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RESUMO

A acidificacdo oceanica esta associada as mudancas climaticas globais decorrentes
das emissdes de didxido de carbono (COz2). As altas concentragdes de CO: alteram a
guimica dos oceanos afetando os organismos marinhos, e as previsao de acidificacao
para 0 ano de 2100 é de pH préximo a 7,9, enquanto para o anor de 2300 a
acidificacao cairia para 7,6. Os copépodes sdo organismos fundamentais para o
ambiente marinho pois representam um elo entre produtores e consumidores na
cadeia tréfica, transferindo a energia da base para o topo da cadeia. Além disso sédo
pecas importantes nos ciclos biogeoquimicos marinhos, como o ciclo do nitrogénio e
do carbono. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da acidificacdo nas fases
iniciais do ciclo de vida do copépode plancténico Acatrtia lillieborgi, uma espécie muito
abundante e frequente no Complexo Estuarino de Paranagua e em toda a zona
costeira do litoral paranaense. Em laboratério ovos e nauplios de A. lilljeborgi foram
submetidos a valores de pH previstos para os anos de 2100 e 2300, 7,9 e 7,6,
respectivamente. Foram avaliados efeitos letais de eclosdo e sobrevivéncia dos
nauplios, e subletais de tamanho e crescimento dos nauplios. Para os diferentes
tratamentos os efeitos letais de eclosdo dos ovos e sobrevivéncia dos nauplios nédo
apresentaram resultados com diferencas significativas, apesar da sobrevivéncia dos
nauplios ser menor no pH 7,9. Como resultado de efeitos subletais foi verificado que
houve diferenca significativa entre o tratamento de pH 8,1 e 7,9 (p = 0,050) para
nauplios com menos de 24 horas de eclosdo, enquanto ao final do experimento a
diferenca significativa foi verificada para os experimentos de pH 8,1 e 7,6 (p = 0,001).
Os maiores valores de comprimento (141,67 + 5,92 um) e largura (67,33 + 5,21um)
dos nauplios ao final do experimento, foram registrados no pH 8,1, enquanto o0 menor
foi observado para o tratamento com pH 7,6 com comprimento médio de 136,33 £ 4,90
pMm e largura 64,33 + 5,04 um. Portanto ficou evidenciado que apesar de tratamentos
com pH reduzidos ndo apresentarem efeitos letais em ovos e nauplios da A. lilljeborgi,
0S mesmos apresentam efeitos subletais como redug¢do do comprimento corporal de
nauplios.

Palavras-chave: Acidificacdo Oceanica, Crescimento, Sobrevivéncia.



ABSTRACT

Ocean acidification is related to global climate change, that is linked to carbon dioxide
(CO2) emissions. High concentrations of CO2 change the ocean chemistry affecting
marine organisms, Copepods are fundamental to marine environment, they represent
a link between producers and consumers in the trophic chain, acting as a conveyer of
energy from bottom to top, and are important in marine biochemical cycles. On the
coast of Parana the copepod Acartia lilljeborgi is abundant and frequent. The aim of
this study is to evaluate how early stages (eggs and nauplii) of A. lillleborgi react to
current pH and the prediction for the years 2100 and 2300, with pH 8,1, 7,9, 7,6,
respectively. Lethal and sublethal effects were evaluated, such as hatching rate,
survival and size of nauplii. The lethal effects of egg hatching and nauplii survival do
not present results with significant differences, despite nauplii survival being lower at
pH 7,9. As a result of sublethal effects, it was verified that body length at the beginning
of the experiments had a significant difference between pH 8,1 and 7,9 (p = 0,050),
but at the end of the experiment the significant difference was seen between pH 8,1
and 7,6 (p =0,001). The greatest length (141,67 £ 5,92 um) and width (67,33 £ 5,21um)
at the end of experiments were found at pH 8,1, while the smallest in the treatment at
pH 7,6 with average length 136,33 + 4,90 um and width 64,33 + 5,04 um. Therefore, it
was observed that treatments with reduced pH do not have lethal effects on A. lilljeborgi
eggs and nauplii, but they do have sublethal effects such as reducing the nauplii body
length.

Key-words: Ocean acidification, Growth, Survival.
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1. INTRODUCAO

A revolugcdo industrial iniciou um desequilibrio nos estoques de carbono
terrestre, a constante emisséo de didéxido de carbono (CO2) decorrente da queima de
combustiveis fésseis ocasionou em aumento das concentracfes desse gas na
atmosfera e consequentemente nos oceanos (SIEGENTHALER e SARMIENTO,1993;
HOFMANN et al.,2019; JIANG, 2019). A alta emissao de gases de efeito estufa afeta
0s oceanos de diferentes maneiras, sendo que as mais comentadas sdo 0 aumento
da temperatura superficial do mar e a redugéo do pH marinho. Somente neste periodo
de aproximadamente 200 anos poés revolucdo industrial os oceanos ja absorveram
cerca de 30% de toda a emissdao de CO2, 0 que resultou em uma reducdo de 0,1
unidades de pH (HOFMANN et al.,2019; JIANG, 2019).

A reducéo do pH dos oceanos é conhecida como acidificacdo dos oceanos. A
maior concentracdo de CO2 na atmosfera faz com que os oceanos absorvam maiores
quantidades desse gas, gerando reacfes em que o resultado € aumento da
concentragdo de carbono inorganico dissolvido e ions de Hidrogénio (H*). Quanto
maior a quantidade de ions de Hidrogénio no mar menor sera o pH, ou seja, mais
acida estara a 4gua marinha (GATTUSO, 2011).

