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RESUMO

Os residuos plasticos poluem os oceanos, exercendo impactos diretos sobre a saude
de varios organismos, incluindo as tartarugas-verde (Chelonia mydas), via ingestao
ou contato fisico. Além de causarem emaranhamento, sufocamento e danos ao
sistema digestorio, os residuos plasticos podem carregar compostos toxicos em sua
superficie, tornando-se fontes potenciais de poluentes e toxinas para a vida marinha.
As microalgas, algumas das quais produtoras de ficotoxinas, colonizam a superficie
de detritos plasticos, podendo agravar os riscos da ingestao destes residuos para a
saude animal. O presente estudo teve como objetivos (i) avaliar a colonizagdo de
diferentes tipos de plasticos por microalgas bénticas téxicas — o dinoflagelado
Prorocentrum lima — e diatomaceas nao-tdxicas durante uma semana em sistema
experimental em laboratério, e (ii) investigar a relagcdo da presenga de detritos
plasticos e microalgas nocivas no trato gastrointestinal com as concentragbes de
ficotoxinas detectadas em tecidos de tartarugas-verde encalhadas mortas no litoral do
Parana (sul do Brasil) ao longo de quatro meses em 2022. No experimento em
laboratorio, diferentes tipos de plasticos (polipropileno-PP, poliestireno de alta
densidade-PEAD, poliestireno de baixa densidade-PEBD, polipropileno biorientado-
BOPP) foram submersos em tanques contendo as microalgas suspensas em agua do
mar, e a formagédo de biofilme algal na superficie dos plasticos foi quantificada ao
longo do tempo. O biofilme foi perceptivel a partir de 24 horas de exposi¢cao, com
aumento exponencial na densidade de células a partir dai, atingindo abundancias
ligeiramente maiores de ambas as espécies nos fragmentos de PP e HDPE. Células
toxicas de P. lima predominaram no biofilme ao longo dos sete dias, mostrando-se
colonizadores mais eficientes da superficie de todos os tipos de polimeros.
Paralelamente, as tartarugas analisadas possuiam uma grande diversidade de
microalgas no conteudo de seu trato, com maior abundéncia de células nos intestinos
do que nos estbmagos. As microalgas mais frequentes e abundantes foram as de
ocorréncia tipicamente estuarina/costeira, embora algumas espécies mais oceanicas
também tenham sido registradas, podendo indicar o uso de areas de alimentagéo
variadas pelos animais encontrados na costa paranaense. Foram registrados quatro
taxons de dinoflagelados produtores de toxinas, que foram relativamente mais
abundantes nos intestinos de tartarugas-verde que continham residuos plasticos do
que naquelas em que macro-residuos eram imperceptiveis. Por fim, as concentragdes
de ficotoxinas lipofilicas foram determinadas por cromatografia liquida de alta
performance acoplada a espectrometria de massa em amostras de tecidos de
estdmago, intestino e figado. Quase metade dos individuos analisados apresentavam
concentragdes baixas a moderadas da toxina diarreica acido ocadaico (OA) em seus
tecidos, especialmente nos intestinos. Embora os niveis provavelmente ndo sejam
suficientes para causarem intoxicagdo aguda nos animais, ndo se pode descartar
possiveis impactos crénicos a saude de juvenis de tartarugas-verde que usam as
areas costeiras comumente afetadas por floragdes de microalgas produtoras de OA e
outras toxinas. O presente estudo ndo permite inferir se houve, de fato, uma relagao
entre a ingestao de plasticos e a contaminagao por OA nas tartarugas analisadas, mas
sugere, em conjunto, que estes residuos tém um grande potencial de atuarem como
vetores de ficotoxinas, caracterizando um cenario de estressores multiplos para a vida
marinha na regiéo.

Palavras-chave: Lixo plastico; Biofilme microbiano; Poluicdo marinha; Microalgas
bénticas; Dinoflagelados toxicos.



ABSTRACT

Plastic waste pollutes the ocean, exerting direct impacts on the health of various
organisms, including green turtles (Chelonia mydas), via ingestion and physical
interaction. In addition to causing entanglement, suffocation and damages to the
digestive system, plastic waste can carry toxic compounds on its surface, becoming
potential sources of pollutants and toxins for marine life. Microalgae, some of which
produce phycotoxins, colonize plastic debris, potentially exacerbating the risks of
ingestion for animal health. The present study aimed to (i) assess the colonization of
different types of plastics by toxic benthic microalgae — the dinoflagellate Prorocentrum
lima — and non-toxic diatoms during a one-week laboratory experiment, as well as (ii)
investigate the relationship between the presence of plastic debris and harmful
microalgae in the gastrointestinal tract (GIT) and the concentrations of phycotoxins in
tissues of green turtles dead-stranded on the coast of Parana (southern Brazil) over
four months in 2022. In the laboratory experiment, different types of plastics
(polypropylene-PP, high-density polystyrene-HDPE, low-density polystyrene-LDPE,
bi-axially oriented polypropylene-BOPP) were submerged in tanks containing
microalgae suspended in seawater, and the formation of algal biofilm on the surface of
the plastics was quantified over time. Biofilm formation was already noticeable after 24
hours of the experiment, and cell density increased exponentially from then on,
reaching slightly higher abundances of both species in HDPE and PP fragments. Toxic
células of P. lima predominated in the biofilm over the seven days, proving to be more
efficient colonizers of plastics of all types of polymers. In parallel, the microscopic
fractions in the GIT content of turtles that contained or did not contain plastic were
analyzed, identifying and quantifying the presence of toxic and non-toxic microalgae.
Tissue samples from the stomach, intestine, and liver were collected, and the
concentrations of lipophilic phycotoxins were determined by HPLC-MS/MS. The turtles
analyzed had a great diversity of microalgae in the contents of their GIT, with a greater
abundance of células in the intestines than in the stomachs. The most frequent and
abundant microalgae were typically estuarine/coastal in occurrence, although some
more oceanic species were also recorded, which may indicate the use of varied feeding
areas in animals found on the coast of Parana. Four taxa of toxin-producing
dinoflagellates were recorded, which were relatively more abundant in the intestines of
green turtles that contained plastic waste. Almost half of the individuals analyzed had
low to moderate concentrations of the diarrheal toxin okadaic acid (OA) in their tissues,
especially in the intestines. Although the levels are probably not sufficient to cause
acute poisoning in animals, possible chronic health impacts on juvenile green turtles
that use coastal areas commonly affected by microalgae blooms that produce OA and
other toxins cannot be ruled out. The present study does not allow us to infer the real
relationship between OA contamination and the ingestion of plastics in the turtles
analyzed, but it suggests, together, that these residues have a great potential to act as
vectors of phycotoxins, characterizing themselves as multiple stressors for marine life.

Keywords: Plastic waste; Microbial biofilm; Marine pollution, Benthic microalgae,
Toxic dinoflagellates.
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INTRODUGAO GERAL

Entre 1950 e 2021, a produgéo global de plasticos aumentou de 1,5 para 390
milhdes de toneladas por ano, e a expectativa € de que continue aumentando durante
os proximos anos (PLASTICS EUROPE, 2022). Nas ultimas décadas, desde que a
producéo se intensificou, os restos plasticos se acumularam em ambientes terrestres,
no oceano aberto, nas margens das ilhas mais remotas e no mar profundo, tornando-
se rapidamente uma grande ameaca a saude do ecossistema marinho. Uma vez no
oceano, o plastico permanece no ambiente devido a sua natureza hidrofébica, sendo
de especial preocupacao a longevidade de seus detritos e sua grande capacidade de
dispersdo (BARNES et al., 2009).

ltens de plastico e seus detritos, que variam em tamanho de <5 mm
(microplasticos; MPs) a varios centimetros (macroplasticos), sdo persistentes nos
oceanos e tém um tempo de degradagao estimado em >400 anos (revisado em WARD
et al., 2020). Os residuos plasticos encontrados no oceano possuem composi¢des
quimicas diversas, sendo principalmente compostos de polipropileno (PP), polietilenos
de alta densidade (PEAD), polietileno de baixa densidade (PEBD), policloreto de vinila
(PVC) e poli tereftalato de etileno (PET), (BHASKAR et al., 2004). Dentre os exemplos
dos residuos solidos descartados no ambiente marinho estdo sacolas plasticas
(compostas de PEAD), potes e plasticos rigidos em geral (PP), embalagens (packs)
de bebidas (PEBD), garrafas (PET) e embalagens de alimentos processados, como
biscoitos e picolés (polipropileno biorientado-BOPP, do termo em inglés bi-axially
oriented polypropylene). No Complexo Estuarino de Paranagua (CEP), litoral do
Parana, por exemplo, foi reportada em todos os setores do estuario a presencga de
sacolas de compras (29% de ocorréncia nas amostras), pacotes de alimentos (19%),
embalagens de doces (12%) e copos (10%) (POSSATTO et al., 2014).

A permanéncia de detritos plasticos por um longo periodo no ambiente marinho
estimula a formagao do biofilme bacteriano, que conduz a sucessao de outros micro
e macro organismos sobre sua superficie (REISSER et al., 2014), envolvendo a
colonizagao por bactérias seguida pelo crescimento de microalgas e invertebrados
(ANDRADY, 2011; ZARDUS et al., 2008). A formac&o do biofilme sobre materiais
plasticos mostra ser temporalmente e espacialmente variavel, ligada principalmente a
mudangas na temperatura e na produtividade da agua do mar circundante (nutrientes),
além de estar relacionada a natureza quimica do polimero (ARTHAM et al., 2009;
OBERBECKMANN et al., 2014; EICH et al., 2015; ZHANG et al., 2021). Ao longo do
tempo de submersdo, as comunidades aderidas ao plastico marinho alteram sua
composic¢ao, tanto em escala de dias quanto de meses e estagdes do ano (CHEN et
al., 2019; DOBRETSOV et al., 2013). Nao ha evidéncias de que alguma espécie
degrade os polimeros, mas a formagao de biofilme causa uma diminuig&o significativa
na hidrofobicidade do plastico e uma diminuigdo de sua flutuabilidade (LOBELLE et
al., 2011, CHEN et al., 2019). Os organismos podem proteger o plastico da radiagéo
ultravioleta e fotocatalise, diretamente ou por meio de flutuabilidade reduzida,
aumentando assim a longevidade do plastico (ANDRADY, 2011; CARSON et al.,
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2013). O transporte dos organismos ligados aos plasticos causa grande preocupagao,
uma vez que esses itens podem percorrer longas distédncias carregando comunidades
que podem conter espécies que se tornardo invasoras, vetores de doencgas e/ou de
compostos toxicos (VIRSEK et al., 2017; LEITE et al., 2022).

Para algumas espécies da fauna marinha, como as tartarugas marinhas, os
plasticos podem representar uma grande ameaca direta, através da ingestao e do
emaranhamento, além de efeitos negativos indiretos por meio da degradagdo dos
principais habitats e de efeitos negativos mais amplos ao ecossistema (BARNES et
al., 2009). A ingestéo de plasticos pelos animais, por exemplo, causa sérios danos ao
trato digestorio, como lesdes, obstrucdo e uma falsa sensagdo de saciedade com
consequente desnutricdo (GUEBERT-BARTHOLO et al., 2011). Essa ingestédo
acidental provoca impactos diretos e indiretos a saude animal, que vao desde
alteracdes na flutuabilidade, formacédo de fecalomas nos intestinos, até a morte por
inanigdo em casos mais graves (BUTTERWORTH et al., 2012). No litoral do Parana,
foi observada a ingestao de plasticos na dieta de 92% das tartarugas-verde (Chelonia
mydas) encontradas encalhadas nas praias apdés a morte recente (NUNES et al.,
2018), uma frequéncia relativamente maior de ingestdo de detritos marinhos por
tartarugas-verde do que a observada durante estudos anteriores no sudoeste do
Oceano Atlantico (GAMA et al., 2016; GUEBERT-BARTHOLO et al., 2011; SANTOS
et al., 2016; VELEZ-RUBIO et al., 2015). Individuos juvenis de tartarugas-verde, com
~25 a 60 cm de comprimento curvilineo da carapaga (CCC), sdo os mais vulneraveis
a ingestéo de detritos marinhos devido ao seu habitat e ingestdo de itens alimentares
costeiros (ANDRADE et al., 2016; LYNCH, 2018; NELMS et al., 2015). Os plasticos
ingeridos s&o principalmente polimeros flutuantes de baixa densidade, sendo
representados, em escala global, em 51% por polietileno de baixa densidade (PEBD),
26% por polipropileno (PP), 10% por polietiieno desconhecido (PE) e 5%,
coletivamente, por PE de alta densidade, poliamida (PA), poliestireno (PS), acetato de
vinila polivinilico (EVA), poliuretano (PUR) e poliacrilonitrila butadieno estireno (ABS)
(JUNG et al., 2018; RIZZI et al., 2019).

Os plasticos podem ser, ainda, fontes de compostos toxicos aos organismos que
os ingerem/incorporam, pois, parte de seus constituintes — os aditivos — agem como
desreguladores enddécrinos (EDCs), tais como o bisfenol-A e os ftalatos.
Adicionalmente, os plasticos podem servir como fontes de poluentes orgéanicos
persistentes (POPs), que se adsorvem a sua superficie. Ao serem ingeridos, os POPs
podem se tornar biodisponiveis para os organismos (ENDO et al., 2005; TEUTEN et
al., 2009; GALLO et al., 2018).

Em animais que possuem uma seletividade alimentar, seja visual e/ou quimica, a
ingestao acidental de residuos plasticos tende a ser agravada pela agregacéo de
fauna e flora sobre a sua superficie, uma vez que conferem ao plastico odor, cor e
paladar semelhantes aos de seus alimentos naturais (GREGORY, 2009; SCHUYLER
et al., 2014; NELMS et al., 2015). Microalgas se destacam como componentes
abundantes do biofilme cobrindo a superficie de detritos plasticos marinhos (BATISTA,
2019). Dentre as microalgas dominantes que colonizam detritos plasticos, algumas
espécies potencialmente téxicas podem alcangar abundéancias relativamente


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyamide
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polystyrene
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyurethan
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/acrylonitrile
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/butadiene
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/styrene

20

elevadas (CASABIANCA et al., 2019; TIBIRICA et al., 2019). Desta forma, os plasticos
flutuantes no meio marinho podem ser potenciais vetores de espécies de microalgas
produtoras de compostos neurotéxicos, podendo atuar como fontes adicionais destas
substancias na cadeia tréfica, inclusive no ambiente pelagico (CASABIANCA et al.,
2019; LEITE et al., 2022).

Espécies de microalgas bénticas, que vivem em associagao a substratos rigidos,
sdo especialmente preocupantes. Observagcdes microscopicas de detritos plasticos
recolhidos na costa catalda do Mar Mediterrdneo, por exemplo, identificaram a
ocorréncia de comunidades diversificadas e complexas de diatomaceas bentdnicas e
pequenos flagelados (<20 um), sendo que alguns fragmentos plasticos estavam
fortemente colonizados por dinoflagelados com potencial neurotoxico, como
Ostreopsis sp. e Coolia sp. (MASO et al., 2003). Entre 35% e 45% das aguas costeiras
estdo atualmente sob risco moderado de colonizagao plastica por dinoflagelados
bénticos toxigénicos, especialmente em regides subtropicais e temperadas, para onde
a dispersao de microalgas bénticas toxicas pode ser particularmente facilitada pelos
residuos flutuantes de plasticos (LEITE et al., 2022).

Além das neurotoxinas, as toxinas diarreicas acido ocadaico (OA) e
dinofisistoxinas (DTXs), produzidas por espécies bénticas do dinoflagelado
Prorocentrum e planctonicas de Dinophysis, também podem ser encontradas sobre
detritos plasticos (MASO et al., 2016; LARSSON et al., 2018), representando assim
fontes adicionais de ficotoxinas para organismos marinhos como as tartarugas-verde.
Em conjunto com os plasticos, micro-organismos contendo compostos toxicos podem
ser, desta forma, acidentalmente ingeridos e potencialmente agravar os efeitos
deletérios destes poluentes a saude animal. O OA, por exemplo, tem sido apontado
como um cofator ambiental da doenga fibropapilomatose em tartarugas-verde
(LANDSBERG et al., 1999; ARTHUR et al., 2008). Tanto o OA como as células dos
dinoflagelados produtores ja foram encontrados no trato gastrointestinal desta espécie
de tartaruga no litoral do Parana (MOREIRA-GONZALEZ et al., 2023), mas o papel
dos detritos plasticos como vetores significativos de toxinas para a fauna marinha
ainda precisa ser melhor avaliado.

