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RESUMO

ESTUDO DA VARIACAO DO PADRAO DE PIGMENTACAO NO OLHO
COMPOSTO DE Atlantorchestoidea brasiliensis (CRUSTACEA, AMPHIPODA)

Arthur Justen Alves

Orientadora: Laura Isabel Weber da Conceicéo

Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Ambientais e Conservacdo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Ambientais e Conservacao

Texto do Resumo

Durante as coletas do projeto Peld-Sitio 5 (CNPq) foram observados diferentes
padrGes de pigmentacdo no olho composto de A. brasiliensis, nas diferentes areas
amostradas. Desta forma o presente estudo procurou identificar as possiveis causas
destes padrdes de pigmentacdo. Com este objetivo foi determinada a distribuicdo dos
padroes de pigmentacdo dentro e entre populagdes; foi avaliado o efeito da
luminosidade, da radiacdo UV-B e da cor do substrato, mediante bioensaios; e foi
também caracterizada a estrutura e ultra-estrutura do olho composto de A. brasiliensis.
Os padrbes de pigmentacdo ndo apresentaram um padrdo definido ao longo de um
gradiente geografico, entretanto constatou-se que os padrdes encontrados dependem da
localidade da qual os anfipodes provém (x2c = 299,5; x4 = 67,985; gl = 36; p = 0,001).
Observou-se o predominio do padrdo 0 entre os juvenis (<4,0 mm) e o predominio dos
padrdes 3 e 4 entre os adultos, comprovando que ha um aumento dos padrdes com
poucos omatideos pigmentados com o aumento do tamanho do anfipode. A radiacdo
ultravioleta ndo teve efeito num curto prazo sobre os padrées de pigmentacdo dos olhos
do anfipode A. brasiliensis, nem a incidéncia luminosa num fotoperiodo de 12/12 h,
mostrando ndo estar relacionado a um comportamento circadiano. Na analise da
estrutura e ultra-estrutura do olho composto deste anfipode mostrou que em média
358,2 + 63,8 omatideos compdem o olho composto. O padrdo de pigmentagédo
individual do olho ndo é consistentemente afetado pelos fatores (alteracdo do

XV



fotoperiodo, incidéncia luminosa direta, escuriddo completa, radiacdo UV-B, e alteracédo
da cor do substrato) na dose e tempo induzidos. Finalmente, os resultados deste estudo
sugerem que a alteracdo da frequéncia dos padrdes de pigmentacdo do olho do anfipode

A. brasiliensis seja um fenémeno individual e ndo populacional.

Palavras chave: olho composto, estrutura ocular, radiagdo UVB, variacdo populacional,
Atlantorchestoidea brasiliensis
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ABSTRACT

During field collections of Peld-Sitio 5 (CNPq) project, were observed different
pigmentation patterns of the compound eye of A. brasiliensis. Therefore, raised the need
to determine the possible causes of these pigmentation patterns. With this aim, the
distribution of the pigmentation patterns within and between populations was
determined; the effect of light incidence, UV-B irradiation, and different colour
substrates was evaluated through bioassays; and also the structure and ultra-structure of
the compound eye of A. brasiliensis was described. Pigmentation patterns did not show
a defined pattern along ten localities sampled at the Norte-Fluminense and Region dos
Lagos coastline, but they are dependent on the locality the amphipods came from (x% =
299,5; x% = 67,985; gl = 36; p = 0,001). It was observed the predominance of the O-
pattern within the juveniles (<4,0 mm) and the predominance of the 3- and 4-patterns
within the adults, demonstrating that there is an increase in number of those patterns,
with less number of pigmented ommatidea, as amphipods became larger. UV irradiation
did not have a short-term effect on the eye pigmentation patterns observed in A.
brasiliensis, neither light incidence on a 12/12 h photoperiod, showing not to be related
to a circadian behaviour. The analysis of the compound eye structure of the amphipod
showed that on average 358.2 + 6.8 omatidean compose the compound eye of the
amphipod.; individual eye pigmentation patterns are not consistently affected by the
factors (photoperiod changes, direct light incidence, full darkness, UV-B irradiation,
and background colour change) at the dose and time induced. Finally, the results of the
present study suggest that the change in eye pigmentation patterns frequency may be an

individual phenomena rather than a population process,.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 A espécie alvo, o anfipode talitrideo Atlantorchestoidea brasiliensis (Dana, 1853)