Essa alteracdo ambiental vem sendo estudada principalmente pelo seu efeito
em organismos calcificadores, como moluscos com concha e recifes de coral
(HOFMANN et al.,2019; TALMAGE; GOBLER, 2010), que ja apresentaram respostas
danosas como ma formacdo em conchas e branqueamento de corais. Estudos mais
recentes tém avaliado a resposta de copépodes a acidificacdo oceénica, pois apesar
de ndo possuirem esqueleto formado por carbonato de calcio, o impacto nesses
organismos pode ser relevante pois representam grande parte da biomassa
zooplanctdnica e também por serem a principal ligacao entre os produtores primarios
e os niveis troficos superiores (WANG, 2018). Aléem de serem um ponto fundamental
na cadeia tréfica os copépodes sdo também importantes na bomba biolégica de
carbono, vez que seus pellets fecais e migragcbes verticais auxiliam a transportar
carbono da superficie marinha para areas de maior profundidade, aprisionando o

carbono em camadas mais profundas (BECKER, 2022).



De acordo com Fitzer et al. (2012a) os copépodes podem realocar energia para
priorizar a reproducao e o crescimento populacional, os autores mostraram ainda que
o investimento de energia em producdo de nauplios afeta a composi¢ao e propor¢ao
de carbono e oxigénio na cuticula da fémea. Outro estudo mostrou que a acidificacédo
apesar de ndo alterar o sistema reprodutivo das fémeas de copépodes faz com que o
tamanho dos espermatéforos diminua, podendo afetar a reproducéo (FITZER et al.,
2021b)

Alguns autores como Fitzer et al. (2012a) e Wang et al. (2018) apontam que
estudos multigeracionais sdo mais precisos em relagdo ao que aconteceria no
ambiente natural, pois além dos copépodes apresentarem a aclimatacao fisiolégica ha
também a possibilidade de adaptacdo genética aumentando a resiliéncia
populacional.

Em estudo de Cripps, Lindeque e Flynn (2014b) foi abordada a necessidade de
inserir os machos também sob efeito de maiores concentracdes de CO2, pois a maioria
dos estudos eram realizados apenas com fémeas previamente copuladas em pH
natural e entédo inserida em meio com pH reduzido. Os mesmos autores notaram que
ao adicionar os machos no meio acido houve reducdo de fertilidade dos ovos,
indicando que os machos podem ser mais afetados pela acidificacdo enquanto as
fémeas sdo mais resistentes.

A taxa de mortalidade de nauplios da Acartia tsuensis quando expostos a altos
niveis de CO2 é aproximadamente 40%, porém essa mortalidade pode estar
associada com a dificuldade em mudar a alimentacdo ap0s esgotar o contetdo
vitelinico (KURIHARA; ISHIMATSO, 2008). Porém em outro estudo os autores Cripps,
Lindeque e Flynn (2014a) observaram que dentre os estégios de vida da Acartia tonsa
os nauplios foram os mais afetados, enquanto a taxa de producéo de ovos e ecloséo
podem subestimar os danos por ndo serem téo afetados.

Na presente monografia a espécie alvo é o copépode calanoida Acartia
lilljeborgii Giesbrecht (1889). Essa espécie foi escolhida por ser muito abundante no
complexo estuarino de Paranagua (SALVADOR e BERSANO, 2017) e em outras
regides costeiras do Brasil (MIYASHITA et al.,2012). Foram escolhidas duas fases do
ciclo de vida da A. lillleborgi para serem expostas a diferentes acidificagdes, sendo

selecionado ovos e nauplios recém eclodidos, essas fases foram as escolhidas por se
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tratar de um gargalo para o recrutamento e consequentemente para o aumento
populacional.

Nota-se que apesar de existirem diversos estudos sobre copépodes sendo
expostos a diferentes acidificacfes, até o momento ndo ha nenhum que tenha sido
feito com A. lillieborgi. E diversos estudos citam que a resposta a acidificacdo é
espécie especifica, ou seja, cada espécie pode apresentar uma resposta diferente a
uma mesma acidificacdo e o0 mesmo pode ocorrer para diferentes populagcbes da
mesma espéecie (WANG et al., 2018). A hipétese do presente estudo € que a taxa de
sobrevivéncia dos nauplios € proporcional a reducdo do pH e a necessidade de
realocar a energia faz com que o tamanho corporal seja reduzido em ambientes mais

acidos.

1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos da acidificacdo da agua
marinha, através do aumento da concentracdo de didéxido de carbono (COz), sobre os

ovos e nauplios do copépode planctdnico Acartia lilljeborgi.