O lixo marinho é um desafio global, causado por comportamento irresponsavel e
praticas inadequadas de gestdo de residuos. A medida que cresce a preocupagéo
com a questao da poluigdo marinha por residuos plasticos, torna-se essencial avaliar
os riscos enfrentados pelas principais espécies e as implicacbes associadas a
biodiversidade (VEGTER et al., 2014). Tal avaliagdo, no entanto, torna-se complicada
pela variedade de efeitos negativos potencialmente ligados a ingestdo de plasticos
pelos animais marinhos, pelas grandes escalas espaciais e temporais envolvidas e
pela dificuldade em se estabelecer uma relagdo de causalidade clara (NELMS et al.,
2015). Assim, uma melhor compreensao da suscetibilidade destes organismos a
ingestao de residuos plasticos no meio marinho, que envolve a caracterizagao de suas
propriedades biofisicoquimicas, torna-se imprescindivel para se estabelecer
prioridades de pesquisa, aconselhar decisbes de gestdo e desenvolver medidas de
mitigacdo adequadas (SCHUYLER et al., 2014).
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Neste contexto, considerando a grande quantidade de residuos plasticos no
oceano, a colonizagdo destes residuos por microalgas, e o risco associado para a
fauna marinha, torna-se de grande relevancia o conhecimento sobre a capacidade de
diferentes tipos de plasticos abrigarem microalgas toxigénicas e seus compostos
toéxicos, bem como o seu possivel papel como vetor de ficotoxinas para espécies
ameagadas de extingdo, tartarugas-verde. Sendo assim, a presente investigagéo
examinou as interacbes entre diferentes tipos de detritos plasticos, microalgas
marinhas e biotoxinas, a fim de avaliar seus potenciais efeitos aditivos negativos para
a saude de individuos juvenis desta espécie de tartaruga marinha.

2. OBJETIVOS E HIPOTESES

Combinando pesquisas de campo e experimentos de laboratério, o presente
estudo tem como objetivo principal avaliar o potencial de detritos macroscopicos de
plasticos em servirem como vetores para a transferéncia de toxinas algais nas redes
alimentares marinhas, com especial atengéo as tartarugas-verde, espécie ameacada
de extingdo. Para isso, o estudo buscou: (i) determinar a capacidade de colonizag&o
de diferentes tipos de plasticos por microalgas toxicas e n&o-toxicas, e (ii) investigar
as possiveis associagdes entre a ingestdo de detritos plasticos e a presenga de
microalgas e toxinas nos tratos digestivos de individuos juvenis de tartaruga-verde.

Especificamente, serdo testadas as seguintes hipoteses:

a. Se caracteristicas fisico-quimicas do tipo de polimero sdo importantes para a
formacgao de biofilmes, entdo fragmentos plasticos de diferentes composigdes exibirao
capacidades variaveis de abrigar células de microalgas mediante exposigcéo
experimental;

b. Se dinoflagelados bénticos produtores de toxinas s&o colonizadores eficientes
de substratos diversos no ambiente marinho, entdo suas células se tornardao mais
abundantes do que as de espécies competidoras no biofilme sobre a superficie de
plasticos expostos em um sistema experimental;

c. Se detritos plasticos séo vetores eficientes de células de microalgas toxicas e
de seus compostos nocivos, entdo espera-se encontrar quantidades detectaveis de
biotoxinas e das células produtoras em individuos de tartarugas-verde que tenham
ingerido quantidades significativas destes detritos.
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3. REVISAO DA LITERATURA: Colonizagio de fragmentos plasticos no mar —
formacgao de biofilme microbiano e sucessao de espécies

3.1 Biofilme sobre o plastico: conceito e fatores influenciadores

Biofilmes sdo compostos por uma comunidade complexa e estruturada de
microrganismos, envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos, aderidos
entre si a uma superficie ou interface (Figura 1) (COSTERTON et al., 1995). Um
biofilme se forma naturalmente sobre qualquer superficie sélida em contato com agua
ndo esterilizada (XAVIER et al., 2005). O acumulo de biofilme em superficies € um
fenbmeno natural que acontece em meios aquosos e resulta de processos fisicos,
quimicos e biolégicos que ocorrem simultaneamente (MACHADO, 2005). Para uma
célula bacteriana, as vantagens em se encontrar contida num biofilme sdo numerosas,
como: protecdo contra predadores tais como protozoarios e contra agentes
agressivos; resisténcias a desinfetantes e antibidticos; resisténcia a radiacédo UV, e a
desidratacdo, ja que a matriz de exopolissacarideos (EPS) & altamente hidratada
(ELASRI e MILLER, 1999). Em alguns casos, a matriz de EPS é capaz de sequestrar
cations, metais e toxinas, conferindo, além da protecdo contra radiacbes UV,
alteragdes de pH, choques osmdticos e dessecagao (BOARI, 2009).
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Figura 1 - Etapas de formagdo de um biofilme.
Fonte: adaptado de XAVIER et al., 2005.

Na area costeira de Yantai, China, foi observado que os biofilmes ligados aos
MPs tém uma biomassa maior e uma taxa de crescimento mais rapida no verao do
que no outono e inverno devido as condigbes mais favoraveis de oxigénio dissolvido
(OD), temperatura e concentragdes de nutrientes naquela estagdo do ano (ZHANG et
al., 2021). Ainfluéncia da temperatura esta relacionada a taxa de reagédo das enzimas
e ao metabolismo celular, que afeta o desenvolvimento celular. Dentro de uma
determinada faixa de variagao, temperaturas mais altas resultardo em um crescimento
mais rapido de microrganismos (GARRETT et al., 2008; CAO et al., 2017; CHEN et
al., 2019). Ao mesmo tempo, os nutrientes (P-PO4, N-NO3", N-NO2", N-NH3* e Si-SiOz*
) sdo essenciais para o crescimento de microrganismos, e niveis mais elevados de
nutrientes sdo propicios ao desenvolvimento de biofilmes (CHEN et al., 2019). As
concentragdes de nutrientes e OD no inverno sao significativamente maiores do que
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no verdo, ainda assim a biomassa do biofilme costuma ser menor. Portanto, a
temperatura parece ser o principal fator que influencia o crescimento dos biofilmes
(ZHANG et al., 2021; DE TENDER et al., 2017; JIN et al., 2020).

3.2 Formacao e sucessao do biofilme microbiano em plasticos marinhos

No oceano, um biofilme microbiano se desenvolve assim que o plastico entra
em contato com o meio marinho, envolvendo a colonizagao bacteriana seguida pelo
crescimento de microalgas, macroalgas e invertebrados (ANDRADY, 2011; LOBELLE
et al., 2011). Sabe-se que as camadas microbianas — os biofilmes — estimulam a
ligacdo de algas e invertebrados a esses materiais plasticos no meio marinho. Desta
forma, as variedades de microrganismos que se aderem aos plasticos aumentam a
forca de adeséo, criam condi¢cdes favoraveis e os tornam bons substratos para que
espécies de outras col6nias se estabelegam (XAVIER et al., 2005; ZARDUS et al.,
2008).

A formacao do biofilme sobre materiais plasticos mostra ser temporalmente e
espacialmente variavel, ligada principalmente as mudangas na temperatura e na
produtividade da agua do mar circundante (nutrientes), além de estar relacionada a
natureza quimica do polimero (ARTHAM et al., 2009; OBERBECKMANN et al., 2014;
EICH et al., 2015; ZHANG et al., 2021). Ao longo do tempo de submersdo, as
comunidades aderidas ao plastico marinho alteram sua composic¢ao, tanto em escala
de dias quanto de meses e estag¢des do ano (CHEN et al., 2019; DOBRETSOV et al.,
2013). Nao ha evidéncias de que alguma dessas espécies degradem os polimeros,
mas a formacdo de biofilme coincide com uma diminuicdo significativa na
hidrofobicidade do plastico e com a diminui¢ao de sua flutuabilidade (LOBELLE et al.,
2011, CHEN et al.,, 2019). Assim, os organismos podem proteger o plastico da
radiacao ultravioleta e fotocatalise diretamente, ou por meio de flutuabilidade reduzida,
aumentando assim a longevidade do plastico (ANDRADY, 2011; CARSON et al.,
2013).

3.2.1 Biofilme de bactérias

Nas superficies plasticas, os biofilmes s&o compostos por uma grande
diversidade de bactérias. Um estudo sobre MPs em aguas costeiras da China (ZHANG
et al., 2021), reportou uma cobertura dominante de espécies n&o identificadas de
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Cyanobacteria, com a ultima
dominando no inverno. Os itens estavam entre 0,5 e 3 m de profundidade. Além disso,
foi reportada a co-ocorréncia de microrganismos pertencentes aos seguintes taxons:
a ordem Planctomycetales, as familias Hyphomonadaceae, Saprospiraceae e
Rhodobacteraceae, as familias Saprospiraceae, Cyclobacteriaceae,
Desulfobacteraceae e Oleiphilaceae, Rhodobacterales, Rhizobiales e Cellvibrionales,
Pseudomonadaceae, Vibrionaceae, Shewanellaceae e Enterobacteriaceae. As
espécies bacterianas nas superficies dos MPs eram compostas principalmente por
cianobactérias (verdo, outono e inverno), Litoreibacter (verdo) e Pseudahrensia
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(outono). Além dos principais géneros das comunidades bacterianas que colonizam
os MPs, os géneros especiais em cada tipo de MPs foram determinados: Hellea
(outono) e Oleiphilus (inverno) em PE, Cyanobacteria (verao) e Bosea (inverno) no
PP, e llumatobacter, Woeseia, Ahrensia (verdo), Holosporaceae nao-identificadas
(outono) e Bacteroides (ZHANG et al., 2021).

Chen et al., (2019) observaram o desenvolvimento de biofilme em detritos
plasticos flutuantes em um lago de agua doce, em East Lake, que € um lago urbano
mesotrofico a eutrofico localizado em Wuhan, China. Encontraram células de
Cynophyta, Bacillariophyta, Chlorophyta, Cryptophyta, Pyrrophyta, Euglenophyta.

Bryant et al. (2016) coletaram micro e macroplasticos no grande giro do Pacifico
e detectaram a presencga de diatomaceas, dinoflagelados e cianobactérias entre uma
infinidade de organismos heterotréficos. Bryozoa, Cyanobacteria, Alphaproteobacteria
e Bacteroidetes dominaram todas as particulas de plastico, independentemente do
tamanho da particula.

3.2.2 Biofilme de microalgas

As microalgas também s&o amplamente encontradas em biofilmes. Maso et al.
(2003) foram os primeiros a registrarem a ocorréncia de microalgas potencialmente
toxicas em plasticos, em material coletado entre 1995 e 2000 no Mediterraneo (costa
noroeste, Catalunha). Houve o resgistro de Ostreopsis sp., Coolia sp. e Alexandrium
taylori (este ultimo durante uma floragédo). Mais tarde, Maso et al. (2016) analisaram a
microbiota de itens coletados no sedimento e na superficie no norte do Mediterraneo
(Italia, Grécia e Espanha), entre 40 e 90 m de profundidade. Diatomaceas foram
dominantes, dinoflagelados ocorreram em 50% dos itens pelagicos e foram raros nos
itens plasticos que se encontravam junto ao fundo. Dentre as espécies potencialmente
nocivas, encontraram Prorocentrum lima, Prorocentrum cordatum (syn. P. minimum),
Ceratium spp., Pentapharsodinium spp., Heterocapsa sp., Coolia sp. e Dinophysis sp.,
sendo a maioria raramente encontrada na coluna d'agua. Nos fragmentos do giro do
Pacifico Norte foi encontrado principalmente bactérias e diatomaceas, e
dinoflagelados em baixa densidade (MASO et al., 2003).

Casabianca et al. (2019) contabilizaram 259 células cm? de Ostreopsis cf.
ovata em plasticos por gPCR, mas registraram até 2500 células cm™ no experimento
de adesdo em laboratério (através de microscopia). Além disso, também
contabilizaram maximas abundéancias de 30 células cm2 de Alexandrium pacificum e
73 células cm de Alexandrium minutum. Tiribica et al. (2019), no litoral do Parana,
Brasil, durante “bloom” de O. cf. ovata, registraram uma média de 1300 a 8400 células
cm? em plasticos. Essas microalgas bénticas sdo produtoras de compostos
neurotoxicos potentes, podendo representar um risco adicional a fauna marinha que
ingere materiais plasticos contaminados. Assim, o plastico passa a atuar como vetor
adicional da toxina na cadeia tréfica.

Kettner et al. (2019) analisaram a microbiota de fragmentos plasticos incubados
por 15 dias em aguas salobras na Alemanha (Mar Baltico). Além de uma ampla
diversidade de micro-organismos, registraram um enriquecimento do dinoflagelado
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potencialmente toxico Pfiesteria sp. (espécie majoritariamente planctbnica e
heterotréfica). Esta avaliagdo das comunidades eucaridticas totais em MP em
ambientes salobres destaca a complexidade dos biofilmes associados aos MPs,
potencialmente levando a atividades microbianas alteradas e, portanto, a mudancas
nas fun¢des do ecossistema.

Dinoflagelados potencialmente toxicos foram encontrados em plasticos
também por Amaral-Zettler et al. (2021). Eles registraram a presenca de
dinoflagelados que estavam tanto na agua quanto no plastico, no norte do
Mediterraneo (Franga e Italia). Incluiam os géneros Prorocentrum, Karenia,
Polykrikos, Dinophysis, Alexandrium, Amphidoma, Heterocapsa, Karlodinium e
Margalefidinium. Alguns outros taxons de dinoflagelados potencialmente téxicos foram
registrados apenas nos plasticos, incluindo Amphidinium spp. - possivelmente A.
massartii (100% identificado), A. carterae (99.5%), A. klebsii (99.5%), e Amphidinium
sp. (97.4-100%); Gonyaulax spinifera (99.7%); Azadinium spp. - possivelmente
Azadinium poporum (99%) e Azadinium caudatum (96%); e Ostreopsis sp.

Os estudos sobre os efeitos toxicologicos associados a ingestdo de plasticos
contendo microalgas toxicas por organismos marinhos sao limitados (GALL e
THOMPSON, 2015). Os detritos plasticos sao potenciais vetores para a transferéncia
de toxinas algais nas redes alimentares. Investigar quais sao os efeitos potenciais do
biofilme de microalgas téxicas na ingestao de plasticos pela fauna marinha & essencial
para formar politicas publicas para preservar a espécies, uma vez que estes
microrganismos podem ser toxicos e causar danos a saude humana e impactar a
fauna.

3.2.3 Biofilme de invertebrados

Numerosos estudos demonstraram que os residuos antropogénicos sdo um
substrato adequado para a colonizagao e crescimento de varios organismos marinhos,
como briozoarios, poliquetas, cracas e hidrozoarios (THIEL e GUTOW, 2005; THIEL
e HAYE, 2006; DA GAMA et al., 2008; ZETTLER et al., 2013; FAZEY e RYAN, 2016).
Devido a sua capacidade de crescer em todas as categorias de substratos
antropogénicos, os briozoarios sdo os colonizadores incrustantes mais abundantes
em lixo marinho (STEVENS et al.,, 1996; FARRAPEIRA 2011; GOLDSTEIN et al.,
2014).

Hidrozoarios e briozoarios sdo comumente encontrados vivendo em detritos
marinhos, que podem ser transportados por longas distanciaspor meio dos oceanos
pela acdo das correntes e do vento (ALIANI e MOLCARD, 2003). As larvas de
briozoarios Bugula flabellata e Bugula neritina optaram ativamente por se estabelecer
em plasticos em vez de substratos de madeira ou concreto (PINOCHET et al., 2020).