As praias arenosas sdo consideradas um dos ambientes mais dinamicos do
mundo (Short, 1999), sendo fortemente influenciadas pela acdo de ondas e marés,
capazes de alterar e moldar suas caracteristicas fisicas. Dentre os crustaceos encontrados
em praias arenosas destacam-se 0s representantes da familia Talitridae, como 0s Unicos
anfipodes a colonizarem 0s ambientes terrestres e semiterrestres (Serejo, 2004). As
formas semi-terrestres, também conhecidas como sandhoppers sdo cavadoras e habitam
a areia de praias tropicais e temperadas. Caracterizam-se por permanecer grande parte
do dia enterrados na areia, como um meio de se proteger da predacdo e dissecacéo,
assim como de reduzir a probabilidade de serem arrastados pelas ondas e pela maré. No
anoitecer e durante a noite, estes emergem para se alimentar dos restos de matéria
organica depositados pelas ondas nas regifes do intermaré superior e do supramaré,
localizados sobre a linha da agua. (Cardoso e Veloso, 1996).

Entre as espécies brasileiras de sandhoppers, podemos citar o
Atlantorchestoidea (=Pseudorchestoidea) brasiliensis (Dana, 1853), realocada no novo
género Atlantorchestoidea por Serejo (2004) (Figura 1). A. brasiliensis é a espécie da
macro-fauna de maior importancia na estruturacdo das comunidades das praias arenosas
expostas da costa do Rio de Janeiro (Cardoso, 2002); habitando o médio e supra litoral
de praias expostas, desde o Sudeste do Brasil (Espirito Santo) até o Uruguai (Cardoso e
Veloso, 1996; Gomez e Defeo, 1999), ndo registrada no Parana (Rosa et al., 2007). Esta
espécie se reproduz durante todo o ano (Cardoso e Veloso, 1996) e apresenta
desenvolvimento direto e baixas taxas de fecundidade. De acordo com (Cardoso e
Veloso, 1996), A. brasiliensis apresenta maior proporcao de fémeas que de machos nas
praias do Rio de Janeiro; apresentando uma média de fecundidade de 2,8 juvenis por
eclosdo e uma longevidade de 12-21 meses. Nesta espécie, estes autores também
observaram que 0s juvenis sdo mais ativos durante o dia, enquanto os adultos sdo mais
ativos durante a noite.

Ecologicamente, os sandhoppers sdo importantes consumidores dos depoésitos de
algas e matéria organica (debris) de praias arenosas e, portanto, teriam uma importante

participacdo no desaparecimento da linha de debris destas praias (Colombini et al.,



2000). Os sandhoppers sao os primeiros colonizadores de depositos frescos de algas nas
praias e correspondem a macro-fauna consumidora mais importante (Colombini et al.,
2000). Esta espécie, assim como outros sandhoppers, sdo bons indicadores de
urbanizacéo e atividades recreacionais nas praias arenosas (Veloso et al., 2009; Defeo et
al., 2009). Assim como todas as espécies que fazem parte das comunidades de praias
arenosas sofrem sérios impactos por causas antropicas (Defeo et al., 2009), entre as
quais podemos citar: a recreacdo, a limpeza das praias durante o ver&o, a urbanizagéo da

orla, e as mudancas climaticas.

Figura 1. Atlantorchestoidea brasiliensis (Crustacea, Amphipoda, Talitridae)

1.2 Impacto ambiental em praias arenosas

Uma infinidade de fatores impactam os ecossistemas em todo o mundo, afetando
toda a biodiversidade destes ambientes. N&o seria de se esperar que o contrario fosse
observado nas praias arenosas, tendo em vista a grande expansdo das cidades proximas
as zonas costeiras, com a ampla utilizacdo das praias para fins recreativos, o aumento do
aporte de esgoto langado deliberadamente nos ambientes marinhos, entre muitos outros
(Defeo et al., 2009). Habitantes nativos das praias arenosas, 0s anfipodes A. brasiliensis
sdo constantemente submetidos a toda essa variedade de distarbios que em sua maioria
tem origem antropica e estendem-se além dos naturalmente causados por ressacas,
chuvas e ventos. A presenca de metais pesados nos tecidos de anfipodes pode
influenciar a orientacdo destes animais em relacdo ao sol (Ungherese e Ugolini 2009).
Estes crustaceos tem sido amplamente utilizados como indicadores de urbanizagdo