1.1.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos sao:

I. Avaliar a taxa de eclosao dos ovos em diferentes acidifica¢des (pH 8,1, 7,9
e 7,6) de acordo com previsdes do IPCC de 2022.

ii. Avaliar a taxa de sobrevivéncia dos nauplios para diferentes acidificacoes;

iii. Avaliar a taxa de crescimento dos nauplios nos diferentes tratamentos.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O servico ecologico desempenhado por copépodes no ambiente marinho € de
vital importancia, uma vez que representam um dos principais elos sele entre os
produtores primarios e os demais niveis troficos. Através do processo de alimentacgao
sobre o fitoplancton, eles realizam o controle top-down de microalgas e sua
abundancia é responsavel pela resposta dos niveis tréficos acima através do efeito
bottom-up. Os copépodes sdo considerados excelentes bioindicadores, pois
respondem rapidamente as mudancas dos parametros fisico-quimicos nos
ecossistemas aquaticos e disturbios ambientais, como a acidificacdo por exemplo,
poderdo ser observados através do monitoramento da diversidade, abundancia e

estrutura populacional destes organismos.

O presente trabalho estd inserido dentre os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), como a ODS 14 gque deseja conservar as vidas nos oceanos, pois
ao avaliar como os copépodes serdo impactados pela acidificacdo € possivel prever
a resposta da teia trofica e até a produtividade pesqueira, uma vez que os copépodes

sdo o principal alimento para diversas larvas de peixes e crustaceos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apoés a revolucédo industrial a popularizacdo do uso de combustiveis fosseis
gerou mudancas nos estoques de carbono e com isso surgiram diversas
consequéncias conhecidas como mudancas climaticas. A liberacdo de diéxido de
carbono (CO2), conhecido como um gas do efeito estufa, na atmosfera impacta o
oceano de diferentes maneiras, como 0 aumento da temperatura superficial marinha,
acidificacao dos oceanos e aumento do nivel médio do mar (ETKINS, 1982; BINDOFF,
2007)

O aumento da concentracao de diéxido de carbono (CO2) na atmosfera gera o
aumento da dissolucéo desse gas na superficie do mar e o aumento da concentracéo
desse gas no oceano faz com que haja liberacéo de ions de hidrogénio (H*), reducdo
de ions carbonato (CO3%) e aumento de bicarbonato (HCOs ) (GATTUSO, 2011). E
justamente o aumento da concentracao de ions de hidrogénio que causam a reducao
do pH marinho, conhecido como acidificacdo marinha.

Desde a revolugédo industrial o oceano absorveu cerca de 30% do CO:2 emitido
por atividades antropogénicas, desta forma ele tem amenizado 0s impactos do
aumento da concentracdo desse gas na atmosfera, porém ja foi reportado reducédo do
pH oceéanico de média de 8,2 para 8,1 (SIEGENTHALER e SARMIENTO,1993;
HOFMANN et al., 2019; JIANG, 2019). Para o final deste século, proximo ao ano 2100,
a previsdo de reducdo do pH oceanico é de 0,16 e 0,44 no melhor e pior cenario,
respectivamente (IPCC, 2022).

Os efeitos da acidificacdo sdo mais estudados em organismos marinhos
calcificadores, como os pteropodes, moluscos planctdnicos que podem ter sua
distribuicdo reduzida pela acidificagéo nos polos que torna essas regides insaturadas
em aragonita, usada para a formacao de suas conchas (HOFMANN et al., 2019). Os
mesmos autores relatam ainda os impactos da acidificacdo em recifes de corais, pois
a acidificacdo torna o processo de calcificacdo mais lento e envolve maior gasto
energético, podendo gerar mudangas na estrutura desses ecossistemas.

O aumento das concentracdes de CO:2 na regido polar Antartica gerou em
invertebrados reducao de fertilidade e aumento de anormalidades em suas larvas
(HANCOCK et al., 2020).
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Em estudo utilizando peixes foi observada maior mortalidade de ovos e larvas
expostos a acidificacdo causada por diéxido de carbono do que acidificacdo a partir
de acido cloridrico, mostrando maior toxicidade do CO:2 (KIKKAWA, KITA,
ISHIMATSU, 2004).

Copépodes representam boa parte da biomassa do zooplancton, sendo
principalmente os consumidores primarios responsaveis por repassar a energia obtida
dos produtores para os demais niveis troficos (WANG et al., 2018). A importancia
desses organismos no ambiente se da também pelo papel que desempenham na
bomba biolégica de carbono, onde as migracdes verticais associadas a producédo de
pellets fecais auxiliam a transportar carbono fixado na superficie marinha para areas
de maior profundidade, aprisionando o carbono em camadas mais profundas, além de
serem fundamentais nos ciclos biogeoquimicos (ANDERSON; HESSEN; MAYOR,
2021; BECKER, 2022).

Estudos que relacionam a acidificacdo oceanica com copépodes apontam que a
resposta é dependente da espécie, populacdo, estagio de vida, abundéancia e
distribuicdo dos organismos (WANG et al.,2018). Alguns autores apontam que
copépodes que realizam maiores migracfes verticais e com maiores areas de
distribuicdo e ocorréncia sdo mais resistentes a mudancas climaticas, uma vez que
naturalmente ja enfrentam diferentes ambientes com varia¢des entre si (KURIHARA,
SHIMODE; SHIRAYAMA,2004a; LEWIS et al.,2013).

Isoladamente a acidificagdo pode ndo ser danoso aos copépodes, porém quando
somada ao aumento da temperatura ocorre sinergia entre as duas variaveis (GARZKE
et al., 2016). Outro estudo utilizou a Acartia tonsa em seus experimentos verificando
se a acidificagdo ou aquecimento oceanico provocariam maiores adaptacdes
genéticas, e foi apresentado que apesar do aquecimento gerar mais mudancas
genéticas a combinacdo das duas € sinérgica e promove adaptacdo Unica para esta
situacao (BRENNAN et al., 2022).