Na ltalia, em um estudo desenvolvido por Mancini et al. (2021), um total de 656
itens de lixo marinho foram analisados. A fauna associada consistia em 1536
organismos bentonicos pertencentes a 62 espécies. Em termos de abundéncia de
espécies, Bryozoa foi o taxon dominante, seguido por Polychaeta , Bivalvia ,
Ascidiacea e Anthozoa. Seis espécies exoticas foram encontradas nesses substratos
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antropogénicos e, entre elas, foram registradas duas espécies de briozoarios até
entdo ndo declaradas em aguas italianas, o Electridae Conopeum reticulum
(Linnaeus, 1767) e o Alcyonidiidae Alcyonidium gelatinosum.

3.3 Diversidade no biofilme

Reisser et al. (2014) analisaram fragmentos plasticos flutuantes ao redor da
Australia e encontraram maior diversidade de diatomaceas (14 géneros), seguidas por
cocolitoforideos (7), somente um dinoflagelado: Ceratium cf. macroceros, briozoarios,
cracas (Lepas spp.), um isépode (Asellota), um verme marinho, ovos de insetos
marinhos (Halobates sp.), bem como células supostamente identificadas como
bactérias, cianobactérias e fungos.

Zettler et al. (2013) coletaram detritos marinhos de plastico em varios locais no
Atlantico Norte, que foram analisados com microscopia eletrénica de varredura e
sequenciamento de ultima geragdo para caracterizar as comunidades microbianas
aderidas. Diatomaceas, cianobactérias e algas verdes foram relatadas como micro-
organismos pioneiros que colonizam detritos plasticos marinhos. Foi relatado uma
comunidade microbiana diversa de heteroétrofos, autétrofos, predadores e simbiontes,
a qual foi denominada de “Plastisfério”. A lista taxonébmica com as espécies
encontradas € enorme.

Oberbeckmann et al. (2014) analisaram amostras de plastico (PET) coletadas
no Mar do Norte e realizaram experimentos de incubagdo com agua natural,
reportando a presenca (por sequenciamento genético) da diatomacea Asterionella, as
cianobactérias, Stanieria e Pseudomorphium, além das macroalgas pardas
Saccharina e Fucus.

Um estudo no norte da Europa demonstrou que a composicdo e abundancia
das comunidades de diatomaceas colonizando diferentes tipos de substratos plasticos
varia ao longo do tempo. Diferentes espécies de microrganismos podem apresentar
preferéncias distintas ao se agregar a superficies plasticas (OBERBECKMANN et al.,
2014). Fatores como cor, textura, orientacdo e as comunidades microbianas iniciais
podem impactar significativamente o desenvolvimento a curto prazo das comunidades
incrustantes (BERS & WAHL, 2004; HOIPKEMEIER-WILSON et al., 2004). O tipo de
polimero tem pouca influéncia na comunidade microbiana colonizada em MPs
(ZHANG et al., 2021). No entanto, em macroplasticos, a comunidade colonizadora
mostra ter preferéncias no momento de se fixar ao polimero, por exemplo O. cf. ovata
aderiu mais abundantemente a materiais plasticos mais flexiveis (sacolas plasticas)
(TIBIRICA et al., 2019). Devido & seletividade e a disponibilidade de lixos plasticos,
muitos animais marinhos tém se alimentam por alguns tipos de plasticos por se
assemelharem ao seu alimento natural. Investigar a preferéncia dos micro-organismos
ao colonizar detritos plasticos e a seletividade que alguns organismos marinhos
exercem € essencial para entendermos se existem alguns tipos de plasticos que s&o
extremamente atrativos para algumas dessas espécies.

Um estudo revelou que placas plasticas (acrilico) pintadas em coloragao preta
foram colonizadas por maiores densidades de organismos bénticos, incluindo micro-
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e macroalgas, do que aquelas pintadas em branco, sobretudo em curto e médio prazo
(até 30 dias). As razdes para a colonizagéo preferencial podem envolver a fototaxia
negativa das fases larvais no momento do assentamento, além de diferengas na
temperatura e absorgcao/reflexdo de radiacdo solar nos diferentes substratos
(DOBRETSOQV et al., 2013). Entretanto, em outro estudo, n&o foi observado um efeito
da cor do plastico sobre o estabelecimento dos invertebrados (HODSON et al., 2000).
Desta forma, a questdo da colonizacdo dos substratos de cores variadas deve ser
levada em consideracao e melhor investigada em estudos futuros.
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4. ESTRUTURA DA DISSERTAGAO

A dissertagao esta dividida em dois capitulos no formato de artigos cientificos.
O capitulo 1, intitulada “colonizagdo de microalgas marinhas téxicas e nao-téxicas
sobre diferentes tipos de plasticos: uma abordagem experimental”, que é focado no
experimento de exposicao de diferentes tipos de plasticos em agua do mar contendo
microalgas produtoras de toxinas diarreicas, o dinoflagelado Prorocentrum lima, e
diatomaceas bénticas nao téxicas. Buscou-se avaliar o potencial competitivo de
colonizagdo das microalgas toxicas sobre os detritos macroscépicos de plasticos
compostos de diferentes polimeros, que serviriam, desta forma, como vetores para a
transferéncia de toxinas algais nas redes alimentares marinhas. Planeja-se submeter
este artigo para publicagdo na revista Harmful Algae (Qualis A1 na area de
Biodiversidade da CAPES), reconhecida por sua contribuicdo para a compreenséao e
mitigacédo dos efeitos prejudiciais dessas algas em ambientes aquaticos. A revista &
fonte importante de pesquisa para cientistas, académicos e profissionais que
trabalham com algas nocivas, bem como para aqueles que buscam entender os
impactos desses micro-organismos sobre a saude publica, pesca, aquicultura e para
a vida marinha em geral.

O capitulo 2, intitulado “Interagbes entre poluicdo plastica, microalgas e suas
toxinas: estressores para juvenis de tartarugas-verde (Chelonia mydas)?”, versa sobre
a ingestao de microalgas potencialmente toxicas e de residuos macroscopicos de
plasticos por tartarugas-verde. O estudo investigou as possiveis associagdes entre o
acumulo de toxinas algais e a presenga de microalgas toxicas e plasticos nos
conteudos alimentares ingeridos por juvenis de tartarugas-verde, avaliando os
potenciais efeitos negativos interativos para a sua saude. Pretende-se submeter este
artigo a Marine Pollution Bulletin, reconhecida por seu compromisso em divulgar
pesquisas, estudos de caso e revisbes que contribuem para a compreensdo dos
impactos da poluigdo marinha e para o desenvolvimento de estratégias de mitigagao
e politicas de gestdo ambiental. Ela € uma importante fonte de informacgéo para
cientistas, ambientalistas, legisladores e profissionais que trabalham na area da
conservagao marinha e na protecao dos ecossistemas aquaticos.

A dissertacédo € concluida com uma sec¢ao de Consideragdes Finais, que inclui
uma sintese dos principais resultados dos dois artigos cientificos, além de conexdes
entre ambos que permitem estabelecer conclusées mais amplas e fazer
recomendagdes para estudos futuros. Sdo destacados os principais “insights” obtidos
a partir da pesquisa e suas implicacdes na area de estudo, onde sio discutidas suas
contribuicdes, limitagcdes e possiveis dire¢des futuras de estudo.
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5. CAPITULOS DA DISSERTAGAO

5.1. CAPITULO 1

COLONIZAGAO DE MICROALGAS MARINHAS TOXICAS E NAO-TOXICAS
SOBRE DIFERENTES TIPOS DE PLASTICOS: UMA ABORDAGEM
EXPERIMENTAL

RESUMO

A formagéao de biofilmes microbianos em materiais plasticos no ambiente marinho
€ um fator que envolve a colonizagéo inicial por bactérias, seguida pelo crescimento
de microalgas e invertebrados. Essa colonizagdo pode ser influenciada por varios
fatores, incluindo a composicdo quimica do plastico, a produtividade da agua
circundante e as relagdes de competicdo e predagao entre as espécies. Este estudo
avalia a formacédo de biofilmes de microalgas, especificamente o dinoflagelado
toxigénico Prorocentrum lima e diatomaceas bentonicas nao-tdxicas, em diferentes
tipos de plasticos ao longo de sete dias, sob condi¢ées controladas em laboratério.
Fragmentos de plastico compostos por diferentes polimeros (polipropileno - PP,
poliestireno de alta densidade - PEAD, poliestireno de baixa densidade - PEBD, e
polipropileno biorientado - BOPP) foram submersos em um sistema de tanques
contendo agua do mar filtrada, células de P. lima e diatomaceas. Durante a exposi¢ao,
a abundancia de ambas as espécies sobre os plasticos foi periodicamente mensurada
por meio de contagem em microscopio Ooptico. Os biofimes de algas se
desenvolveram rapidamente, sendo perceptiveis apos apenas 24 horas e aumentando
gradativamente em densidade celular até o fim do experimento. Ambas as espécies
foram capazes de colonizar todos os tipos de plasticos, no entanto, as abundancias
foram ligeiramente maiores nos fragmentos de PEAD e PP. Embora as diatomaceas
sejam tradicionalmente consideradas colonizadoras dominantes, o dinoflagelado
téxico P. lima predominou durante todo o experimento, alcangando abundancias
aproximadamente dez vezes maiores ao longo do periodo. Este estudo contribui para
uma melhor compreensao acerca da dinamica de formagao de biofilmes microbianos
sobre plasticos marinhos, fornecendo informagdes valiosas sobre como diferentes
tipos de plasticos podem se tornar substratos favoraveis para microalgas produtoras
de toxinas. Quando densamente colonizados por microalgas contendo compostos
toxicos, como esperado em situagdes de Floragdes de Algas Nocivas, os residuos
plasticos podem representar um risco adicional para a vida marinha. A compreensao
sobre tal interagdo e o potencial multiestressor dos plasticos é essencial para mitigar
os impactos da polui¢ao plastica nos ecossistemas marinhos.

Palavras-chaves: Biofilme microbiano; Lixo plastico; Dinoflagelados nocivos;
Substratos artificiais; Microalgas bénticas; Toxinas diarreicas.
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ABSTRACT

The formation of microbial biofilms on plastic materials in the marine environment is a
phenomenon that involves initial colonization by bacteria, followed by the growth of
microalgae and invertebrates. Such colonization can be influenced by several factors,
including the chemical composition of the plastic, the productivity of the surrounding
water, and competition and predation relationships between species. This study
evaluates microalgae biofilm formation, specifically the toxigenic dinoflagellate
Prorocentrum lima and non-toxic benthic diatoms, on different types of plastics over
seven days under controlled laboratory conditions. Plastic fragments composed of
different polymers (polypropylene- PP, high-density polystyrene- HDPE, low-density
polystyrene- LDPE, bioriented polypropylene- BOPP) were submerged in a system of
tanks containing filtered seawater and P. lima and diatoms in suspension. For seven
days, the abundance of both species was periodically measured on the plastics by
counting under an optical microscope. The algal biofiims developed quickly, being
noticeable after just 24 hours and gradually increasing in cellular density over the
seven days of exposure of the plastics to the microalgae suspension. Both species
were able to colonize all types of plastic; however, abundances were slightly higher in
HDPE and PP fragments. Although diatoms are traditionally considered dominant
colonizers, the toxic dinoflagellate P. lima predominated throughout the experiment,
reaching abundances approximately ten times higher throughout the period. This study
contributes to a deeper understanding of the dynamics of microbial biofilm formation
on marine plastics, providing valuable information on how different types of plastics
can become favorable substrates for toxin-producing microalgae. When densely
colonized by microalgae containing toxic compounds, as expected in Harmful Algal
Bloom situations, plastic waste can pose an additional risk to marine life.
Understanding this interaction and the multi-stressor potential of plastics is essential
to mitigate the impacts of plastic pollution on marine ecosystems.

Keywords: Microbial biofilm; Plastic waste; Harmful dinoflagellates; Artificial
substrates; Benthic microalgae; Diarrhetic toxins.
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5.1.1. INTRODUCAO

Itens de plastico, que variam de <56 mm (microplasticos; MPs) a varios centimetros
(macroplasticos) de tamanho, sdo persistentes nos oceanos, e tém um tempo de
degradacéao estimado em >400 anos (WARD et al., 2020). Estes materiais sofrem uma
série de transformagdes que levam a uma redugéo gradativa em seu tamanho, além
de mudangas em suas propriedades fisico-quimicas (LIU et al., 2020; SUN et al.,
2020). Devido a grande persisténcia dos plasticos e as grandes quantidades de lixo
nos oceanos do mundo, sua dispersao no ambiente marinho facilita potencialmente a
propagacéo de espécies invasoras (KIESSLING et al., 2015).

Os residuos plasticos encontrados no oceano possuem composi¢ao quimica
diversas, sendo principalmente compostos de polipropileno (PP), polietilenos de alta
densidade (PEAD), polietileno de baixa densidade (PEBD), policloreto de vinilo (PVC)
e poli tereftalato de etileno (PET) (BHASKAR et al., 2004). A permanéncia de detritos
plasticos por um longo periodo no ambiente marinho estimula a formagéo do biofilme
bacteriano, que conduz a sucessao de outros micro e macro organismos sobre sua
superficie (REISSER et al., 2014), envolvendo a colonizagao por bactérias seguida
pelo crescimento de microalgas e invertebrados (ANDRADY, 2011). Sabe-se que as
camadas microbianas — biofiimes — estimulam a ligagcéo de algas e invertebrados a
esses plasticos no meio marinho (ZARDUS et al., 2008). A formagéao do biofilme sobre
materiais plasticos aparenta ser temporal e espacialmente variavel, relacionada
principalmente a mudangas na temperatura e na produtividade da agua do mar
circundante (nutrientes), além da natureza quimica do polimero (ARTHAM et al., 2009;
OBERBECKMANN et al., 2014; EICH et al., 2015; ZHANG et al., 2021).

Ao longo do tempo de submersao, as comunidades aderidas ao plastico marinho
alteram sua composicéo, tanto em escala de dias quanto de meses e estagbes do ano
(CHEN et al., 2019; DOBRETSOV et al., 2013). Ndo ha evidéncias de que alguma
dessas espécies degrade os polimeros, mas a formagao de biofilme leva a uma
diminuicao significativa na hidrofobicidade e na flutuabilidade do plastico (LOBELLE
et al., 2011, CHEN et al., 2019). Desta forma, os organismos podem proteger o
plastico da radiacdo ultravioleta e fotocatalise, diretamente, ou por meio de
flutuabilidade reduzida, aumentando a longevidade destes residuos no ambiente
marinho (ANDRADY, 2011; CARSON et al.,, 2013). O transporte de organismos
associados aos plasticos gera grande preocupag¢do, uma vez que esses itens podem
percorrer longas distancias carregando comunidades que contém espécies com
potencial de atuarem como invasoras ou vetores de doencgas e/ou de compostos
toxicos (VIRSEK et al., 2017; LEITE et al., 2022).

Dentre microalgas dominantes que colonizam detritos plasticos, algumas
espécies potencialmente téxicas podem alcancar abundéancias relativamente
elevadas (CASABIANCA et al. 2019; TIBIRICA et al. 2019). Desta forma, os plasticos
flutuantes no meio marinho podem ser potenciais vetores de espécies de microalgas
produtoras de compostos neurotéxicos, podendo atuar como fontes adicionais destas
substancias na cadeia tréfica, inclusive no ambiente pelagico (CASABIANCA et al.,
2019; LEITE et al., 2022; KIESSLING et al., 2015).
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Espécies de microalgas bénticas, que vivem em associagao a substratos rigidos,
sdo especialmente preocupantes. Observagcdes microscopicas de detritos plasticos
recolhidos na costa catalda do Mar Mediterrdneo, por exemplo, identificaram a
ocorréncia de comunidades diversificadas e complexas de diatomaceas bentdnicas e
pequenos flagelados (<20 um), sendo que alguns fragmentos plasticos estavam
fortemente colonizados por dinoflagelados com potencial neurotoxico, como
Ostreopsis sp. e Coolia sp. (MASO et al., 2003). Atualmente, entre 35% e 45% das
aguas costeiras estao sob risco moderado de colonizagao plastica por dinoflagelados
bénticos toxigénicos, especialmente em regides subtropicais e temperadas, para onde
a dispersao de microalgas bénticas toxicas pode ser particularmente facilitada pelos
residuos flutuantes de plasticos (LEITE et al., 2022).