(Veloso et al., 2008, 2009), como bioindicadores de contaminagdo das praias por
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hidrocarbonetos aromaricos policiclicos (Ugolini et al., 2012); e como biomonitores

através de estudos que relacionam a contaminag&o por tragos de metais.

1.3 Padrdes de pigmentacao no olho composto de A. brasiliensis

Durante o desenvolvimento dos estudos de longa duragdo (PELD-Sitio 5,
CNPq), foi avaliada a variagdo genética da espécie A. brasiliensis na regido do Norte-
Fluminense, sazonalmente desde 2011 até 2013. Durante esse periodo, no qual era
necessario identificar baixo microscépio estereoscdpico, 0 sexo e o0 estado reprodutivo
das fémeas, foi constatada uma variacdo na distribuicdo da pigmentacédo do olho, sendo
esta, mais frequente em algumas amostragens do que em outras. A partir destas
observagdes iniciais dos diferentes padrdes de pigmentacdo, nosso estudo procurou
destrinchar minuciosamente as causas que pudessem causar esse fendmeno tdo

interessante e intrigante (Figura 2).

Em is6podes tem sido observado que a auséncia parcial de pigmento na
superficie do olho em alguns individuos pode ter uma causa exdgena (ambiental), que
leve a algum dano somaético nas células da retina ou a alteracdo da quantidade ou
posicao dos pigmentos nas diferentes regiées do olho composto.

Meyer-Rochow (2001) estudou as alteracGes e adaptacdes a luz e escuriddo dos
fotorreceptores dos olhos dos crustaceos e constatou que excessos de incidéncia de luz e
de tempo de exposicdo podem causar danos que muitas vezes podem se tornar
irreversiveis para os olhos dos crustaceos.

A acdo bioldgica da radiacdo UV-B tem sido apontada como maléfica, e
causadora de doencas em seres humanos, fato esse que também despertou interesse da
comunidade cientifica para estudos dos efeitos da radiagcdo em animais e nos
ecossistemas (McCullough e Porter, 1971; Kane, 1998; Gouveia et al., 2004, 2005;
Huebner et al., 2009). Anzalone et al. (1998) encontrou fortes evidéncias da influéncia
negativa da radiacdo UV-B em anfibios. Connolly et al. (2009) observou o efeito da
radiacdo UV-B em Daphnia, observando que sua capacidade de reparar danos causados
pela UV-B, através do mecanismo de reparo por excisdo, ocorre apenas a temperaturas
abaixo de 10°C.

Filgueira et al. (2010) observou que a radiacdo UV-A e UV-B sdo capazes de

induzir a migragdo dos pigmentos retinais nos olhos pedunculados de caranguejos.
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Outros autores apontam que crustaceos expostos a qualquer radiacdo UV, respondem
com rapida dispersdo dos pigmentos dentro dos cromat6foros (Gouveia et.al., 2004).
Com a diminuicdo de parte da camada de 0z6nio decorrente da emissdo de gases
poluentes, os raios UV-B tem entrado na atmosfera mais facilmente, além do fato da
radiacdo ser acentuada em menores latitudes e maiores altitudes (Kirchhoff, 2000). Por
A. brasiliensis ser semiterrestre, e passar grande parte do tempo sob influéncia direta da
radiacdo solar nas praias, esta espécie estd mais suscetivel aos raios UV-B do que seus
representantes aquaticos que se beneficiam da coluna d’4gua, capaz de filtrar parte dos
raios UV. Portanto, ndo podemos descartar que o padrdo observado em A. brasiliensis
possa ser uma alteragdo fisiol6gica ou um dano nas células retinais. Sendo esta primeira,

portanto, nossa primeira hipétese de trabalho.