Autores defendem a capacidade de adaptacéo dos copépodes como Dam et
al. (2021), em estudo foi ressaltado que apds a terceira geracdo da Acartia tonsa
houve recuperacéo da saude dos individuos, assim como normalizagdo da producéo
e ecloséo de ovos. Em estudo multigeracional de Cripps, Lindeque e Flynn (2014a) a

fase de vida mais sensivel a acidificacédo € a fase naupliar enquanto os copepoditos
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se mostraram mais resistentes, estes autores ressaltam ainda que para o cenario de
acidificacao previsto para 2100 ha decréscimo de 35% no recrutamento de nauplios.

De acordo com Fitzer et al. (2012a) sob acidificacdo os copépodes tinham
tamanho corporal reduzido para atingir a maturidade reprodutiva, evidenciando a
adaptacdo em realocar energia desses organismos. Os mesmos autores destacaram
ainda que a composicao da cuticula das fémeas teve alteracdo em periodos de maior
producao naupliar.

O estado oxidativo diz respeito a capacidade do sistema de defesa
antioxidante, enzimatico ou ndo, em combater radicais livres de compostos oxidantes
(BARBOSA et al.,, 2010). Em copépodes o estado oxidativo das fémeas esta
interligado a viabilidade dos ovos, e sua capacidade antioxidante, ou seja, de
combater compostos oxidantes € correspondente as varidveis ambientais, como
temperatura e acidificacdo (VEHMAA et al., 2013)

Para tornar os experimentos sobre acidificacdo mais confiaveis Cripps,
Lindeque e Flynn (2014a, 2014b) mostraram que inserir machos no mesmo meio acido
que as fémeas € importante, vez que a inclusdo de machos afeta o sucesso de eclosao
e, consequentemente, o recrutamento populacional.

A acidificacdo do oceano pode afetar além da sobrevivéncia dos copépodes a
sua qualidade nutricional, em testes feitos com a Acartia tonsa notou-se que
copépodes inseridos em meios mais 4&cidos apresentavam reducdo nas
concentracdes de acidos graxos essenciais, além de atraso no desenvolvimento de 1

a 2 dias e reducdo na producédo de ovos (ROSSOLL et al.,2012).
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3. METODOLOGIA

3.1 ADULTOS DE Acatrtia lilljeborgi

Os adultos de Acartia lillileborgi foram obtidos através de arrasto de praia usando
uma rede cilindrica com malha de 200 um no balneario Pontal do Sul em Pontal do
Parana- PR, foram feitos 3 arrastos com duracéo de 3 minutos.

ApOs o arrasto, o material coletado foi levado para o Laboratério de Biologia,
Ecologia e Cultivo de Zooplancton Marinho — UFPR. Em laboratério toda amostra foi
filtrada em peneira de 200 um e observado em microscopio estereoscopio, individuos
adultos de Acartia lilljeborgi foram separados um por um e aclimatados.

Para a producgdo de ovos foram colocados 8 machos e 35 fémeas em 1 litro de
agua marinha de cada tratamento de pH com salinidade 32 psu, temperatura 24,5 +

0,3 °C e fotoperiodo 12:12 (doze horas claro e doze horas escuro).

3.2 ACIDIFICACAO DA AGUA MARINHA

A 4gua marinha com salinidade 32 psu foi filtrada em filtro de 1 ym e acidificada
com injecdo de dioxido de carbono (CO32). Foram escolhidas trés acidificacdes que
representam: i. o atual cenario global, média de 8,1 unidade de pH; ii. a previsdo mais
otimista para o ano de 2100 com reducéo de aproximadamente 0,16 resultando em
pH 7,9; iii. previsao de pior cenario com o pH chegando préximo a 7,6 (IPCC, 2022).

Para a medicdo do pH foi utilizado o pHmetro LUCA 210 da Tecnopon com
precisao de 0,001. A temperatura durante as medi¢6es foi 27,4 £ 0,6 °C. E a salinidade
foi medida com refratbmetro manual BIOBRIX modelo 211. Todos 0s equipamentos

foram devidamente calibrados antes do uso.

3.3 ECLOSAO DE OVOS

Para os diferentes tratamentos foram feitas tréplicas em placas de po¢co com

24 pocgos de 3 ml (Figura 1), sendo que havia um ovo por pogo resultando em 72 ovos
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por tratamento. A eclosdo dos ovos foi verificada a cada 24 horas por um periodo
maximo de 72 horas. Ovos que nao eclodiram nessas 72 horas foram considerados
inviaveis. As placas foram mantidas em incubadora com temperatura de 24,5 + 0,3 °C
e fotoperiodo de 12:12, doze horas com luz e doze escuro. Foram realizadas trocas

de agua a cada 24h para garantir a estabilidade do pH.

FIGURA 1 — Desenho amostral da eclosao dos ovos.
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FONTE: A autora (2023).