Além de neurotoxinas, as toxinas diarreicas acido ocadaico (OA) e dinofisistoxinas
(DTXs), produzidas por espécies bénticas do dinoflagelado Prorocentrum e
planctdnicas de Dinophysis, também podem ser encontradas sobre detritos plasticos
(MASO et al., 2016; LARSSON et al., 2018), representando assim fontes adicionais
de ficotoxinas para organismos marinhos. Em conjunto com os plasticos, micro-
organismos contendo compostos téxicos podem ser, desta forma, acidentalmente
ingeridos e agravar potencialmente os efeitos deletérios destes poluentes a saude
animal.

Neste contexto, considerando a grande quantidade de residuos plasticos nos
oceanos e a colonizagdo destes por microalgas, torna-se de grande relevéancia o
conhecimento sobre a capacidade de diferentes tipos de plasticos abrigarem
microalgas toxigénicas e o seu possivel papel como vetor de toxinas para espécies
marinhas. Sendo assim, a presente investigagao ira avaliar o potencial de detritos
macroscopicos de plasticos em servirem como substrato, buscando determinar a
capacidade de colonizag&o, competicdo e sucessao pela microalga toxica P. lima e
diatomaceas bentbnicas em diferentes tipos de plasticos.

5.1.2. MATERIAIS E METODOS

5.1.2.1. Desenho experimental

No Laboratério de Microalgas (LaMic) do Centro de Estudos do Mar - UFPR,
fragmentos de plastico de polimeros selecionados foram confeccionados a partir de
itens plasticos, incluindo: (i) bandejas comuns de plastico rigido (compostas de PP),
(ii) sacolas plasticas de compras (PEAD) e (iii) embalagem transparente de alimento
de 350 ym de espessura (PEBD), com area superficial total de 72 cm?, somando-se
ambos os lados, além de (iv) embalagens de picolé (BOPP), com area superficial total
de 50 cm?, somando-se ambos os lados. Todos os fragmentos experimentais foram
manufaturados a partir de embalagens novas (plastico virgem).

Dados abidticos foram monitorados, sendo a temperatura do laboratério com
termdmetro digital, a temperatura da agua nos tanques com termdémetro de mercurio,
a salinidade com um salinbmetro manual (refratbmetro) e o Ph da agua com um
Phmetro. Em cada tanque foram adicionadas células de Prorocentrum lima e de
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diatomaceas penadas bénticas n&o identificadas (Figura 2), até se atingir uma
densidade de 70 células de P. lima e 80 células de diatomaceas por mililitro.

Figura 2 - Células da diatomacea béntica ndo toxica Psamodycton
panduriforme (a esquerda) e do dinoflagelado toxigénico Prorocentrum lima
(a direita). Escalas: 100 ym e 10 um, respectivamente.

Para compensar as perdas por sedimentacgao e pela prépria formacgao de biofilme
ao longo do tempo, mais células foram acrescentadas periodicamente a partir de
suspensdes compostas por diluigdes dos cultivos algais em agua do mar filtrada,
dispostas em cones Imhoff de 1 L com aeragdo, usando bombas peristalticas (Figura
3). As bombas eram acionadas por 5 minutos a cada 3 horas, a um fluxo de 6,25 mL
min-!, buscando-se manter a densidade celular aproximadamente constante dentro
dos aquarios. Em cada aquario, foram montados cinco longlines horizontais metalicos
(arame de ago inoxidavel de 6 mm de didmetro), os quais sustentavam
individualmente um fragmento de cada tipo de plastico (n = 4), suspensos a 12 cm do
fundo e dispostos em ordem aleatéria. Cada aquario constituia uma réplica
experimental (n = 4), e um quinto aquario, que nao continha os fragmentos plasticos,
foi usado como controle para medir a taxa de sedimentacéo de células. Depois de 1,
2, 3, 4 e 7 dias de imersdo, os itens plasticos foram coletados para se analisar a
formacgao de biofilme ao longo do tempo, removendo-se um longline de cada aquario
por tempo amostral. No total, 80 amostras foram obtidas (4 tipos de polimero x 5
tempos amostrais x 4 réplicas).
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Figura 3 - A) Sistema composto de cinco aquarios de 50 L com bombas air-lift e aeradores, conectados por meio
de mangueiras e bombas peristalticas a um cone /mhoff de 1L contendo os cultivos de microalgas que eram
acrescentadas periodicamente; B) Detalhe do cone Imhoff com aeragao na parte inferior e as bombas peristalticas
na parte superior; C) Barra aeradora posicionada junto ao fundo, no centro do aquario (lado esquerdo da
imagem), longlines suspendendo os fragmentos de diferentes polimeros plasticos, e sistema de bombas airlift
(a direita); D) Detalhe do sistema de bombas air-lift (tubos verticais) para circulagdo da agua dentro de um dos
aquarios experimentais.

5.1.2.2. Processamento e analise das amostras

Seguindo a ordem previamente sorteada, cada plastico foi coletado lentamente em
seu respectivo tempo de imersio, para tentar desprender o minimo possivel de células
do biofilme durante a amostragem. Apds a coleta, os plasticos rigidos e os plasticos
flexiveis foram colocados em potes de boca larga com capacidade para 500 mL e de
250 mL, respectivamente. Foram adicionados aproximadamente 100 mL de agua do
mar filtrada em cada, agitando-se manualmente por 3 minutos para desprender as
células de microalgas. O conteudo recuperado foi preservado com solugao de Lugol
em uma concentracao de 1% do volume total da amostra e armazenado em frascos
de vidro ambar para posterior quantificagdo das células de ambas as espécies de
microalgas. A contagem foi feita sob microscépio 6ptico invertido Axio Zeiss, com
ampliagao de 200x, fragdo microscopica do microfitoplancton (>20 um), usando uma
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camara de Sedgewick-Rafter, e a densidade celular na solugédo (células mL™") foi
finalmente calculada e extrapolada para a superficie plastica (células cm™).

Ap0s o desprendimento das células, os fragmentos plasticos foram retornados aos
potes, onde foi adicionada agua do mar filtrada com solugédo de formaldeido a 4%, e
mantidos sem agitagc&o adicional. Posteriormente, foram preparadas laminas com sub-
amostras (3 cm?) dos plasticos, que foram observadas em microscopio para se
certificar de que nao restavam células aderidas. Caso restassem, as células eram
contadas, a densidade celular era calculada (em células cm™) e somada ao valor
obtido na amostra contendo as células desprendidas.

5.1.2.3. Analise estatistica

A abundancia das microalgas componentes do biofilme no plastico foi calculada
em células por centimetro quadrado (células cm™), com base na formula:

(células) _ (células) " (1000#L) " ( Vol. Total da amostra (mL) ) " (Vol. Sedimentado (mL) — Vol. Sobrenadante descartado (mL))
- pL 1mL

cm? Area total da amostra (cm?) Vol. Total sedimentado (mL)

A resposta da abundancia das microalgas a diferentes substratos e periodos de
amostragem foi avaliada usando modelos lineares generalizados (GLM) com a
escolha do modelo baseado no Critério de Informacao de Akaike corrigido (AlCc). A
correlacdo de Pearson foi utilizada para avaliar a relagdo entre as espécies de
microalgas utilizadas no experimento. Dado que as abundéncias das espécies de
microalgas eram variaveis discretas e apresentavam superdispersdo, o modelo de
Binomial Negativo foi selecionado como o melhor ajuste. Além disso, apos a selegao
dos modelos, conduzimos testes de Tukey (Multiple Comparisons of Means: Tukey
Contrasts) para buscar as diferengas entre os grupos de plastico em relagdo a
colonizagao das microalgas. Valores de p < 0,05 foram adotados como o critério para
significancia estatistica. Todas as analises estatisticas e as representac¢des graficas
dos resultados foram feitas no ambiente estatistico R (R Development Core Team,
2023).

5.1.3. RESULTADOS

As densidades celulares de P. lima e das diatomaceas se mantiveram
aproximadamente constantes na coluna d’agua ao longo dos sete dias de experimento
(p = 0,2) e foram similares entre os diferentes aquarios (p = 0,4). Apesar de P. lima ter
alcancado valores ligeiramente mais altos do que as diatomaceas nesses aquarios,
as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,3). Ao longo dos dias,
conforme ocorria a colonizagao nos plasticos, as abundancias celulares nos aquarios
oscilaram, comecgando o primeiro dia com uma média de 20 células/mL de P. lima e
+50 células/mL de diatomaceas, terminando o sexto dia com +£28 células/mL e +10
células/ mL, respectivamente (Grafico 1). A temperatura média da agua durante o
experimento foi de 22 £+2°C, a salinidade +31, e o pH 8,0.
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Grafico 1 - Abundancia (células mL"; média + desvio padrdo) de Prorocentrum lima (painel esquerdo) e
diatomaceas (painel direito) na coluna d’agua em diferentes aquarios ao longo do tempo do experimento.

A colonizagédo sobre os diferentes tipos de fragmentos plasticos aumentou
gradativamente ao longo do tempo. A formacgao do biofilme de algas ja foi visualmente
perceptivel a partir de 24 horas de exposicdo. A coloracdo do plastico foi sendo
alterada de forma gradativa conforme as células se acumularam em sua superficie
durante o processo de colonizagdo (Figura 4).
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Figura 4 - Fotomontagem evidenciando a formacgéo crescente de biofilme nos plasticos de diferentes polimeros
(PEBD, BOPP, PP e PEAD) que ficaram submersos durante o experimento por 1, 2, 3, 4 e 7 dias, da esquerda
para a direita.

As abundancias celulares de ambas as espécies de microalgas utilizadas neste
experimento sobre as superficies plasticas foram correlacionadas entre si (Correlagéo
de Pearson R? = 0,85; p = 2x10'6), aumentando de forma exponencial ao longo do
tempo (Grafico 2). Notavelmente, P. lima atingiu densidades celulares cerca de dez
vezes maiores do que as diatomaceas sobre os diferentes tipos de plastico, com
abundancias maximas de 2.322 células cm™ (média + DP: 452 £ 575), e 278 células
cm (58 + 71), respectivamente. A quantidade de células de ambas as espécies variou
sobre os diferentes tipos de plastico, sendo a diferencga estatisticamente significativa
para P. lima (P= 0,04), mas apenas marginalmente significativa para as diatomaceas
(p = 0,06). As densidades celulares das duas microalgas foram ligeiramente maiores
nos fragmentos de PEAD e PP (Grafico 2), conforme detalhado mais adiante.
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Gréfico 2 - Abundancia (células cm?) de Prorocentrum lima (painel esquerdo) e diatomaceas (painel direito)
sobre diferentes fragmentos plasticos — PEAD (polietileno de alta densidade), PEBD (polietileno de baixa
densidade), BOPP (polipropileno biorientado) e PP (polipropileno) — ao longo do tempo de exposigao em sistema
experimental. Letras maiusculas diferentes acima das barras indicam diferengas estatisticamente significativas
(p < 0,05) entre os tempos de exposigéo.

A colonizagao ao longo dos dias de experimento variou significativamente para
ambas as espécies. Para P. lima, foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os dias 1 e 4 (p =0,029) 7 e 3 (p = 0,022), 7 e 2 (p = 0,009), e entre
os dias 1 e 7 (p < 0,001). Para as diatomaceas, houve diferencas estatisticamente
significativas entre os dias 1 e 4 (p <0,001),1e 7 (p<0,001),2e 7 (p =0,003),4e 2
(p=0,037),3e1(p=0,022),e 7 e 3 (p = 0,028). Nao foram encontradas variagdes
significativas entre as demais comparagdes pareadas entre tempos amostrais.

O biofilme microalgal sobre os fragmentos de BOPP (embalagem de picolé)
nao era perceptivel a olho nu nos primeiros trés dias de experimento, tornando-se
visivel apds o quarto dia, e assumindo aparéncia semelhante aos demais no sétimo
dia (Figura 4). De fato, as células de ambas as espécies tiveram uma colonizagéo
mais lenta no inicio da exposicdo, especialmente sobre este tipo de polimero.
Somente a partir do quarto dia, a densidade celular de P. lima aumentou mais
rapidamente, de 99 + 92 (média £ DP) células cm™ no terceiro dia para 447 + 132
células cm™ no quarto dia, e para 651 + 334 células cm no sétimo dia de experimento.
As diatomaceas iniciaram o primeiro dia com 2 + 4 células cm™, e terminaram o sétimo
dia com 115 £ 76 células cm™ neste tipo de plastico (Grafico 2). Os plasticos rigidos
(PP) tiveram uma colonizagdo semelhante ao fragmento de BOPP, com baixo
assentamento nos primeiros trés dias, quando as abundéncias médias foram no
primeiro dia de 8 + 6 células cm™ para as diatomaceas e 173 + 167 células cm para
P. lima, atingindo valores bastante elevados a partir do quarto dia até alcancar 182 +
49 células cm™ para diatomaceas e 1.470 + 569 para P. lima no sétimo dia (Grafico
2). Ao comparar o plastico BOPP com o PP, que foi o que alcangou a maior
abundéncia média de ambas as microalgas, as diferengas encontradas nao foram
estatisticamente significativas (p = 0,08).

Os fragmentos de PEAD (sacolas plasticas) foram os que resultaram no maior
valor de abundancia média de P. lima durante todo o experimento, atingindo 1.506 *
511 células cm™ apos 7 dias de exposicdao. A abundancia de diatomaceas também
aumentou ao longo do tempo, atingindo 179 + 84 células cm™ neste tipo de plastico.
Nos fragmentos de plastico PEBD (embalagens transparentes), as diatomaceas
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iniciaram a colonizacdo com 6 + 10 células cm™ no primeiro dia, diminuindo para
apenas 4 + 2 células cm™ no terceiro dia, até atingir 127 + 69 células cm™ apos 7 dias
de imers&o. A abundéancia do dinoflagelado P. lima também variou ao longo do tempo,
oscilando entre 107 + 144 células cm™ no primeiro dia até atingir sua média maxima
de 1156 + 699 células cm™ no sétimo dia (Grafico 2).

5.1.4. DISCUSSAO

Um biofilme microbiano se desenvolve assim que o plastico entra em contato com
o meio marinho, a partir da colonizagao inicial por bactérias seguida pelo crescimento
de microalgas e invertebrados (ANDRADY, 2011; EICH et al., 2015). Assume-se que
0Ss microrganismos que se aderem aos fragmentos plasticos criam condi¢des
favoraveis para o assentamento de outras espécies, aumentando assim a biomassa
e diversidade desse biofilme. No entanto, a formacédo de biofiime sobre materiais
plasticos mostra ser temporalmente e espacialmente variavel, influenciado pela
produtividade da agua ao redor e pelas caracteristicas quimicas do polimero
(ARTHAM et al., 2009; OBERBECKMANN et al., 2014; EICH et al., 2015,
DOBRETSOQV et al., 2013, PATIL et al.,, 2005). Também foi demonstrado que os
biofilmes nos plasticos marinhos flutuantes abrigam diferentes assembleias de
microalgas, as quais sao compostas principalmente por diatomaceas, cianobactérias
e cocolitoforideos (BRIAND et al., 2012; OBERBECKMANN et al., 2014; REISSER et
al., 2014).

No presente estudo, a formacé&o de biofilme pelo dinoflagelado toxigénico P. lima
e por diatomaceas ndo-toxicas foi constatada apos 24 horas de submersédo dos
diferentes tipos de materiais plasticos em um sistema contendo estas células em
suspensdo na agua do mar, num ambiente laboratorial controlado. A medida que o
experimento avangou, a quantidade de microalgas no biofilme aumentou
exponencialmente, apresentando um aumento significativo ao longo dos sete dias de
submersao, atingindo os maiores valores de abundancia no sétimo dia. Esse aumento
reflete uma maior disponibilidade de ficotoxinas nesse substrato.