Figura 2. Diversos padrdes de pigmentacéo encontrados nos olhos de A. brasiliensis

1.4 Determinacao genética

Inicialmente, a variacdo dos padrdes de pigmentacdo no olho composto de A.
brasiliensis foi denominada de variegacdo, baseado no nome dado ao caso da
distribuicdo da pigmentacdo do olho em Drosophila spp., onde o fendtipo mosaico
observado resulta de uma variagdo célula a célula da expressdo génica do gene
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responsavel pela pigmentacdo do olho (Wakimoto, 1998). Este mosaicismo ocorre por
um fendbmeno descrito pela primeira vez por Miller em 1930, apds induzir a
translocagdo do gene da cor dos olhos (vermelho/branco) mediante a exposi¢édo de
embrides a raios X. Este fendbmeno conhecido como variegagdo por efeito de posicédo
(PEV: position effect variegation), consiste num evento epigenético, onde ndo ha
mudanga na sequencia do DNA (Wakimoto, 1998). No entanto, ocorre um arranjo
cromossomico que desloca o gene da cor do olho desde sua posi¢cdo na eucromatina para
uma posicao proxima da heterocromatina (Seum et al., 1996). Modificadores de PEV
também teriam uma importante contribuicdo na variegacdo observada nos olhos de
Drosophila spp., 0s quais seriam genes supressores (Su(var)s) e amplificadores
(E(var)s)de PEV, componentes estruturais da heterocromatina (Wakimoto, 1998).

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Esclarecer as causas dos diferentes padrdes de pigmentacdo no olho do anfipode

talitrideo Atlantorchestoidea brasiliensis.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Determinar a distribuicdo dos padrdes de pigmentacdo dentro e entre populaces.
e Caracterizar a estrutura e a ultra-estrutura do olho composto de A. brasiliensis.

e Avaliar o efeito da variacdo de fatores ambientais sobre o padrdo de pigmentacéo

do anfipode A. brasiliensis



2. FREQUENCIA DO PADRAO DE PIGMENTACAO NO OLHO COMPOSTO
DE A. BRASILIENSIS NO LITORAL NORTE FLUMINENSE

2.1 INTRODUCAO

Os sandhoopers sdo amplamente caracterizados por sua relagcdo com o ambiente
praial, enterrando-se durante o dia para proteger-se de predadores e da desidratacéo, e
emergindo durante a noite em busca de alimento. Estes animais apresentam um
comportamento migratorio, locomovendo-se no eixo terra-mar, hora em dire¢do ao mar
em busca das zonas mais Umidas da praia, hora em dire¢do ao continente, evitando ficar
submerso pelo avanco das marés (Cardoso, 2002; Ugolini et al., 2007). Para se orientar
na praia e saber a direcdo correta a seguir, os anfipodes talitrideos utilizam-se de
inimeras referéncias capturadas atraves de diferentes sensores, dos quais destacam-se
os olhos como os principais detectores de luz, provendo a estes animais a capacidade de
detectar os diferentes comprimentos de ondas e dando-lhes a possibilidade de orientacédo
através do sol e da lua (Scapini, 2006; Ungherese e Ugolini, 2009; Ugolini, 2014). De
fato, poucos artropodes, como os “sandhoopers” utilizam a lua e 0 sol como bussolas.
A capacidade destes anfipodes em utilizar estas pistas para se dirigirem ao mar, lhes
permite tracar as rotas mais curtas (Ugolini et al., 2007), determinando ativamente a
direcdo de seus movimentos na praia de acordo com seu estado interno e com as

caracteristicas do ambiente (Scapini 2006).

Muitos estudos em crustaceos tem focado nos aspectos fisiologicos e
comportamentais de respostas éticas (Barnes e Nalbach, 1993; Blanke et al., 1997;
Barnes et al., 2002; Zeil e Hemmi, 2006). Os primeiros experimentos que abordaram
questBes comportamentais sobre orientacdo com anfipodes talitrideos foram realizados
por Williamson (1951) e Pardi e Papi (1952, 1953) com Talitrus Saltator observando a
trajetdria destes através da praia orientados pelo sol e pela lua. Mais recentemente, uma
série de estudos mostraram como se relacionam 0s aspectos comportamentais com a
capacidade destes animais em detectar diferentes comprimentos de onda dos astros
(sol/lua), durante diferentes fases do dia e da noite em diferentes situacdes, e como estes
mecanismos de deteccdo podem influenciar os padrdes de localizagéo e distribuicdo dos
sandhoopers na praia (ver Forward et al., 2009; Rossano et al., 2009; Scapini e Dugan,
2008; Ugolini et al., 2007, 2009; Mezzetti et al., 2010b; Ugolini, 2014).