3.4 SOBREVIVENCIA DE NAUPLIOS

Para avaliar a sobrevivéncia dos nauplios foram utilizados frascos de demanda
bioquimica de oxigénio, em cada tratamento havia trés frascos com nduplios e um
frasco somente com agua marinha para avaliar a flutuacdo natural do pH em 24h. Em
cada réplica foram inseridos 30 nauplios (com menos de 24h de ecloséo) (Figura 2)
em 250 ml da &gua j& acidificada, as réplicas foram mantidas em incubadora com
temperatura de 24,5 + 0,3 °C e fotoperiodo de 12:12, doze horas claro e doze escuro.
A taxa de sobrevivéncia foi avaliada por 48 horas e checada a cada 24 horas, sendo
gue os nauplios mortos foram retirados e entdo realizada a troca de agua com o
mesmo pH. A medicao de pH foi feita antes de fechar os frascos e logo ap0s a abertura
de 24h. Apoés as 48h os nauplios ainda vivos foram fixados em formol 4%.
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FIGURA 2- Desenho amostral da sobrevivéncia dos nauplios.

pH 7.6 pH 7.9 pH 8.1

FONTE: A autora (2023).

3.5 CRESCIMENTO DOS NAUPLIOS

Nauplios com menos de 24 horas (to) no primeiro dia de experimento foram
fixados em formol 4% como o tamanho inicial para cada tratamento. Foram retiradas
medidas de comprimento, da parte anterior do corpo logo a frente o olho naupliar entre
as primeiras antenas até a parte posterior onde serdo as ramificacdes caudais, e de
largura, distancia entre as bases das antenas secundarias (Figura 1), de nauplios to e
dos nauplios que ainda estavam vivos ao final das 48h de experimento (t1). Para cada
réplica foram medidos 10 nauplios, totalizando 30 nauplios medidos por tratamento,
as medidas foram feitas com o microscopio Olympus CX31 no aumento de 10 vezes.
Para determinar a taxa de crescimento (C) de cada tratamento foi utilizada a equacéo
1, onde a diferenca do tamanho médio final () e inicial (To) foi multiplicada por 100 e

dividida pelo tamanho médio inicial (To) de cada tratamento.
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FIGURA 3 - Medi¢do de comprimento (A) e largura (B) nos nauplios.

FONTE: A autora (2023).

EQUACAO 1 - Taxa de crescimento dos nauplios.

(T, — Ty) X 100
Ty

C =

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software livre RStudio, foi
realizada Andlise de Variancia (ANOVA) utilizando os dados de eclosdo dos ovos,
sobrevivéncia de nauplios, comprimento e largura de nauplios e a taxa de crescimento.
Também foi feito o teste de comparacédo pareada de médias de Tukey para verificar o

resultado significativo (p<0,05) entre os tratamentos.



4. RESULTADOS

4.1 VARIACAO DO PH
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A variacao do pH foi medida a cada 24 horas e ndo houve grande variacdo nos

experimentos de ecloséo (Tabela 1). O pH nos testes de sobrevivéncia dos nduplios

também ndo apresentou grande variacao (Tabela 2), os valores de tempo com

sao

os de medicdes iniciais ou apods troca de agua, e os valores de pH que possuem “*”

sao os controles, com apenas agua marinha e sem nauplios. Em todos os momentos

de medicao inicial a variacao estava dentro do esperado, com variagéo igual ou menor

qgue 0,05.

TABELA 2 - Variag¢8@o do pH durante teste de sobrevivéncia dos nauplios.

TABELA 1 - Variag&o do pH durante eclosdo dos ovos.

Horas
pH
0 24 48
8.1 8,117 8,128 8,078
7.9 7,936 7,898 7,984
7.6 7,605 7,634 7,586

FONTE: A autora (2023).

pH Tempo
0* 24 24* 48

8.1 8,091 8,060 8,074 8,058
8,114 8,002 8,074 8,051
8,104 8,070 8,090 8,050
8,088* 8,056" 8,076* 8,036*




7.9 7,907 7,895 7,889 7,862
7,898 7,875 7,894 7,826
7,897 7,866 7,900 7,802
7,893* 7,859* 7,857* 7,815*
7.6 7,599 7,547 7,629 7,595
7,644 7,642 7,599 7,571
7,619 7,608 7,653 7,595
7,677 7,636* 7,617+ 7,590%

4.2 ECLOSAO DE OVOS

FONTE: A autora (2023).
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O Unico tratamento que teve todos os 72 ovos eclodidos em 24h foi o com pH 8,1.

Para os outros dois tratamentos houveram 2 ovos dentre 0os 72 que nao eclodiu nem

apos as 72h de experimento, desta forma para o pH 7,9 e 7,6 houveram 23,33 + 0,58

ovos eclodidos. Ao realizar a analise de variancia de eclosdo entre as trés

acidificacdes nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. Desta forma o
percentual de ecloséo de cada tratamento foi 100%, 97,22% e 97,22% no pH 8,1, 7,9

e 7,6, respectivamente (Figura 4).
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FIGURA 4 — Percentual médio de ecloséo dos ovos. Sendo o tratamento 8,1 representado pela

cor verde, 7,9 com cor laranja e 7,6 com a cor vermelha.
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FONTE: A autora (2023).

4.3 SOBREVIVENCIA DOS NAUPLIOS

Para as primeiras 24 horas a maior média de sobrevivéncia foi no tratamento
de pH 8,1 com média de 28,33 £ 1,15 nauplios vivos, em seguida esta o tratamento
com pH 7,6 com 27,00 = 1,41 nauplios e o com menor sobrevivéncia no primeiro dia
foi o tratamento de pH 7,9 com 26,67 + 1,52 nuplios vivos (Figura 5).