As abundancias celulares, tanto de diatomaceas como de P. lima, foram
superiores nos fragmentos de PEAD e PP em relagdo aqueles constituidos de PEBD
e BOPP, apesar das diferengas terem sido apenas marginalmente significativas nas
analises estatisticas. Em um experimento realizado in situ no Arquipélago de Currais,
Parana, Brasil, materiais como tela de microfibra de vidro, sacolas plasticas (PEAD) e
sacos de alimento transparentes (PEBD) revelaram uma abundéancia
significativamente superior do dinoflagelado toxico Ostreopsis cf. ovata em
comparac&o aos plasticos rigidos (PP) expostos por 24 horas (TIBIRICA et al., 2019).
Entretanto, quando o experimento in situ foi conduzido por um periodo mais longo
(cerca de um més) em um ambiente préximo, a llha da Galheta (Parana, Brasil), itens
plasticos de composigdes distintas (PEAD, PP e BOPP) resultaram em abundancias
celulares comparaveis de microalgas (BATISTA et al.,, 2019). Em conjunto com o
presente estudo, isso sugere que o tipo de polimero € importante somente nos
estagios iniciais da colonizagédo microalgal. Com o passar do tempo, as caracteristicas
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fisico-quimicas das superficies dos diferentes plasticos vao se tornando mais
homogéneas pela presenga do biofiilme microbiano, e os diferentes materiais
provavelmente representem areas igualmente colonizaveis pelas microalgas.

A pelicula de polipropileno biorientada (BOPP) € um tipo de filme plastico
amplamente empregado no ramo alimenticio, sendo usado em produtos como rétulos
de bebidas, embalagens de salgadinhos e de picolé, entre outras aplicagdes
(ECYCLE, 2023). Embora, a primeira vista, o processo de formag&o do biofilme nao
tenha sido perceptivel neste material, a contagem de células mostrou que elas
estavam presentes. O biofilme estava se formando em partes que continham fissuras,
saliéncias ou qualquer tipo de feicdo que favorecesse a adesdo das células a este
polimero, que se destaca por sua superficie lisa e brilhante. Destaca-se que os
plasticos utilizados no presente estudo, para fins de padronizacido e compararcgao,
eram virgens, ou seja, sem nenhum contato com o ambiente aquatico prévio ao
experimento. Apds a entrada dos polimeros no ambiente marinho, entretanto, os
plasticos sofrem um processo irreversivel de envelhecimento. Como consequéncia,
em MPs, a biomassa microbiana do biofilme aumenta em plasticos envelhecidos, em
relagédo aos virgens (SHAN et al., 2022). Isso sugere que, no meio natural, a formagao
de biofilme deva ser intensificada em itens plasticos que ja sofreram algum processo
de desgaste/envelhecimento.

Ao longo do tempo, as variedades de microrganismos que colonizam a superficie
dos plasticos vdo mudando em fungdo de mudancas fisico-quimicas e bioldgicas,
tanto na agua quanto no substrato (PATIL et al., 2005). O assentamento gradativo dos
micro-organismos aumenta a forga de ades&o sobre os plasticos, tornando-os bons
substratos para outros individuos se estabelecerem, incluindo macroalgas e
macroinvertebrados em estagios mais avangados de colonizagao/bioincrustagao
(ZARDUS et al.,, 2008; BATISTA et al., 2019). Neste momento, processos de
competicdo e herbivoria passam a ser importantes no controle da abundéncia,
diversidade e dominancia dos organismos vivendo sobre estes substratos, incluindo
microalgas. Durante floragbes de microalgas nocivas, as densidades celulares sobre
os substratos artificiais sdo proporcionais a abundancia destas no ambiente (TESTER
et al.,, 2014). Dinoflagelados podem colonizar substratos artificiais dentro de um
periodo de 24 a 48 horas (TESTER et al., 2014; TIBIRICA et al., 2019; presente
estudo). A partir dai, estudos in situ indicam que as diatomaceas passam a ser
dominantes (TESTER et al., 2014), o que n&o foi observado em laboratorio com as
duas espécies testadas no presente estudo, sob condigbes ambientais controladas e
auséncia de herbivoria.

No presente estudo, células do dinoflagelado P. lima foram invariavelmente mais
abundantes (densidades celulares ~10x superiores) do que as diatomaceas bénticas
co-ocorrentes em todos os tipos de plasticos avaliados, ao longo dos sete dias de
exposicao. Os fatores envolvidos nas relagbes de competicdo entre as espécies por
substratos artificiais ainda precisam ser melhor compreendidos, mas provavelmente
envolvem um conjunto de particularidades fisicas e quimicas da superficie do plastico,
como sua textura, porosidade e/ou a liberagao de compostos, que afetam a adesao e
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o desenvolvimento de micro-organismos especificos. Outros fatores determinantes
incluem a densidade de células no ambiente, as condi¢gdes de correntes e turbuléncia,
e outros fatores ambientais que promovem ou inibam o contato e a adesao das células
ao plastico. Caso essa dominancia de P. lima sobre as diatomaceas também ocorra
no ambiente marinho, pode haver um impacto significativo nas dinamicas ecoldgicas
locais. Assim, € crucial que os processos de sucessao e competicao pela colonizagao
de substratos plasticos sejam melhor investigados no ambiente natural, como uma
ferramenta para mitigar os potenciais impactos desses estressores multiplos para a
vida marinha e a saude humana.

5.1.5. CONCLUSAO

Neste estudo, observou-se que, apds somente 24 horas em contato com a
suspensao contendo células de microalgas em agua do mar, o biofime se
desenvolveu no plastico de forma visivel a olho nu. Embora a diatomacea seja dita de
maior poder de colonizag&o, a microalga téxica P. lima foi predominante ao longo dos
sete dias de experimento. Isso demonstrou que o plastico pode ser mais prejudicial a
saude dos animais marinhos quando estiver densamente colonizado por microalgas
produtoras de toxinas, como em situagdes de floracao.

A colonizac&do das microalgas em diferentes tipos de plasticos mostrou ser um
processo complexo, que depende do tipo do polimero, do tempo de exposigcao, da
espécie de microalga em questéo e da densidade de células no ambiente. A formagéo
de biofilme parece ser parcialmente influenciada pelo tipo de polimero que compde o
material plastico, embora a medida em que o biofilme atinge estagios mais avangados
de formacdo, a superficie plastica vai sendo modificada e outros fatores
biofisicoquimicos devem assumir maior influéncia sobre a abundéancia e a composicao
das microalgas formadoras do biofilme. No presente experimento de curta duragao (7
dias), dinoflagelados se mostraram colonizadores mais eficientes de diferentes itens
plasticos, incluindo bandejas rigidas comuns (polipropileno, PP), sacolas plasticas de
compras (polietileno de alta densidade, PEAD), embalagem/pack de bebidas
transparente (polietiieno de baixa densidade, PEBD) e até mesmo de um polimero
muito usado como embalagens e rétulos na industria alimenticia (polipropileno
biorientado, BOPP).

Este estudo contribui significativamente para a compreensdo da dinamica de
formacédo de biofilmes microbianos sobre plasticos marinhos, fornecendo insights
valiosos sobre como diferentes tipos de plasticos podem se tornar substratos
favoraveis para microalgas produtoras de toxinas. Quando densamente colonizados
por microalgas contendo compostos toxicos, como em situagdes de Floragbes de
Algas Nocivas, os residuos plasticos podem representar um risco adicional para a vida
marinha. Embora as diatomaceas sejam tradicionalmente consideradas colonizadoras
dominantes, o dinoflagelado toxico P. lima predominou durante todo o experimento.
Portanto, os processos de sucessao e competicdo pela colonizacdo de substratos
plasticos devem ser investigados no ambiente natural, pois esse conhecimento é
fundamental para mitigar os riscos relacionados a formagdo de biofilmes de
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microalgas toxicas sobre esses materiais e, assim, proteger tanto os ecossistemas
marinhos quanto a saude humana.
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5.2. CAPITULO 2

INTERACOES ENTRE POLUICAO PLASTICA, MICROALGAS E SUAS TOXINAS:
POTENCIAIS ESTRESSORES PARA TARTARUGAS-VERDE JUVENIS (Chelonia
mydas)?

RESUMO

As tartarugas marinhas sao classificadas globalmente como espécies ameacadas
de extingdo. Interagbes com lixo plastico tém sido registradas em todas as sete
espécies que ocorrem no mundo, sendo a tartaruga-verde (Chelonia mydas) a que
apresenta ocorréncias mais frequentes. Comumente, as tartarugas ingerem itens
plasticos das mais variadas formas e tamanhos, e a cobertura por biofilmes
microbianos contribui para tornar estes detritos mais semelhantes aos alimentos
naturais. Para agravar a situagédo, algumas microalgas que colonizam os plasticos
produzem potentes toxinas, de modo que os plasticos flutuantes podem se
transformar em vetores alternativos de compostos toxicos para estes animais. Neste
estudo foram analisadas amostras de conteudo do trato gastrointestinal de individuos
juvenis de tartarugas-verde (n = 46) encalhados mortos no litoral do Parana ao longo
de quatro meses em 2022. As amostras foram submetidas a analises microscopicas
para identificar e quantificar a presenga de microalgas tdxicas e ndo-tdxicas no trato
de tartarugas que continham ou nao plasticos em seu interior. As tartarugas-verde
analisadas possuiam uma grande diversidade de microalgas em seus sistemas
digestivos, sobretudo de espécies tipicas de ambientes estuarinos e costeiros. Por
outro lado, a presenga de microalgas oceénicas sugere que algumas tartarugas
podem utilizar areas de alimentagdo mais afastadas da costa. A abundancia total de
microalgas foi maior nos individuos que n&o apresentavam detritos plasticos
macroscopicos no trato. Quatro taxons potencialmente toxicos de dinoflagelados
foram encontrados nas amostras, incluindo taxons produtores de toxinas diarreicas,
como Dinophysis acuminata (densidade maxima: 21 células g'), Dinophysis tripos (1
célula g') e Prorocentrum lima (até 89 células g'); e Ostreopsis cf. ovata (até 39
células g'), que produz neurotoxinas analogas a palitoxina. Todos os taxons
toxigénicos ocorreram em maior frequéncia e abundéancia no intestino em relagdo ao
estbmago e esdfago, tanto nas tartarugas que continham plasticos em abundancia
como naquelas em que os residuos eram imperceptiveis. Amostras de tecidos de
estdbmagos, intestinos e figados foram coletadas e as concentragdes de ficotoxinas
lipofilicas foram determinadas por HPLC-MS/MS. O acido ocadaico (OA), uma toxina
diarreica, foi detectado em diferentes amostras de tecidos de quase metade (21/46)
das tartarugas-verde amostradas durante o estudo. Sua presencga foi mais frequente
nos tecidos intestinais (maximo: 13 ng g™'; n=13) e em animais que tinham registro de
interagcdo com residuos sélidos antropicos (n=11). O OA foi detectado também no
estdmago (maximo: 30 ng g'; n=2) e no figado (10 ng g™'; n=1) das tartarugas. Assim
como a ingestdo de residuos plasticos, a frequente presenca de niveis baixos a
moderados de OA em tartarugas-verde nesta regido pode representar uma ameaca
adicional a saude destes animais. Compreender a interagdo entre microalgas toxicas
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e plasticos no ambiente e na dieta das tartarugas é fundamental para a conservagéo
dessa espécie ameacada.

Palavras-chave: Lixo plastico; Dinoflagelados toxicos; Tartaruga marinha; Ingestao
de plastico; Toxinas diarreicas; Saude unica.

ABSTRACT

Sea turtles are globally classified as endangered species. Interactions with plastic
waste have been documented in all seven species worldwide, with the green turtle
(Chelonia mydas) displaying the highest prevalence. Turtles frequently ingest plastic
items of various shapes and sizes, and the presence of microbial biofilms on these
plastics enhancethem resemble natural food even more. To exacerbate the situation,
some microalgae that colonize plastics produce potent toxins, turning floating plastics
into alternative vectors for toxic compounds in the marine food chain. In this study, we
examined samples of gastrointestinal tract (GIT) contents from juvenile green turtle
individuals (n=46) dead-stranded on the coast of Parana. The samples underwent
microscopic analysis to identify and quantify the presence of toxic and non-toxic
microalgae in the turtles' GITs, distinguishing between turtles with and without plastic
debris inside. The analyzed green turtles contained a wide variety of microalgae in their
digestive systems, particularly species that are representative of estuarine and coastal
environments. Conversely, the presence of typically oceanic microalgae suggests that
some turtles may utilize feeding areas farther off the coast. Total microalgal abundance
was higher in individuals lacking macroscopic plastic debris in their GITs. Four
potentially toxic dinoflagellate taxa were identified in the samples, including those
producing diarrhetic shellfish toxins such as Dinophysis acuminata (maximum density:
21 células g'), Dinophysis tripos (1 cell g'), and Prorocentrum lima (up to 89 células
g"), as well as Ostreopsis cf. ovata (39 células g'), which produces neurotoxins similar
to palytoxin. All toxigenic taxa occurred more frequently and abundantly in the
intestines compared to the stomach, regardless of the presence of plastic waste.
Tissue samples from stomachs, intestines, and livers were collected, and
concentrations of lipophilic phycotoxins were determined using HPLC-MS/MS.
Okadaic acid (OA), a diarrheal toxin, was detected in various tissue samples from
nearly half (21/46) of the sampled green turtles during the study. Its presence was
more common in intestinal tissues (maximum: 13 ng g-1; n=13) and in animals with a
history of interaction with anthropogenic solid waste. OA was also found in the stomach
(max: 30 ng g'; n=2) and liver (10 ng g''; n=1) of turtles. In addition to the ingestion of
plastic waste, the frequent presence of low to moderate levels of OA in green turtles
may pose an additional threat to the health of these animals in this region.
Understanding the interaction between toxic microalgae and plastics in the
environment and in the turtles' diet is crucial for the conservation of this endangered
species.



45
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5.2.1. INTRODUCAO

As tartarugas marinhas sao classificadas globalmente como espécies ameacadas
de extingdo (IUCN, 2023). As principais causas de impactos as suas populagdes s&o
a interacdo com atividades pesqueiras e a degradagao de seus habitats, seja pela
ocupacgao da orla, alteragdes de ambientes costeiros, poluicdo ou inser¢cao de
patdogenos no ecossistema marinho (FLINT, 2013). Ha registros de interagdo com
plasticos para todas as sete espécies que ocorrem no mundo, sendo a tartaruga-verde
(Chelonia mydas) a que apresenta as maiores frequéncias de ocorréncia (GALL e
THOMPSON, 2015; LYNCH, 2018). A interagdo com residuos plasticos, sobretudo a
ingestdo ou enroscamento, destaca-se como uma das principais ameagas a esta
espécie, tanto nas avaliagbes globais (WILDERMANN et al., 2018) quanto no Plano
de Acdo Nacional para a conservagdo das tartarugas marinhas no Brasil
(ICMBIO/MMA, 2017).

A ingestéo de plasticos causa sérios danos ao trato digestorio, incluindo lesées,
obstrucdo e uma falsa sensacdo de saciedade com consequente desnutricao
(GUEBERT-BARTHOLO et al., 2011). A ingestédo acidental pode provocar impactos
diretos e indiretos, que vao desde alteracdes na flutuabilidade, formacgao de fecalomas
nos intestinos, até a morte por inanicdo em casos mais graves (BUTTERWORTH et
al., 2012). Os plasticos podem, ainda, representar fontes de compostos toxicos aos
organismos que os ingerem/incorporam, pois, parte de seus constituintes age como
desreguladores enddécrinos (EDCs), tais como o bisfenol-A e os ftalatos.
Adicionalmente, os plasticos podem servir como fontes de poluentes orgéanicos
persistentes (POPs), os quais se adsorvem a sua superficie no ambiente aquatico. Ao
serem ingeridos, os POPs adsorvidos aos plasticos podem se tornar biodisponiveis
para os organismos (ENDO et al., 2005; TEUTEN et al., 2009; GALLO et al., 2018).

