interno da Baia de Paranagua. Neste local os Pharyngocirrus gabriellae mostraram altos teores
do lipideo C18:2n6. Embora primariamente um indicador para zooplancton, o acido linoléico
(18:2n-6) também pode ser indicador da presenca de plantas terrestres (Budge and Parrish,
1998), gramas marinhas (Kharlamenko et al., 2001) ou alguns protozoa (Zhukova and
Kharlamenko, 1999). Isso pode ser uma possivel explicagdo para o valor de contribui¢do
andmalamente alto deste acido na amostra de Bananas, que segundo os indices utilizados neste
trabalho representaria uma origem alimentar zooplanctonica. Tal pode também ser especulado
como uma possivel evidéncia da preferéncia herbivora do Pharyngocirrus gabriellae: devido
a disponibilidade reduzida de alimento fitoplantonico, os Pharyngocirrus teriam ingerido
maiores quantidades dos alimentos citados acima para manter sua dieta preferencial.

A analise de varidncia multivariada permutacional apontou a produ¢do primaria como
o fator de maior significdncia dentre os fatores analisados para a variabilidade nos perfis de
acidos graxos das amostras coletadas, tendo ficado em segundo lugar com significancias
similares a energia hidrodinamica, o tamanho médio de grao e a longitude. A produgao
primaria, o tamanho de graos e a energia hidrodindmica dos locais eram fatores esperados de
apresentarem significancia consideravel, uma vez que as preferéncias de alimentacdo e de
habitat das duas espécies coletadas se distinguem também por estes mesmos critérios. No
entanto, a longitude apresentar significancia maior do que a latitude é um resultado inesperado,
uma vez que a distancia latitudinal entre os pontos de coleta era maior. Valores elevados de
producao primaria podem promover maiores propor¢oes de C16 nos organismos locais
(Ramirez, M. et al., 2001), o que pode ser uma das principais pistas sobre suas preferéncias

alimentares por vegetais e organismos autotroficos.
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A nocao de que ¢ possivel determinar preferéncias alimentares de espécies com o uso
da investigacao do contetido lipidico abre caminhos para elaborag@o de inimeros experimentos
capazes de preencher estas lacunas de conhecimento, especialmente na micro ¢ meiofauna,
onde por vezes o estudo detalhado dos habitos de um espécime ¢ complexo. Ainda dentro da
familia Saccocirridae as possibilidades de continuidade e aprofundamento de experimentos de
mesuracdo de acidos graxos sdo vastas. A analise das gorduras de sacocirrideos cultivados em
ambientes com condicdes controladas pode ajudar a compreender como o organismo do
espécime reage a ingestdo de nutrientes, além de permitir visualizar de maneira mais intima
como fatores externos e internos ao animal afetam sua composi¢do lipidica. A continuidade
dos estudos sobre o tema e as espécies em questdo pode levar a novas conclusdes a respeito
dos hébitos, modos e estruturas alimentares dos sacocirrideos, permitindo-nos observar nao
somente as diferengas entre uma dieta e outra, como também se tais diferengas podem ser
interpretadas como um sinal filogenético e/ou ecologico.

O resultado do estudo contribui para preencher o déficit ‘Raukiaeran’ (Hortal et al,
2015), no sentido de agregar novas informacgdes e de gerar dados que podem ser explorados
para além da analise empirica sobre as caracteristicas das dietas dos sacocirrideos, tracos
relevantes para compreender a fungdo ecoldgica destas minhocas no ambiente, e também cria
um precedente e um comparativo para a investigacdo dos mesmos aspectos em outras espécies

de animais da meiofauna marinha.
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ANEXO I - QUADRO DE PARAMETROS DE CONFIGURACAO DO
CROMATOGRAFO GASOSO

EQUIPAMENTO: Trace GC Ultra da Marca Themo Scientific - Estacao de dados:
ChromQuest 4.1
Método: FAME

PARAMETROS DO FORNO
°C/min | °C Manter (min)
Inicial 60 0
Rampa 1| 30 170 0
Rampa 2 2 215 12
20 240 15

Equilibration Time : 0,5 min.

Tempo de corrida: 54,42 minutos
PARAMETROS DO INJETOR
Volume injegdo : 1 uL

Temperatura do injetor : 240 °C

Gas de arraste: He up) (1,5 mL.min"!, fluxo constante)
Modo : Splitless

PARAMETROS DO DETECTOR: FID
Aquecedor: 280 °C

Desvio igni¢do: 0,3 pA

PARAMETROS DA COLUNA
Descri¢ao: DB-23 60m (P/N: 123-2362)
Diametro interno: 0,32 mm

Espessura do filme: 0,25 pm

Temp. Méxima: 250°C