A observacdo durante as coletas do projeto Peld-Sitio 5 (CNPq) da variacdo dos
padrdes de pigmentacdo no olho composto de A. brasiliensis, e a aparente distribuicdo
diferencial dos mesmos nas diferentes areas amostradas, levaram & necessidade de
estudar a relacdo destes com fatores externos e sua frequéncia nos diferentes estagios de

desenvolvimento destes anfipodes.

2.2 OBJETIVOS

e Determinar a frequéncia dos padrdes pigmentacdo nos olhos compostos de A.

brasiliensis ao longo da costa Norte Fluminense, RJ.

e Determinar a variacdo temporal da frequéncia dos padrdes de pigmentacdo no olho

composto de A. brasiliensis nas praias de Cabitnas e Comprida.

e Avaliar o efeito do género e do estado de desenvolvimento na variacao dos padrbes
de pigmentacdo do olho composto de A. brasiliensis do Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba (PARNA).

e Determinar se ha relacdo entre a incidéncia solar (radiacdo UV-A e UV-B) na
variacdo da frequéncia dos padrdes de pigmentacdo no olho composto de A.

brasiliensis ao longo da costa do Norte Fluminense, RJ



2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Area de Estudo e Amostragem

As coletas para andlise da frequéncia dos padres de pigmentacdo do olho
composto de A. brasiliensis foram realizadas em novembro e dezembro de 2014 em dez
praias do litoral Norte-Fluminense e da Regido dos Lagos (Tabela 1; Figura 3), nas
seguintes localidades do estado do Rio de Janeiro: 1) praia de Jodo Francisco,
Quissamd; 2) praia da barra da lagoa de Carapebus, Carapebus; 3) praia da barra da
lagoa Comprida, Macaé; 4) praia da barra da lagoa de Cabilnas, Macaé; 5) praia do
Barreto, Macaé; 6) praia do Francés, ilha oceénica no Arquipélago de Sant’Anna,
Macaé; 7) praia Campista, Macaé; 8) praia de Cavaleiros, Macaé; 9) praia de Mar do
Norte, Rio das Ostras; e 10) praia Rasa, BUzios.

As coletas para a analise temporal da variagdo do padrdo de pigmentacdo do
olho composto de A. brasiliensis, foram realizadas dentro do Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba, cujo arco praial estende-se por 44 km, delimitando a divisao
entre 0o mar e as 18 lagoas costeiras da area protegida pelo parque (ICMBIO, 2014). As
coletas foram realizadas entre os outonos de 2012 e 2015, em duas praias adjacentes as
lagoas de Cabitnas e Comprida (Tabela 2).

Os anfipodes foram coletados com armadilhas tipo “pit-fall”, que consistiram em
dez potes plasticos com aproximadamente 10 cm de didmetro de abertura, preenchidos
com aproximadamente 3 cm de &lcool 92,8. Os potes foram enterrados na areia e
distribuidos aleatoriamente na regido de varrido deixada durante a maré baixa (Figura
4). Todos os individuos coletados foram levados ao laboratério para analises

posteriores.