A ingest&o de detritos marinhos por tartarugas marinhas vem sendo documentada
no litoral do Parana desde 2003. Nesta regido, foi observada a ingestao de plasticos
por mais de 70% dos individuos juvenis de tartarugas-verde (GUEBERT-BARTHOLO
et al., 2011; VELEZ-RUBIO et al., 2015; GAMA et al., 2016; SANTOS et al., 2016;
NUNES et al., 2019). Tartarugas-verde juvenis entre ~25 a 60 cm de comprimento
curvilineo da carapaga (CCC) s&o as mais vulneraveis a ingestao de detritos marinhos
devido ao seu habitat alimentar costeiro (NELMS et al., 2015; ANDRADE et al., 2016;
GAMA et al., 2016; LYNCH, 2018). Os plasticos ingeridos por estes animais sao
principalmente constituidos de polimeros flutuantes de baixa densidade, sendo
majoritariamente compostos de polietileno de baixa densidade (PEBD; 51%),
polipropileno (PP; 26%), polietileno (PE) de composi¢cdo desconhecida (10%); e PE
de alta densidade (5%) (JUNG et al., 2018).

Em animais que possuem uma seletividade alimentar sensorial, seja visual e/ou
quimica, a ingestdo acidental de residuos plasticos tende a ser agravada pela
agregacéao de fauna e flora sobre a sua superficie, uma vez que conferem ao plastico
odor, cor e paladar semelhantes aos de seus alimentos naturais (GREGORY, 2009;
SCHUYLER et al., 2014; NELMS et al., 2015; PFALLER et al., 2023). Dentre as
principais microalgas que colonizam os detritos plasticos, algumas espécies
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potencialmente toxicas, principalmente as de habito béntico, podem alcancar
abundancias relativamente elevadas em ocasides excepcionais (CASABIANCA et al.,
2019; TIBIRICA et al., 2019). Desta forma, os plasticos flutuantes no meio marinho
sdo capazes de carregar espécies de microalgas produtoras de compostos
neurotoxicos, podendo atuar como vetores adicionais destas substancias na cadeia
trofica, inclusive no ambiente pelagico, onde as toxinas de microalgas bénticas n&o
estariam usualmente disponiveis para todos os niveis troficos (CASABIANCA et al.,
2019; LEITE et al., 2022).

Observacdes microscopicas de detritos plasticos recolhidos na costa catala do
Mar Mediterrdneo, por exemplo, identificaram a ocorréncia de comunidades
diversificadas e complexas de diatomaceas bénticas e de pequenos flagelados (<20
um). Alguns fragmentos plasticos estavam densamente colonizados por
dinoflagelados potencialmente produtores de compostos neurotdéxico, como
Ostreopsis sp. e Coolia sp. (MASO et al., 2003). Entre 35% e 45% das aguas costeiras
do mundo estdo atualmente sob risco moderado de colonizagdo plastica por
dinoflagelados bénticos toxigénicos, especialmente em regides subtropicais e
temperadas, para onde a dispersdo de microalgas bénticas téxicas pode ser
particularmente facilitada pelos residuos flutuantes de plasticos (LEITE et al., 2022).

Além de neurotoxinas, as toxinas diarreicas acido ocadaico (OA) e dinofisistoxinas
(DTXs), produzidas por espécies bénticas de Prorocentrum e planctbnicas de
Dinophysis, também podem ser encontradas sobre detritos plasticos (MASO et al.,
2016; LARSSON et al., 2018). Tais rejeitos representariam assim fontes adicionais de
ficotoxinas para organismos marinhos como as tartarugas-verde. Em conjunto com os
plasticos, micro-organismos contendo compostos téxicos podem ser, desta forma,
acidentalmente ingeridos e agravar potencialmente os efeitos deletérios destes
poluentes a saude animal. O OA, por exemplo, tem sido apontado como um cofator
ambiental da doenca viral fibropapilomatose em tartarugas-verde (LANDSBERG et al.,
1999; ARTHUR et al., 2008). Tanto o OA como as células dos dinoflagelados que o
produzem ja foram encontrados no trato gastrointestinal (TGI) de individuos desta
espécie no litoral do Parana (MOREIRA-GONZALEZ et al., 2023). Entretanto, o papel
dos detritos plasticos como potenciais vetores de toxinas para a fauna marinha ainda
precisam ser elucidado com mais clareza.

Considerando-se a grande quantidade de residuos plasticos ja presentes no
oceano, a pronta colonizagao destes residuos por microalgas potencialmente toxicas
(ver capitulo anterior), a elevada frequéncia de ingestao de plasticos pela tartaruga-
verde, e a escassez de estudos que envolvam esses fatores em conjunto, torna-se de
grande relevancia o conhecimento sobre o potencial dos plasticos servirem como
vetores de biotoxinas para esta espécie ameacada de extingdo. Sendo assim, a
presente investigagdo examinara as possiveis associagdes entre a presenga de
detritos plasticos, microalgas marinhas e/ou de biotoxinas nos conteudos alimentares
e tecidos digestivos de individuos juvenis de tartarugas-verde, a fim de avaliar os
potenciais efeitos aditivos negativos para a sua saude.
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5.2.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.2.1. Coleta e processamento das amostras

Juvenis de tartarugas-verde encontrados encalhados mortos nas praias do litoral
do Estado do Parana, foram coletados pela equipe do Laboratorio de Ecologia e
Conservacédo (LEC/UFPR), como parte do Projeto de Monitoramento de Praia da
Bacia de Santos (PMP-BS)!' (Mapa 1). Os dados biolégicos de cada individuo
necropsiado foram obtidos a partir da plataforma de dados publicos denominado
“Sistema de Informacg&o de Monitoramento da Biota Aquatica” (SIMBA-Petrobras). Os
animais frescos ou em estado inicial de decomposicao séo recolhidos e conduzidos
para a necropsia, na qual o TGl dos animais é retirado para analise. O presente estudo
consistiu na obtencao e analise de amostras das fragdes microscépicas do conteudo
dos TGls de tartarugas-verde contendo quantidades contrastantes — i.e., quantidades
abundantes ou imperceptiveis — de detritos plasticos macroscépicos em sua
composicdo. Os TGls com aparente auséncia de plasticos eram dominados por
macroalgas e gramineas marinhas, itens alimentares comuns na dieta destas
tartarugas.
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Mapa 1 - Mapa da area de amostragem de individuos de tartarugas-verde juvenis encalhadas mortas ao longo
do litoral do Estado do Parana, sul do Brasil, onde o Laboratério de Ecologia e Conservagéo (LEC/UFPR)
realiza, por meio do PMP-BS" 0 monitoramento regular diario e a coleta de espécimes.

" PMP-BS ¢ uma condicionante ambiental do IBAMA a Petrobras vinculada a exploracdo de dleo na Bacia de
Santos, no ambito do Pré-sal. No Parana ¢ executada pela UFPR por meio de convénio tripartite entre UFPR,
UNIVALI e FUNPAR.
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Entre abril e agosto de 2022, 46 animais encalhados continham conteudo
estomacal e intestinal passivel de amostragem. Amostras do conteudo intestinal
puderam ser obtidas a partir de 40 individuos distintos, sendo que 20 continham
quantidades abundantes de plasticos e, nos outros 20, o conteudo era composto por
itens alimentares organicos, com auséncia ou quantidades muito limitadas de detritos
plasticos macroscopicos (Figura 5). As amostras de conteudo estomacal também
foram obtidas, mas neste caso a partir de 32 individuos, sendo que sete deles
continham residuos plasticos em abundancia e 25 n&o continham quantidades
perceptiveis de detritos plasticos macroscopicos.

Figura 5 - Procedimento de obtencdo de amostras do trato gastrointestinal (TGI) de tartarugas-
verde na area de necropsias do LEC (Laboratério de Ecologia e Conservagéo): A,B) Abertura das
secgOes do trato para retirada de seu contetido; C) Macroalgas pertencentes a Divisdo Rhodophyta
e género Ulva, presentes no estdbmago de um individuo. D) Residuos antrépicos coletados no
conteudo intestinal de outro individuo; e E) Conteudo liquido retirado para contagem das células de
microalgas na fragdo microscopica de uma segao do TGI.

Adicionalmente, amostras de ~1,5 g de tecidos do estdbmago, intestino e figado
foram retiradas durante a necropsia a partir de 32, 40 e 46 individuos distintos,
respectivamente. Os tecidos do estdbmago e intestino foram exaustivamente lavados
com agua do mar filtrada em filtro 0,22 uym, para remogao de eventuais células de
microalgas produtoras de toxinas que estivessem aderidas as membranas. Todas as



50

fracbes de tecidos foram acondicionadas em microtubos de centrifuga (Eppendorf) e
congelados a -80°C para posterior determinacdo da presenga de biotoxinas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do termo em inglés High-
Performance Liquid Chromatography).

5.2.2.2. Contagem microscopica das células de microalgas

Os detritos plasticos contidos em cada parte do TGl (Figura 5) foram
cuidadosamente separados, pesados em balanca semi-analitica com preciséo de 1 x
102 g, e colocados em potes de 500 mL, contendo 200 mL de agua do mar filtrada
(0,22 um). Os potes foram agitados vigorosamente por 3 min para destacar as
microalgas dos materiais plasticos. O conteudo foi peneirado através de duas peneiras
posicionadas sucessivamente, a primeira com uma malha de 200 ym, para eliminar
particulas maiores e a seguinte com malha de 20 ym para reter as microalgas de
interesse. O residuo contido na peneira de 20 ym foi recuperado e o volume do
conteudo (50-200 mL) foi mensurado em uma proveta (Nalgon). O liquido filtrado foi
preservado com solucdo de Lugol a 1% para identificagdo microscépica e enumeragao
das células de microalgas. Antes da contagem das células, o excesso de sedimentos
mais grosseiros foi removido de todas as amostras, usando o método descrito em
Brustolin et al. (2016). Brevemente, as amostras foram homogeneizadas e aliquotas
de 70 mL de cada amostra foram dispensadas em um tubo de vidro cilindrico de 24 x
2 cm (altura x diametro). Apos 3 min para o assentamento das particulas de sedimento
maiores, as amostras foram retiradas do tubo com uma pipeta Pasteur a 5 cm de
profundidade. A enumeragdo das células de microalgas foi realizada usando uma
camara de Sedgewick-Rafter a partir de uma aliquota sedimentada de 1 mL, e a
densidade celular, representando a abundéncia das microalgas, foi expressa como
células g~' (peso umido) de contetido digestivo total (itens organicos e/ou plasticos).

5.2.2.3. Analise de toxinas

Para a extrac&o das ficotoxinas lipofilicas, as amostras de tecidos de estbmago,
intestino, e figado previamente lavadas foram descongeladas, sendo adicionado um
volume de metanol (MeOH) grau HPLC 99,8% em uma proporgao de 9:1 (mL:g) para
a pesagem dos tecidos. Os tecidos foram rompidos com o auxilio de um
microtriturador de tecidos (Ultraturrax), a 20.000 rpm durante 3 min. Apos este
procedimento, a amostra foi centrifugada por 3 min a 2.800 rpm (1500 x g). Uma
aliquota de 1 mL do sobrenadante foi filtrada em filtro de seringa (PTFE hidrofilico,
0,22 ym porosidade, 13 mm didmetro) e armazenado em frasco de vidro do tipo "vial"
de 2 mL.

As toxinas lipofilicas foram analisadas por cromatografia liquida com detecgéo por
espectrometria de massas tipo tandem (LC-MS/MS), usando um sistema de HPLC
Agilent 1260 (EUA) acoplado a um espectrbmetro de massas triplo quadrupolo
3200AB Q-TRAP (AB Sciex; EUA), seguindo o protocolo da Unido Europeia (EU-RL-
MB 2015). Os compostos foram detectados usando um monitoramento de reagéo
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multiplo (MRM) com a fonte de ions no modo negativo. As toxinas lipofilicas analisadas
incluiram as toxinas diarreicas acido ocadaico (OA) e dinofisistoxinas (DTXs), além de
pectenotoxinas (PTX), azaspiracidos (AZA) e yessotoxinas (YTX). As transi¢cdes MRM
(pares de ions precursores e seus fragmentos caracteristicos) foram selecionadas e
monitoradas de acordo com os parametros descritos em EU-RL-MB (2015).

As separagdes cromatograficas foram realizadas a 20 °C, utilizando uma coluna
C-18 (50 x 4, 6 mm ID, 1, 8 ym; Phenomenex). As fases méveis foram constituidas
por (A) 100% de agua e (B) 95% de acetonitrila + 5% de agua, ambas contendo
formiato de aménio 2 mM e acido férmico 50 mM. Um gradiente de eluicéo (a 0,3 mL
min~') foi aplicado da seguinte forma: inicio em 80:20% (A:B), aumentando
gradativamente para 100% de B ao longo de 8 min e mantendo por 3,5 min em 100%
de B, antes de retornar a condig&o inicial até o final da analise (13 min no total). As
concentragdes de OA nas amostras foram calculadas utilizando o software Analyst® a
partir de curvas de calibracao feitas com diluicbes seriadas do material de referéncia
certificado (National Research Council, Halifax, Canada), preparado em metanol nas
seguintes concentragdes: 3,37; 10,12; 20,25; 40,5; e 81,0 ng mL™'. O volume de
injecao foi de 20 yL para as amostras e 5 pL para as solugdes de calibragdo. O limite
de detecgdo (LOD; 1,21 ng mL™") e o limite de quantificagdo (LOQ; 4,04 ng mL™")
foram calculados pelas formulas: LOD = [(3 x DP)/b]; e LOQ = [(10 x DP)/b], onde
‘DP” é o desvio padrdao da area do pico detectado em analises repetidas da
concentragdo minima mensuravel de OA em uma solug&o padréo (n =5) e “b” é a
inclinacéo da regresséo linear obtida a partir da curva de calibragdo. As concentragdes
calculadas de toxinas foram expressas em ng g™ de tecido (peso tmido).

5.2.2.4. Analise estatistica

Como a abundéncia de células de microalgas no TGl das tartarugas-verde n&o
seguiu uma distribuicdo normal, um teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis) foi
realizado para comparar a abundéancia de células dos principais grupos de microalgas
— ou das espécies potencialmente tdxicas — entre: (i) as fragdes do trato digestivo
(estbmago ou intestino), (i) os grupos que continham, ou n&o, plasticos em
abundéancia no TGl, e (iii) os meses de amostragem. Mediante a deteccdo de
diferengas significativas entre os grupos, foi aplicado o teste post-hoc de Dunn,
seguindo o método de Benjamini-Hochberg, para comparagbes multiplas.
Adicionalmente, foi utilizada a correlagdo de Pearson para avaliar a relagado entre as
concentracdes de OA nos tecidos e a abundancia celular de espécies produtoras de
OA no conteudo digestivo. Valores de P < 0,05 foram utilizados como padr&o para
significancia estatistica. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software estatistico R Studio (R-4.3.1, 2023).
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5.2.3. RESULTADOS

5.2.3.1. Composigao e abundancia de microalgas no conteudo do trato
digestivo

Foram analisadas 46 tartarugas, que possuiam comprimento curvilineo da
carapaga (CCC) entre 28,6 e 66,0 cm (média de 35,1 cm). Tartarugas-verde com
valores de CCC menores do que ~45 cm continham itens plasticos com mais
frequéncia do que individuos maiores (Grafico 3), no entanto esta diferenca nao foi
estatisticamente  significativa (p = 0,20). Tumores por infeccdo viral
(fibropapilomatose) foram confirmados em somente um individuo, estando ausentes
em 27 tartarugas, e a condicdo ndo pode ser determinada (ND) em outros 17
individuos por estarem em decomposi¢cdo avangada. Por fim, de acordo com dados
do programa SIMBA, 36 das 46 tartarugas-verde (78,3%) continham a presenca de
algum tipo de residuo sélido antropico (RSA) no seus TGls (Anexo ).
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Grafico 3 - Bloxplot das medidas de comprimento curvilineo da
carapaca (CCC, em cm) dos individuos que continham (“sim”)
ou ndo continham (“ndo0”) macroplasticos em abundancia no
contetdo do TGI. Os circulos indicam outliers.