Com 48 horas o tratamento 7,9 continuou sendo o com menor ndmero de
nauplios ainda vivos com média de 18,00 + 3,60 nauplios, cerca de 54 nauplios dos
90 iniciais 0 que confere 60% de sobrevivéncia, o pH 7,6 teve média de 21,67 + 1,52
nauplios vivos (72,22% de sobrevivéncia) e o pH 8,1 foi 0 com maior quantidade de
nauplios ainda vivos ao final do experimento com 22,67 + 2,08 (75% de sobrevivéncia).

Apesar de no primeiro dia a sobrevivéncia entre os tratamentos 7,9 e 7,6 terem
sido proximas, no segundo dia aumentou a diferenca de sobrevivéncia entre esses
dois tratamentos, sendo que o pH 7,6 se aproximou das taxas de sobrevivéncia dos
nauplios do tratamento com maior pH (8,1) (Figura 6). Embora exista diferenca entre

as médias e ser possivel notar uma tendéncia de maior sobrevivéncia dos nauplios no
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pH 8,1 e menor no pH 7,9, com a andlise de variancia nao foi possivel observar

diferenca significativa entre os tratamentos.

FIGURA 5 - Sobrevivéncia dos nauplios em cada tratamento 24 e 48 horas. As médias sendo os
pontos vermelhos dentro das caixas. O tratamento 7,6 esta representado na cor salméo, o 7,9 na cor

verde e 0 8,1 na cor azul.
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FONTE: A autora (2023).
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FIGURA 6 - Percentual médio de sobrevivéncia dos nauplios. As cores vermelha, laranja e
verde representam os tratamentos 7,6, 7,9 e 8,1 respectivamente. As barras quadriculadas séo
referentes a 24 horas de experimentos enquanto as barras com linhas diagonais sédo de sobrevivéncia

dos nauplios ao final do experimento.
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FONTE: A autora (2023).

A tendéncia de sobrevivéncia dos nauplios a partir do primeiro dia é expressa
a partir das médias obtidas para cada tratamento, € possivel notar que o tratamento
com pH 8,1 foi 0 com maior nUmero de sobreviventes ao final do experimento, seguido

pelo pH 7,6 e o com menor quantia de nauplios sobreviventes foi o com pH 7,9 (Figura
7).
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FIGURA 7 - Sobrevivéncia de nauplios em cada tratamento ao decorrer de 48 horas. Todos os
tratamentos iniciaram com 30 nauplios em 24 e 48 horas as linhas estéo sobre os valores médios de
sobrevivéncia, sendo que a cor vermelha representa o tratamento 7,6, a cor laranja o 7,9 e a cor
verde o tratamento 8,1.
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FONTE: A autora (2023).

4.4 TAMANHO DOS NAUPLIOS

O maior comprimento e largura de nauplios com no maximo 24 horas apoés a
ecloséo (to) foi no tratamento com pH 8,1 em que a média foi de 117,67 + 5,04 pym
para o comprimento (Figura 8) e 59,33 + 2,54 um de largura (Figura 9). A menor média
de comprimento observado foi no tratamento 7,9 com 113,67 + 7,65 uym, enquanto a
largura tanto do tratamento 7,9 quanto do 7,6 foi 59,00 £ 3,05 yum e 7,9 e 59,00 £ 4,03
Mm, respectivamente.

Ao final das 48 horas de experimento o tratamento em que 0s nauplios apresentaram
maior comprimento continuou sendo o de pH 8,1 com 141,67 + 5,92 uym, e o menor
comprimento médio foi de 136,33 + 4,90 ym para o pH 7,6 (Figura 8). Quanto as
larguras observadas apos 48 horas o pH 8,1 teve nauplios com média de 67,33 +
5,21um, 64,33 + 4,87 para o tratamento de pH 7,9 e 64,33 + 5,04 ym de largura no pH
7,6.

Dentre os 3 tratamentos, o com pH 7,9 apesar de ndo apresentar maior média de
tamanho foi o que obteve maior crescimento proporcional em relagdo ao comprimento

inicial com crescimento de 22,29% (25,36 ym), quanto a largura o tratamento 8,1 foi
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com maior crescimento com 13,48% (8,00 um). Em ambas as dimensdes o tratamento
7,6 foi com menor proporcdo de crescimento com o comprimento sendo 18,20%

(21,00 ym) e a largura 8,52% (5,03 pym) maior que o tamanho inicial.

FIGURA 8 - Comprimento dos nauplios na eclosdo (<24h) e apés 48 horas. Letras sobre as barras
representam o resultado do teste de Tukey, quando séao diferentes indicam p < 0,05. O tratamento de
pH 8,1 é representado pela cor verde, enquanto 7,9 e 7,6 sao laranja e vermelho, respectivamente.
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FONTE: A autora (2023).