Tabela 1. Informacdes

Atlantorchestoidea brasiliensis.

referentes aos pontos de coleta dos anfipodes da espécie

Praia Localidade Data Coordenada n
Jodo Francisco Quisama 10/12/2014 22°19°39,8” S; 41°44°06,9” N 50
Carapebus Carapebus 10/12/2014 22°19°39.4” S; 41°44°09,9” W 50
Comprida Macaé 19/11/2014 22°19°39,4” S; 41°44°09,4” W 100
Cabiunas Macaé 19/11/2014 22°17°56,9” S; 41°41°18,0” W 100
Barreto Macaé 04/12/2014 22°19°55,5” S; 41°43°50,6” W 50
Francés Macaé 06/12/2014 22°24°06,5” S; 41°41°43,3” W 50
Campista Macaé 08/12/2014 22°19°39,2” S; 41°44°08,9” W 50
Cavaleiros Macaé 08/12/2014 22°24°31,9” S; 41°43°12,0° W 50
Mar do Norte Rio das Ostras 16/12/2014 22°19°09,8” S; 41°44°06,9” W 44
Rasa Buzios, RJ 18/12/2014 22°19°39,4” S; 41°44°09,9” W 50




A g
Qfﬂ,,_ i
10 km 'CP 4 _=* s
c8 Y 19
Sy BA !,
C% Ahgacaé
MN — -"'__'\-?f’.
L B

-+ Rio das Ostras

. RA
~"Armacgdo de
__Buzios

Figura 3. A) Pontos de coleta localizados nas Regides Norte Fluminense e dos Lagos entre o
municipio de Quissamd e Armacdo de Bulzios: (QM) praia de Jodo Francisco; (CP) praia de
Carapebus; (CO) praia Comprida; (CB) praia de Cabilnas; (BA) praia do Barreto; (FR) praia do
Francés, Arquipélago de Sant’Anna; (CA) praia Campista; (CV) praia de Cavaleiros; (MN)
praia de Mar do Norte; (RA) praia Rasa. B) Mapa do Brasil, com destaque para a regido onde o
estudo foi realizado.
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Tabela 2. Abundancia do anfipode A. brasiliensis coletado nas praias de Cabitnas e Comprida
por estacdo e ano.

Ano Estacéo
Veréo Outono Inverno Primavera
Local N Local N Local N Local N
2012 - - Comprida 109 Comprida 150  Comprida 370
Cabiunas 62 Cabiunas 112 Cabiunas 290
2014 - - Comprida 110 Comprida 110  Comprida 100

Cabilnas 110 Cabilnas 100 Cabilnas 100
2015 Comprida 100 Comprida 100 - - - -
Cabilinas 100 Cabilnas 100

Figura 4. Armadilhas do tipo "pit - falls" utilizadas para capturar o anfipode A. brasiliensis no
presente estudo.

2.3.2 Avaliacéo da frequéncia dos padrdes de pigmentacdo do olho composto de A.
brasiliensis

Os anfipodes coletados no periodo do estudo foram caracterizados em laboratorio.
Todos foram medidos com paquimetro digital (0,01 mm), sexados e classificados de
acordo com a quantidade de pigmento na regido distal dos omatideos, em 5 niveis: 0
(100% pigmentado de preto); 1 (< 100%, > 75% pigmentado); 2 (< 75%, > 50%
pigmentado); 3 (< 50%, > 25% pigmentado); 4 (<25% pigmentado a total auséncia de
pigmento) (Figura 5).

Os dados foram ordenados e agrupados utilizando a ferramenta de planilha
dindmica do programa Excel 2010 para em seguida serem exportados para 0 programa

STATISTICA, v. 7 (Statsoft Inc.) que foi utilizado para as analises estatisticas.

Na avaliacdo da variacdo do padrdo de pigmentacdo ao longo da costa, foi

realizada a distribuicdo de frequéncias dos 5 padrbes de pigmentacdo ocular para cada
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localidade através de histogramas de frequéncias e avaliado o ajuste a distribuicao
normal pelo teste Kolmogorov-Smirnov, com 5% de significancia. Foram obtidas as
frequéncias de cada padrdo e a comparacdo entre localidades foi realizada através de
analises ndo paramétricas. O teste Chi-quadrado com tabela de contingéncia (Zar, 1984)
foi aplicado para testar a hipdtese nula, que as frequéncias dos padrbes de pigmentacédo
dos olhos do anfipode sdo independentes da praia da qual provém. Se isto for verdade,
se espera encontrar padrdes semelhantes entre as praias. O valor calculado do Chi-
quadrado (X2) é obtido de X2 = Y[(O-E)%E], onde O e E representam as frequéncias
observadas e esperadas dos padrdes de pigmentacdo dos olhos, respectivamente; e 0s
graus de liberdade (gl) séo calculados por gl = (R-1)(P-1), onde R representa os padrdes
de pigmentacdo, e o P 0 nimero de praias avaliadas na tabela de contingéncia. Desta
forma, foram realizados os testes com tabela de contingéncia entre todas as praias e

entre praias vizinhas.