Entre as tartarugas-verde avaliadas, foi registrada uma grande riqueza de
espécies de microalgas nas amostras da fragdo microscopica do conteudo do TGl
(Figura 6; Anexo Il). As diatomaceas, em conjunto, constituiram o grupo de microalgas
mais comum (87% de frequéncia) e mais abundante (P= 0,01) no TGI das tartarugas,
atingindo um valor maximo no intestino de 33.297 células g'. Os taxons mais
frequentes nas amostras incluiram as diatomaceas né&o-toxicas Cylindrotheca spp.,
Navicula spp., Amphora spp., Diploneis ssp., Pleurosigma spp., Asterionellopsis spp.,
Coscinodiscus spp., Cyclotella sp., Licmophora sp., Melosira spp., Thalassionema
spp. e Thalassiosira sp. Além disso, os dinoflagelados nao-téxicos foram um grupo de
microalgas relativamente frequente, estando presentes em 64% das amostras e
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atingindo uma abundancia maxima de 511 células g’ nos estdmagos. As espécies
que mais ocorreram nas amostras analisadas foram Prorocentrum micans,
Prorocentrum scutellum, Phalacroma rotundatum e Ornithocercus spp. O grupo
taxonémico dos silicoflagelados também esteve presente em 29% das amostras,
atingindo uma abundancia maxima de 185 células g’ nos intestinos.

15 3

Figura 6 - Microalgas encontradas em amostra de conteudo estomacal de tartaruga-verde, Chelonia mydas.
A,B) Silicoflagelados - A) Dictyocha octonaria, B) Dictyocha fibula.; C) Ebria tripartita; D,E,F) Diatomaceas - D)
Biddulphia pulchella, E) Climacosphenia moniligera, F) Planktoniella sol; G,H,l) Dinoflagelados - G) P. micans,
H) P. scutellum, 1) Pyrophacus steinii . Escalas = 10 um; exceto E) = 20 um.

Quatro taxons potencialmente toxicos de dinoflagelados foram encontrados no
conteudo do TGI das tartarugas-verde examinadas, incluindo taxons produtores de
toxinas diarreicas, como o complexo Dinophysis acuminata, que atingiu a abundancia
maxima no intestino de 21 células g' e esteve presente em 2,8% das amostras, o
complexo Prorocentrum lima, com maximo no intestino de 89 células g e presente
em 1,4 % das amostras, e Dinophysis tripos, com abundancia maxima no intestino de
1 célula g (1,4%). Além destes, o dinoflagelado Ostreopsis cf. ovata, que produz
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neurotoxinas analogas a palitoxina, alcangou a abundancia maxima no intestino de 39
células g (2,8%), sendo registrado em duas amostras (Figura 7).

Figura 7 - Dinoflagelados toxicos encontrada em amostra de conteudo estomacal de tartaruga-verde. A)
Dinophysis acuminata; B) Dinophysis tripos; C) Ostreopsis cf. ovata; D) Prorocentrum lima. Escalas = 10 um.

A abundancia total de células de microalgas foi maior nos intestinos do que nos
estdbmagos (p = 0,002), e nas amostras que nao continham plasticos com relagéo as

que continham (p = 0,03). Nas amostras virtualmente sem plastico, a densidade total
de microalgas atingiu um valor maximo de 33.489 células g' (média + DP: 7.586 +
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4.137) no intestino e 20.085 células g (5.078 + 2.490) no estbmago. Em contraste,
nos individuos que haviam ingerido grandes quantidades de plastico, a abundéancia
total de microalgas alcangou somente 3138 células g' (453 + 48) no intestino e 35
células g (12 % 8) no estébmago (Grafico 4).
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Grafico 4 - Abundancia celular média de microalgas presentes no contetido digestivo de tartarugas-
verde encontradas encalhadas mortas ao longo da costa paranaense, sul do Brasil, durante os
meses de abril até agosto de 2022. A abundéncia de todas as espécies de microalgas somadas
esta representada no painel da esquerda, e das espécies produtoras de toxinas na direita. Letras
diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre as duas fra¢des do trato
digestivo (estdmago e intestino). Um asterisco acima das barras indica diferengas estatisticamente
significativas (P < 0,05) entre as fragbes com plastico (barras em cinza escuro) e sem plastico (cinza
claro).

A abundéncia das células de dinoflagelados téxicos, em conjunto, foi maior no
intestino do que no estébmago, entretanto os valores ndo foram significativamente
distintos entre si (p = 0,10). Contudo, considerando somente a fragcao do intestino, os
valores foram significativamente maiores (p = 0,04) nos individuos que continham
itens plasticos (max.: 89 células g-'; média + desvio padrdo, DP: 9 + 2 células g') do
que naqueles aparentemente sem plasticos (max.: 43 células g'; média + DP: 21 + 7
células g'). Em contraste, ndo foram encontradas microalgas produtoras de toxinas
nos estdbmagos que continham plastico, somente naqueles aparentemente sem
plasticos (max.: 30 células g-', média + DP: 6 + 1 células g') (Grafico 4).

5.2.3.2. Toxinas em amostras de tecido digestivo

O acido ocadaico (OA) foi detectado em diferentes amostras de tecidos de 14
tartarugas-verde encalhadas no litoral do Parana durante o periodo investigado. No
tecido do estdbmago, o OA foi quantificavel em somente duas tartarugas, das quais
uma continha plastico no TGI (5 ng g”'; média + DP: 2+ 0,7 ng g') e a com a maior
concentragédo de OA detectada nos tecidos do TGl (30 ng g™'; média + DP: 6 + 1,2 ng
g~") na Unica tartaruga cujo tecido do figado continha niveis detectaveis de OA (10 ng
g™"). Apesar disso, a presencga de niveis quantificaveis da toxina foi mais frequente em
tecidos intestinais (P= 0,009), ocorrendo em 13 individuos, sendo que sete continham
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residuos plasticos (max.: 10 ng g'; média £ DP: 3 + 2 ng g') em seus TGls e seis néo
(max.: 13 ng g'; média £+ DP: 3+ 1,8 ng g') (Tabela 1).

cod. tartaruga (SIMBA) Ano Més TGl Plastico . OAng g-'

CEMO030434 2022 abril estomago nao 30
CEMO045745 2022 julho intestino nao 13
CEM029008 2022 julho intestino sim 10
CEMO054099 2022 julho intestino sim 10
CEMO030386 2022 agosto intestino nao 8
CEMO037957 2022 maio intestino sim 6
CEMO038030 2022 julho intestino nao 6
CEMO029008 2022 julho estomago sim 5
CEMO038085 2022 julho intestino sim 5
CEMO028477 2022 julho intestino nao 4
CEMO012598 2022 maio intestino sim 3
CEMO038235 2022 julho intestino nao 3
CEM052437 2022 junho intestino sim 3
CEM052438 2022 junho intestino sim 3
CEM053995 2022 julho intestino nao 2

Tabela 1 — Tabela com o codigo de identificagdo da plataforma SIMBA-Petrobras das tartarugas que tiveram
niveis de toxinas em seus tratogastrointestinal (TGlI).

Os niveis de toxina no intestino (entre os dois grupos com e sem plastico) n&o
foram significativamente distintos (p = 0,20). Em oito tartarugas contendo niveis
quantificaveis de toxinas, foi notificado algum tipo de patologia. Apenas uma néo tinha
patologia alguma e em cinco delas n&o pode ser avaliado devido ao alto nivel de
decomposicéo da carcaga. Ademais, de todas as tartarugas analisadas, apenas uma
teve presenca de fibropapilomatose, mas esta ndo apresentava um nivel detectavel
de OA nos tecidos analisados.

Além destes 14 individuos com niveis de toxina, outras sete tartarugas-verde
encalhadas apresentavam niveis-trago de OA, ou seja, concentra¢des acima do limite
de detecgdo do método analitico (0,61 ng g'), mas ndo suficientes para uma
quantificagdo confiavel (<2,02 ng g'). Todas estas sete amostras com niveis mais
baixos de OA eram de tecido intestinal, sendo cinco (71%) de individuos com relato
de RSA, quatro (57%) com alguma patologia, uma sem patologia e duas em que as
patologias ndo puderam ser avaliadas.

N&o houve uma correlagéo estatistica significativa entre o tamanho das tartarugas
e as concentragdes de OA acumuladas em seus tecidos (correlagdo de Pearson: R? =
0,0003; p = 0,90). As tartarugas com niveis mensuraveis de OA mediam, em média,
cerca de 35 cm de CCC. Oito dessas 14 tartarugas (57%) encalharam no més de julho
de 2022 (Grafico 5), correspondendo a 42% de todas as tartarugas analisadas (n =
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19) naquele més, que foi 0 més com maior numero de encalhes de tartarugas-verde
na regido durante o periodo investigado (n = 84, entre abril e agosto de 2022).

S - e Intestino
m Estdbmago
o Com Plastico
(o]
O —
N
=)
e w _
<L
O
o o o
®
n — o0
® ®
O —
T T T T
mai jun jul ago
Encalhe

Grafico 5 - Concentragio de acido ocadaico (OA, em ng g~') em tecidos de estémago e intestino de diferentes
individuos de tartarugas-verde (Chelonia mydas) com presenga e auséncia de macroplasticos no trato
gastrointestinal. Os individuos foram coletados a partir de encalhes no litoral do Parana, sul do Brasil, ao longo
de um periodo de aproximadamente quatro meses em 2022. Niveis-tragco de OA (entre os limites de detecgéo
e quantificag&o: 0,6-2,0 ng g') foram posicionados na base do eixo Y.

As concentragcdes de OA acumuladas em tecidos digestivos das tartarugas-verde
juvenis nao se correlacionaram significativamente com a soma da abundancia celular
das espécies produtoras de toxinas diarreicas — D. acuminata e Prorocentrum lima —
no conteudo do trato digestivo (correlagdo de Pearson: R? = 0.0009; p = 0,80). Das 14
tartarugas contendo niveis quantificaveis da toxina, em apenas uma delas, que
acumulou 13 ng OA g no tecido intestinal, foram detectadas células de microalgas
produtoras de OA (21 células de D. acuminata g'). Essa amostra ndo continha
macroplasticos aparentes nas amostras, e nem tinha sido relacionada a interagbes
com qualquer tipo de RSA no banco de dados do SIMBA. Nenhuma outra toxina
lipofilica foi detectada nos tecidos analisados.

5.2.4. DISCUSSAO

5.2.4.1. Caracterizagao geral da comunidade de microalgas no conteudo
digestivo das tartarugas

As microalgas presentes nas amostras de conteudo do TGl de tartarugas-verde
analisadas no presente estudo incluiam as diatomaceas, que foram o grupo de algas
mais diversas e abundantes, principalmente no intestino, seguidas pelos
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dinoflagelados e silicoflagelados. Os taxons mais abundantes e frequentes s&o
representativos das aguas estuarinas e costeiras locais, indicando alimentagéo ativa
desses animais dentro do Complexo Estuarino de Paranagua (PROCOPIAK et al.,
2006; BRUSTOLIN et al., 2014; MOREIRA-GONZALEZ et al., 2020; GUEBERT-
BARTHOLO et al., 2011; GAMA et al., 2016, 2021). Em contraste, a presenca da
diatomacea Planktoniella sol, que é indicadora de massas d’agua mais oceanicas
ligadas a circulagdo da corrente do Brasil (RAO, 1976; HASLE et al., 1997; FALCAO
et al., 2022), bem como a presencga de dinoflagelados toxicos que ndo sdo comumente
encontrados no interior do estuario, tais como Ostreopsis cf. ovata, sugerem que
alguns individuos de tartaruga-verde encalhados ao longo da costa do Parana podem
utilizar areas de alimentagdo mais expostas, como ilhas costeiras, ao longo do litoral
do Parana e/ou em estados vizinhos. A costa sul-sudeste do Brasil tem sido
identificada como um corredor ecolégico importante para a espécie (FUENTES et al.,
2020; CANTOR et al., 2020), fornecendo pistas sobre as regides de alimentagédo da
populagao. A faixa costeira do Parana, no sul do Brasil, é, de fato, uma das areas de
alimentagdo mais importantes para as tartarugas-verde recrutadas no sudoeste do
Oceano Atlantico, como indicado por varios estudos (ANDRADE et al.,, 2016;
FUENTES et al., 2020; GAMA et al., 2016; GONZALEZ CARMAN et al., 2012). Apesar
de sua importéncia e do reconhecimento global de sua biodiversidade (LANA et al.,
2001; UNESCO, 1999), essa regiao esta enfrentando fortes impactos decorrentes da
expansao das atividades humanas, tendo sido recentemente identificada por Fuentes
et al. (2020) como uma area critica de ameacas para os juvenis de tartarugas-verde.

5.2.4.2. O lixo plastico marinho e seu papel como possivel vetor de
microalgas toxicas para tartarugas

Individuos juvenis de tartarugas-verde (C. mydas), com 25 a 60 cm de
comprimento curvilineo da carapaga (CCC), sdo os mais vulneraveis a ingestao de
residuos solidos antropicos (RSAs) devido ao seu habitat alimentar costeiro
(ANDRADE et al., 2016; LYNCH, 2018; NELMS et al., 2015). De fato, dentre as
tartarugas analisadas no presente estudo, as que tinham relato de interagdo com
RSAs (78% do total), mediam entre 28 a 45 cm de CCC. Ademais, C. mydas vem
mostrando ter uma maior frequéncia de ingestdo e maior variedade de tipos de RSA
ingeridos em relagédo a outras espécies de tartarugas marinhas (RIZZ| et al., 2019).
Outros estudos tém revelado indices equivalentes ou até superiores de interagdo com
RSAs em tartarugas-verde encalhadas mortas nesta regido (GUEBERT-BARTHOLO
et al., 2011; GAMA et al., 2016; VELEZ-RUBIO et al., 2015; SANTOS et al., 2016;
NUNES et al., 2019).

O acumulo de grandes quantidades de residuos plasticos macroscépicos no trato
digestivo de tartarugas marinhas aumenta a probabilidade de les6es e mortalidade em
curto prazo (WILCOX et al., 2018). Embora seja dificil de estabelecer as causas da
mortalidade entre as tartarugas-verde amostradas no presente estudo, sabe-se que a
ingestao de detritos plasticos causa uma série de impactos negativos a saude destes
animais, incluindo a reducdo na absorcdo de nutrientes, formagao de fecalomas,
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respostas inflamatoérias e contaminagao quimica; todos os quais deprimem o sistema
imunologico e aumentam a vulnerabilidade a outras doengas e ameagas antropicas
(COLFERAI et al., 2017; GUEBERT-BARTHOLO et al., 2011).

No oceano, os detritos plasticos sao prontamente cobertos por um biofilme
composto por bactérias e microalgas bénticas, principalmente diatomaceas (EICH et
al., 2015; OBERBECKMANN et al., 2016; MICHELS et al., 2018). Por vezes, os
plasticos podem carregar espécies de microalgas bénticas produtoras de compostos
toxicos (MASO et al., 2003; CASABIANCA et al., 2019), o que os torna potenciais
vetores adicionais de ficotoxinas para a cadeia trofica, inclusive no ambiente pelagico.
Adicionalmente, as tartarugas podem ingerir microalgas toxicas que estao
normalmente aderidas aos itens naturais de sua dieta, sobretudo macroalgas e
macrofitas marinhas. Para a tartaruga-verde na regiéo investigada, a dieta inclui varias
macrdfitas que abrigam microalgas potencialmente nocivas (MOREIRA-GONZALEZ
et al., 2020), com destaque para as macroalgas Ulva spp., Sargassum spp. e
Gracilaria domingensis, além da graminea marinha Halodule wrightii, e partes de
plantas do mangue, especialmente Avicennia schaueriana (GAMA et al., 2016). Por
fim, as densidades de células de dinoflagelados toxicos em macrofitas sao
proporcionais as densidades no ambiente (TESTER et al., 2014), de modo que a
ingestao destas células deva ser maior durante periodos de floragdes de algas nocivas
(FANSs).