FIGURA 9 - Largura dos nauplios na ecloséo (<24h) e ap6s 48 horas. O tratamento de pH 8,1 é
representado pela cor verde, enquanto 7,9 e 7,6 sdo laranja e vermelho, respectivamente.
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FONTE: A autora (2023).
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Apesar das diferencas entre os tamanhos dos nauplios e da proporgcao de
crescimento em cada tratamento, o resultado do teste de Tukey apontou que a
diferenca significativa ocorre somente entre os tratamento 8,1 e 7,9 (p = 0,05) quando
relacionado ao comprimento inicial dos nauplios. Para 48 horas, ou final do
experimento, o teste de Tukey mostrou que a diferenca significativa ocorreu entre os
tratamentos 8,1 e 7,6 (p =0.001) (Figura 8). Quanto as larguras ndo houve diferenca
significativa no teste de Tukey para nenhum periodo de teste e entre nenhum

tratamento.
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5. DISCUSSAO

Os copépodes podem representar até 90% da abundancia do zooplancton
marinho, sendo que a Acartia lilljeborgi no estuario de Paranagua chegou a
representar 44% da abundancia do zooplancton sendo o copépode mais abundante
(SALVADOR; BERSANO, 2017). Desta forma os impactos observados causados pela
acidificacdo podem afetar a trofodinamica desta regiéo.

A taxa de eclosédo dos ovos se mostrou pouco superior no tratamento de pH
8,1, porém nado houve diferenca significativa entre os tratamentos. Em ambos os
tratamentos de maior acidificacdo a eclosao foi igual. Essa alta eclosdo de ovos nos
diferentes tratamentos pode estar relacionada a capacidade materna de se adaptar
ao meio rapidamente e alocar energia nos ovos para 0 sucesso de ecloséo, essa
adaptabilidade da A. lilljeborgi pode ser semelhante ao relatado por Vehmaa,
Brutemark e Engstrom-Os (2012) em experimentos com Acartia sp.

Quando comparada os resultados obtidos no presente estudos com o de Cripps
et al. (2014a), a taxa de eclosdo dos ovos da A. lillieborgi € semelhante ao da Acartia
tonsa somente no atual cenario com pH 8,1, para os demais tratamentos as taxas de
eclosdo da A. lillieborgi foram superiores a A. tonsa. Se comparado também ao estudo
com a Acartia steueri e Acartia erythraea (KURIHARA; SHIMODE; SHIRAYAMA,
2004a) ambas as espécies tiveram eclosdo semelhante a A. lilljeborgi no controle,
porém em concentracdo de CO:2 superior a 2000ppm (pH <7,6) a A. erythraea
apresentou ecloséao inferior. Ao contrapor os atuais resultados com os de Kurihara e
Ishimatsu (2008) é notério que a A. tsuensis possui menor taxa de eclosédo que a A.
lilljeborgi, tanto para o tratamento controle quanto nos mais acidificados. Isso pode
indicar a resposta especifica da A. lilljeborgi em investir energia nos ovos garantindo
a eclosao.

O tratamento que obteve melhores taxas de sobrevivéncia dos nauplios em
ambos os periodos experimentais foi o com pH 8,1 que é o atual cenario global de pH.
Para as primeiras 24 horas os nauplios dos outros dois tratamentos tiveram a taxa de
sobrevivéncia muito similares, porém o tratamento de pH 7,9 teve resultados de maior

taxa de mortalidade. Todavia no segundo dia de experimento a quantidade de nauplios
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sobreviventes no pH 7,9 reduziu ainda mais enquanto os outros dois tratamentos
apresentaram taxas de sobrevivéncia proximas.

A maior taxa de sobrevivéncia observada no pH 7,6 quando comparada ao pH 7,9,
pode ser explicada pela resposta das fémeas ao estresse durante a postura dos ovos,
pois as fémeas podem ter apresentado resposta mais rapida a uma maior acidificacao,
enguanto para o pH 7,9 a resposta foi mais lenta, como ocorreu com o copépodo Tisbe
battagliai (FITZER et al., 2012a).

Ao comparar a sobrevivéncia dos nauplios de Acartia lilljeborgi com o recrutamento
naupliar da Acartia tonsa (CRIPPS et al., 2014a) verificou-se semelhanca entre os
recrutamentos, sendo que para o cenario de 2100, pH préximo a 7,9, ambas as
espécies apresentaram queda no recrutamento. Porém os nauplios de A. lilljieborgi
aparentam ser mais resistentes a acidificagdo do que os de A. tonsa, vez que apesar
do decréscimo de nauplios sobreviventes em relacdo ao controle as diferencas nao
foram consideradas significativas pelo teste de Tuckey.

Apesar de no tratamento com pH 7,6 haver maior quantidade de nauplios
sobreviventes, 0s mesmos possuiam tamanho reduzido quando comparados aos
demais tratamentos. O pH mais acido foi o que apresentou nauplios com menor
tamanho corporal ao final das 48 horas, tanto de comprimento quanto de largura, e foi
neste tratamento que foram observadas as menores taxas de crescimento entre o
primeiro dia e o final do experimento. Segundo Pedersen et al. (2014) o atraso no
crescimento ou a falta do mesmo pode estar relacionada ao gasto energético em se
manter vivo, como com o Calanus finmarchicus que apresentou atraso no
desenvolvimento quando exposto ao pH préximo a 7,6. Desta forma o menor
comprimento e largura notados no presente estudo para o pH 7,6 pode estar
associado ao maior gasto energético dos nauplios de A. lillieborgi em se manter vivo
e evitar hipercapnia. Entre os tratamentos o0 com menor comprimento inicial foi o pH
7,9, porém esse mesmo tratamento apresentou a maior propor¢ao de crescimento até
o final do experimento, ficando com comprimento intermediario entre os outros dois

tratamentos.