No presente estudo, os dinoflagelados produtores de toxinas foram relativamente
mais abundantes nos intestinos de tartarugas que continham plasticos, sugerindo uma
possivel associagdo. De fato, estudos no ambiente natural (TESTER et al., 2014;
TIBIRICA et al., 2019) e em laboratério (item 5.1. CAPITULO 1, presente estudo)
indicam que dinoflagelados bénticos toxigénicos possuem uma elevada capacidade
de colonizar as superficies plasticas e outros substratos artificiais na agua do mar,
principalmente durante as primeiras horas apds sua submersdo. Em conjunto, estes
dados sugerem que os detritos plasticos podem atuar como vetores consideraveis de
células toxicas para a fauna marinha, sobretudo para espécies que ingiram grandes
quantidades desses materiais com frequéncia, como as tartarugas-verde. Desta
forma, os potenciais efeitos nocivos aditivos provocados pela ingestdo de plasticos
contendo células téxicas devem ser cuidadosamente considerados e examinados
nestes organismos.

5.2.4.3. Acido ocadaico e microalgas produtoras no sistema digestivo das
tartarugas

As concentragdes de acido ocadaico (OA) nos tecidos digestivos das tartarugas-
verde encalhadas no litoral do Parana durante o presente estudo ndo tiveram
correlacdo com a abundancia de células das espécies produtoras pertencentes aos
complexos taxonémicos Dinophysis acuminata e Prorocentrum lima. O intestino, que
€ 0 maior responsavel pela absorgao de nutrientes em vertebrados (GUYTON e HALL,
2011), foi o tecido que mais frequentemente acumulou concentragcdes detectaveis de
OA nas tartarugas aqui examinadas. E possivel, portanto, que as toxinas lipofilicas
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presentes nas microalgas possam ser absorvidas mais eficientemente nesse 6rgao. A
deteccédo da toxina foi menos frequente no estémago e ainda mais no figado, onde foi
detectado em apenas uma tartaruga. Isso corrobora estudos anteriores realizados
nesta regido, que detectaram OA predominantemente em intestinos tartarugas-verde,
mas n&o em seus figados (MAFRA et al., 2019; MOREIRA-GONZALEZ et al., 2023),
ao passo que contraria o padrao conhecido para peixes e invertebrados como
moluscos bivalves, em que o figado e a glandula digestiva sdo os érgédos de maior
acumulo de OA, respectivamente (e.g., MAFRA et al., 2019).

De todas as amostras com detecgédo de OA, ~62% (13 de 21) continham plastico
em seu trato digestivo. No entanto, a maior concentragdo de OA detectado foi em um
tecido estomacal que n&o apresentou nenhuma ocorréncia de células microalgais,
mostrando que a toxina permanece mesmo com o conteudo alimentar ja digerido.
Essa tartaruga ndo tinha qualquer interagcdo documentada com RSA, e estava em
decomposicdo muito avangada, ainda assim, foi possivel detectar o OA em seu figado
também, sendo uma das maiores concentragdes da toxina detectadas no presente
estudo.

O OA é um potente inibidor de proteinas fosfatases, considerado um composto
promotor de tumores (VALDIGLESIAS et al., 2013). Em tartarugas-verde, tem sido
apontado como um cofator ambiental da doenga fibropapilomatose (LANDSBERG et
al., 1999; ARTHUR et al., 2008). Porém, no presente estudo, apenas um individuo
(~3%) apresentou fibropapilomatose, e este ndo tinha concentragdes detectaveis de
ao em seus tecidos. Em um estudo semelhante, de todos os animais afetados por
fibropapilomatose (n = 6), apenas um continha niveis detectaveis de OA em seus
tecidos digestivos (MOREIRA-GONZALEZ et al., 2023).

Uma tartaruga-verde teve presengca de uma espécie de diatomacea que é
indicadora de circulagdo oceénica, Planktoniella sol (RAO, 1976; HASLE et al., 1997,
FALCAO et al., 2022), que estava presente em uma amostra de intestino que continha
plastico em abundancia. Nela foi detectada uma concentragéo de OA de 10 ng g,
mesmo ndo ocorrendo microalgas produtoras desta toxina em seu conteudo intestinal.
N&o esta claro se ha uma relagdo de causalidade entre a ingestdo de plastico e o
acumulo de OA nas tartarugas, mas pode-se concluir que multiplos estressores
ambientais afetam essa espécie com elevada incidéncia na regido estudada. Das 21
tartarugas em que detectamos a presenga de OA, doze apresentavam alguma forma
de patologia, como infecgéo viral, bacteriana e parasitaria (SIMBA, 2023). E possivel
inferir que essas tartarugas estavam debilitadas e que, de alguma maneira, a
combinagao de estressores adicionais, como a ingestédo de plastico e a exposi¢céo ao
OA, possa ter contribuido para seu ébito.

5.2.5. CONCLUSAO

Espécies distintas de microalgas bénticas e plancténicas, em especial aquelas
tipicas do ambiente estuarino do litoral do Parana, sul do Brasil, estavam bem
representadas no conteudo digestivo das tartarugas-verde. Contudo, também
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estavam presentes espécies do ambiente praial, de ilhas costeiras e oceénico,
indicando que elas podem utilizar areas de alimentagao mais distantes.

Células de microalgas toxigénicas foram encontradas no trato digestivo de alguns
individuos, embora estas fossem componentes menos representativos. Quase
metade das tartarugas analisadas (21/46) continham quantidades baixas a moderadas
da toxina diarreica acido ocadaico (OA) em tecidos selecionados, especialmente nos
intestinos, mas nao houve relacio entre os niveis de toxina e a quantidade de células
toxigénicas no trato gastro-intestinal. Embora n&o se espere que os niveis de toxinas
detectados provoquem efeitos de intoxicacdo aguda nas tartarugas marinhas,
possiveis efeitos crénicos a sua saude ndao podem ser desconsiderados.

A maioria dos individuos contaminados (13/21) apresentava um histérico de
interagdo com residuos solidos antropicos. Da mesma forma, células de microalgas
produtoras de OA eram mais abundantes nos intestinos de animais que continham
residuos plasticos em seus tratos digestivos, em comparagdo com aqueles sem
plasticos. Portanto, considerando que o lixo plastico pode abrigar grandes
quantidades de células de microalgas produtoras de toxinas, principalmente durante
eventos de floragdo, € possivel que haja, de fato, um efeito negativo interativo entre
poluicédo por plasticos e as floragdes de algas nocivas (FANs) para a fauna marinha.
Neste contexto, animais ameagados de extingdo como as tartarugas-verde, com
historico de ingestado frequente de macroplasticos e uso de areas costeiras que sao
eventualmente afetadas por FANs para a alimentagdo, s&o especialmente
vulneraveis.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo abordou questdes cruciais relacionadas a poluicdo marinha por
residuos plasticos e seus potenciais impactos a saude das tartarugas-verde. Os
oceanos enfrentam um sério problema com a crescente contaminacao por plasticos,
que além de afetarem diretamente a vida marinha, também carregam consigo
substancias téxicas, elevando ainda mais 0s riscos para 0s organismos que 0s
ingerem.

A primeira parte do presente estudo teve como principal objetivo investigar a
colonizagao de diferentes tipos de plasticos por microalgas, incluindo o dinoflagelado
Prorocentrum lima, e diatomaceas bénticas ndao-toxicas. Os resultados revelaram que
a formagdo de biofilme algal ocorre rapidamente, com densidades celulares
aumentando exponencialmente ao longo do tempo. Surpreendentemente, o
dinoflagelado toxico P. lima demonstrou ser um colonizador altamente eficiente em
todos os tipos de polimeros plasticos testados. Essas descobertas destacam a
capacidade das microalgas toxicas de colonizarem os plasticos, deixando claro o
potencial dos riscos associados a ingestdo desses materiais pelos organismos
marinhos.

Assim, na segunda parte do estudo, a presente pesquisa investigou a associagao
entre a presencga de residuos plasticos e a ocorréncia de microalgas nocivas e toxinas
lipofilicas no trato gastrointestinal (TGI) de tartarugas-verde encalhadas mortas na
costa do Parana. Os resultados revelaram uma grande diversidade de microalgas nos
TGls das tartarugas, com predominéncia de células n&o-tdxicas nos intestinos em
comparagao com os estdbmagos. Foi registrada a presenga de quatro taxons de
dinoflagelados produtores de toxinas, sendo relativamente mais abundantes nos
intestinos das tartarugas que continham residuos plasticos em relagdo aquelas em
gue os macroplasticos nao eram aparentes. Quase metade dos individuos analisados
apresentou concentragdes baixas a moderadas da toxina diarreica acido ocadaico
(OA) em seus tecidos, principalmente nos intestinos. Embora seja improvavel que
esses niveis causem intoxicagdo aguda nas tartarugas, ndo pode-se descartar a
possibilidade de impactos crénicos a saude dos juvenis de tartarugas-verde. Este
estudo ndo permite uma conclusdo definitiva sobre uma relagao significativa entre a
contaminagao por OA e a ingestédo de plasticos pelas tartarugas, mas sugere que os
residuos plasticos tém o potencial de atuarem como vetores de ficotoxinas, tornando
a saude dos organismos sujeitos a essa combinagido estressores ambientais mais
vulneravel.

Os presentes achados mostram a necessidade emergente de lidar com a poluigéo
plastica nos oceanos e sua complexa interacdo com os ecossistemas marinhos. E
fundamental que medidas sejam tomadas para reduzir a entrada de plasticos nos
oceanos, bem como para entender melhor os impactos desses materiais na saude da
vida marinha, particularmente em areas propensas a floragbes de microalgas
produtoras de toxinas. Este estudo contribui para a compreensao desses desafios, na
medida em que fornece uma base valiosa para futuras pesquisas e agdes de
conservagao, sendo um dos primeiros a identificar microalgas no trato gastrointestinal
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de tartarugas-verde, e o primeiro a focar no lixo plastico como vetor dessas toxinas
algais para esta espécie ameacgada.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo |

Tabela 2 - Lista com as Tartarugas-verde analisadas no presente estudo, incluindo o cédigo obtidos a partir da
plataforma de dados publicos denominado “Sistema de Informag&o de Monitoramento da Biota Aquatica” (SIMBA-
Petrobras), que possui os dados bioldgicos de cada individuo necropsiado. Seu estagio de decomposigao (escala
numérica crescente: Nivel 2 — Carcaga Fresca: O animal ainda mantém a maior parte de sua aparéncia original.
N&o ha sinais evidentes de decomposicdo avancada; Nivel 3 - Inicio de Decomposicao: A decomposi¢cao comegou
a se instalar, com sinais claros de mudangas fisicas; Nivel 4 — Decomposi¢ao avangada: A decomposigédo avangou
significativamente, com forte deterioragdo dos tecidos. Nivel 5 — Esqueletizagdo ou Restos Secos: A maior parte
dos tecidos moles foi consumida, restando apenas 0ssos e alguns restos secos). A incidéncia de fibropapilomatose
(FP), seu comprimento curvilineo da carapaga (CCC) e informagdes sobre a presenga de plastico no estdmago
e/ou no intestino. ND: ndo determinado; n/a: dado n&o disponivel.

Codigo

Cmjdas  Edigode | Dade gp o ccc  Plicone Pt
(SIMBA)
CEM012574 4 16/04/22  ND 66.0 Estébmago Nao n/a n/a
CEMO016000 4 08/04/22 Nao 30.5 Estdmago Néo Intestino Sim
CEMO012571 4 12/04/22 Nao 35.6 Estébmago Nao Intestino Nao
CEMO012572 2 15/04/22 N&o 30.2 Estdmago Sim Intestino Sim
CEMO015999 3 16/04/22 Nao 43.3 Estébmago Nao Intestino Nao
CEMO015996 4 16/04/22  Sim  52.1 Estdmago Néo n/a n/a
CEMO030434 4 21/04/22  ND 38.1 Estébmago Nao n/a n/a
CEMO012582 3 26/04/22 Néo 341 Estdmago Sim Intestino Nao
CEMO012598 3 13/05/22 Nao 31.9 n/a n/a Intestino Sim
CEMO026490 3 13/05/22 Nao 325 Estdmago Néo Intestino Nao
CEMO012601 4 16/05/22  ND 294 Estébmago Nao Intestino Sim
CEMO037945 3 21/05/22 Néo 334 Estdbmago Sim Intestino Sim
CEMO037952 3 22/05/22 Nao 34.7 Estébmago Nao n/a n/a
CEMO037956 3 28/05/22 Nao 335 n/a n/a Intestino Sim
CEMO037957 2 28/05/22 Nao 35.8 n/a n/a Intestino Sim
CEMO016046 4 04/06/22  ND 32.0 Estébmago Néo Intestino Nao
CEMO016056 2 11/06/22 Nao 31.0 n/a n/a Intestino Sim
CEMO016082 4 12/06/22 Nao 454 Estébmago Sim Intestino Sim
CEMO045818 4 15/06/22 ND 28.6 Estébmago Nao Intestino Sim
CEMO045826 4 19/06/22 ND 38.6 Estébmago Néo n/a n/a
CEMO048068 3 19/06/22 Nao 33.9 Estébmago Sim Intestino Nao
CEMO052438 4 25/06/22 ND 33.0 Estébmago Néo Intestino Sim
CEMO052437 3 25/06/22 Sim  34.5 n/a n/a Intestino Sim
CEMO042984 4 30/06/22 Nao 33.5 n/a n/a Intestino Sim
CEMO044755 4 04/07/22  ND 33.4 n/a n/a Intestino Sim
CEMO054099 2 04/07/22 Nao 32.9 n/a n/a Intestino Sim
CEMO054111 4 04/07/22  ND 30.5 n/a n/a Intestino Sim
CEMO044892 2 05/07/22 Nao 33.0 Estébmago Néo Intestino Nao
CEMO044984 4 06/07/22  ND 33.5 Estébmago Nao Intestino Sim
CEMO045745 4 09/07/22  ND 34.2 n/a n/a Intestino Nao
CEMO053995 3 09/07/22 Nao 43.7 Estébmago Nao Intestino Nao
CEMO037995 4 14/07/22  ND 34.6 Estébmago Néo n/a n/a



CEM054002
CEM038010
CEM028998
CEM028477
CEMO038027
CEM038030
CEMO038085
CEMO038094
CEMO038086
CEM029008
CEMO038235
CEMO038497
CEMO030386
CEM024095

A DA A W PA O PP OWPAEDNDNDDD

15/07/22
20/07/22
22/07/22
24/07/22
27/07/22
27/07/22
28/07/22
29/07/22
29/07/22
30/07/22
30/07/22
04/08/22
08/08/22
17/08/22

ND
ND
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
ND
Nao
ND
Nao
Nao
ND

Nao

32.7
34.0
32.2
36.5
33.2
35.6
35.6
35.7
32.8
33.5
34.0
31.0
294
31.5

Estbmago
n/a
n/a
Estbmago
Estbmago
Estbmago
Estbmago
Estbmago
Estbmago
Estbmago
Estbmago
n/a
Estbmago
n/a

Sim
n/a

n/a

Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
n/a

Nao

n/a

Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
Intestino
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Néao
Néo
Néao
Néo

Nao



8.2. Anexo Il

Tabela 3 - Lista das microalgas encontradas no trato digestivo de tartarugas-verde.
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Bacillariophyceae

Amphora spp.

Asterionellopsis spp.

Biddulphia pulchella

Coscinodiscus spp.

Licmophora sp.

Ebria tripartita

Grammatophora marina

Melosira spp.

Climacosphenia moniligera

Coconneis sp.

Diploneis spp.

Navicula spp.

Pleurosigma spp.

Cyclotella sp.

Cylindrotheca spp.

Dictyocha fibula

Dictyocha octonaria

Planktoniella sol

Thalassionema spp.

Thalassiosira sp.

Dinophyceae

Dinophysis acuminata

Dinophysis tripos

Ornithocercus spp.

Ostreopsis cf. ovata
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Phalacroma rotundatum

Prorocentrum cf. fukuyoi

Prorocentrum lima

Pyrophacus steinii




	3417c7dfa3749441e5a33dadf31c5ab0162bccc3420175331473767bba8bca7d.pdf
	ESTUDO TEÓRICO E NUMÉRICO ACERCA DA NÃO LINEARIDADE GEOMÉTRICA EM ESTRUTURAS NA PRESENÇA DE INCERTEZAS
	fa27aa67bf7036e9185d1fd25d0e113ca741b7f7e58078c624299640055e733c.pdf
	3417c7dfa3749441e5a33dadf31c5ab0162bccc3420175331473767bba8bca7d.pdf