29

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a ecloséo pode néo ser
um bom indicativo como resiliéncia da populacéo, tendo em vista que a taxa de
ecloséo foi similar em todos os tratamentos, essa taxa de eclosao pode mascarar 0os
efeitos sub-letais.

A sobrevivéncia dos nauplios surpreendeu quando o tratamento de pH 7,6 teve
maior quantidade de nauplios sobreviventes que o com pH 7,9. Essa diferenca pode
ter ocorrido pela resposta materna na maior reducao de pH, intensificando a producéo
de ovos mais resistentes a essa acidificacdo. Enquanto fémeas expostas ao pH 7,9
podiam estar comecando a sentir o estresse da acidificacdo durante a postura de
ovos, demorando mais para responder as alteracdes do meio e produzindo ovos mais
fracos quando comparados ao pH 7,6.

Apesar de os efeitos letais serem mais dificeis de notar quando os copépodes
sdo expostos a acidificacéo, alguns efeitos subletais puderam ser notados durante
este estudo como a diferenca no crescimento dos nauplios. O tratamento controle (pH
8,1) eclodiu e se manteve com as maiores medidas de comprimento e largura,
enquanto o tratamento com pH 7,9 apesar de apresentar 0s menores comprimentos
iniciais entre os tratamentos foi o que teve nauplios com maior taxa de crescimento
(22,29%) entre o comeco e final do experimento. E o tratamento de pH 7,6 embora
tenha apresentado valores de comprimento e largura entre os outros dois tratamentos
no tempo inicial, foi 0 que obteve menores taxas de crescimento com apenas 18,20%
de crescimento de comprimento e 8,52% de crescimento da largura. E possivel que a
A. lillleborgi, quando sob estresse de acidificagdo, atinja a maturidade reprodutiva com
tamanho corporal reduzido, dando preferéncia ao crescimento populacional ao invés
do crescimento somético.

O copépode Acartia lilljeborgi se mostrou mais resistente a acidificagdo em
seus estagios iniciais quando comparado a outras espécies do género Acartia. Apesar
deste ser um teste agudo, foi possivel notar diferencas entre sobrevivéncia e
crescimento dos nduplios. Caso ao longo da vida desses organismos essas diferengas

continuem se intensificando é provavel que ocorra mudancas na cadeia tréfica e ciclos
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biogeoquimicos, com espécies mais adaptadas a acidificacdo se tornando mais
abundantes.

Como hipotetizado neste estudo, a taxa de sobrevivéncia realmente teve
alteracdes em diferentes acidificacdes, porém o resultado inesperado foi que o menor
pH nao foi, necessariamente, o com maior mortalidade. Ainda que o menor pH tenha
taxas de sobrevivéncia maiores do que o pH 7,9 a necessidade de realocar energia
para manter as funcdes metabdlicas vitais, talvez tenha feito com que houvesse

reducdo do comprimento corporal dos nauplios.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES FUTURAS

Os resultados deste estudo estdo de acordo o esperado e reportado por
estudos prévios, sendo que os melhores resultados para eclosédo, sobrevivéncia e
tamanho dos nauplios foram realmente observados para o pH atual encontrado nos
oceanos (pH 8,1). O tratamento com pH esperado para o ano de 2100 (pH 7,9) foi o
com maior mortalidade de nauplios, apesar da eclosdo nao ter apresentado tantos
danos. A maior mortalidade nesse tratamento demanda aten¢do, pois caso a
populacdo ndo consiga desenvolver adaptacdes e recuperar seu recrutamento pode
haver um enfraquecimento da bomba biolégica de carbono relacionada a esses
organismos, além de modificar a cadeia tréfica, exigindo adaptacdo alimentar de
consumidores secundarios. A surpreendente resposta de eclosdo de ovos e
sobrevivéncia de nauplios para o tratamento com menor pH (7,6), mostra a influéncia
materna para o sucesso dos mesmos, porém a reducdo da populacdo se torna
preocupante, vez que isso pode alterar a competicdo com outros copépodes e
organismos zooplanctdnicos. Todos os impactos observados devem ser avaliados em
conjunto para a compreensao de possiveis efeitos na dindmica da cadeia tréfica. Foi
possivel notar que os efeitos causados pela acidificacdo no copépode Acartia
lillieborgi sdo, principalmente, subletais afetando o tamanho e desenvolvimento do
organismo.

E importante ressaltar que este foi um experimento agudo, entdo ndo houve
tempo suficiente para que ocorressem alteracdes genéticas nos copépodes, porém

Kurihara, Shimode e Shirayama (2004b) sugerem que a exposicdo a
acidificacdo promove alteracdes na sintese de proteina e a tolerancia a reducao do
pH decai com o tempo de exposicao por isso como recomendacgdes futuras fica a
necessidade de avaliar os efeitos da acidificacdo em todas as fases da vida da Acartia
lilljeborgi, e caso possivel, acompanhar esses efeitos por mais de uma geragdo. Outra
recomendacdo € a avaliacdo da qualidade nutricional desses copépodes quando
expostos a pH mais acidos, estimando o conteudo de acidos graxos e lipideos. A
terceira recomendacgéao seria avaliar o ponto de concentracao letal de COz2 para 50 %

da populagédo desse copépode (LCso). Outro ponto a ser avaliado € a interacdo da
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acidificacdo com outras variaveis ambientais, como 0 aumento da temperatura e

poluicdo por metais.
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