A andlise temporal, por ano e estacdo para as localidades de Cabitnas e Comprida
seguiu as mesmas andlises estatisticas que foram utilizadas para a avaliacdo ao longo da
costa. No entanto, também foram obtidas as porcentagens de juvenis, fémeas ovadas e
machos, para ambas as localidades e sua distribuicdo nas diferentes estacdes dos anos
estudados. Assim, foi também avaliada a frequéncia dos padrbes de pigmentacdo por
género e etapa de desenvolvimento. Foi utilizado um teste-t para avaliar as diferencas
das frequencias dos padrdes O e 4 entre populacdes e para ambos 0S sexos.
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Figura 5. Representacdo gréafica da porcentagem de omatideos pigmentados e ndo pigmentados
e 0s respectivos padrdes de pigmentacdo encontrados em A. brasiliensis: 0 (100% pigmentado
de preto); 1 (< 100%, > 75% pigmentado); 2 (< 75%, > 50% pigmentado); 3 (< 50%, > 25%
pigmentado); 4 (<25% pigmentado a total auséncia de pigmento).
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2.3.3 Radiacdo UV-B incidente no periodo estudado e sua correlacdo com a
frequéncia dos padroes de pigmentacéo do olho de A. brasiliensis.

Os valores do Indice Ultra Violeta (IUV) foram obtidos para o periodo em que
foram realizadas as coletas de anfipodes através do site do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE), divisdo de satélites e sistemas ambientais (DAS)
(http://satelite.cptec.inpe.br/). Com o objetivo de avaliar a possivel correlacdo entre os
padrdes de pigmentacdo do olho dos anfipodes e a incidéncia de UV, foram calculadas
as médias e maximas da radiacdo para o periodo estudado. O Indice Ultravioleta varia
de 0 a 15 e representa a energia acumulada em uma hora de exposicdo, em centijoules

por centimetro quadrado. (Kirchhoff, 1995).

Foi realizada a correlagdo de Spearman entre os valores do IUV e a frequéncia
dos padrBes de pigmentacdo do olho encontrados nas praias de CabiGnas e Comprida

para o periodo estudado.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Frequéncia dos padrdes de pigmentacdo no olho dos anfipodes ao longo da
costa no estado de Rio de Janeiro

A distribuicdo de frequéncias dos padrdes de pigmentacdo dos olhos nas dez
praias analisadas para o verdo de 2015 sdo apresentadas na Figura 6. Os dados ndo se
ajustaram a distribuicdo normal (D= 0,3864; p < 0,01), o que também pode ser
constatado quando analisado por praia (ver Anexo 1). A porcentagem das frequéncias
dos padrdes de pigmentacdo de A. brasiliensis variou bastante entre as dez praias
estudadas (Tabela 3).

A frequéncia dos padrfes de pigmentacdo ao longo do gradiente geografico para o
verdo de 2015, ndo apresentou nenhum padréo definido. Entre todas as praias, a praia
Rasa foi a Unica que apresentou maior porcentagem do padrdo 4. A praia Campista
apresentou maior porcentagem do padrdo 3. As praias de Carapebus e do Barreto
apresentaram-se com diferentes niveis de pigmentacdo e ainda tendo maior porcentagem
do padréo 0, este ndo ultrapassou os 50%. As outras praias (Jodo Francisco, Comprida,

Cabiunas, Francés e Cavaleiros) mostraram predominantemente o padrdo 0, com mais
14



de 50% dos individuos, sendo que na praia de Mar do Norte, todos os anfipodes
apresentaram o padrdo O para esse ano (Tabela 3; Figura 7). Corroborando com as
porcentagens dos padrdes de pigmentacdo encontrados, apenas na praia Campista
(padrdo 3) e na praia Rasa (padrdo 4) os olhos com menor pigmentacdo foram os
predominantes na comparacao entre populacfes vizinhas, sendo para todas as outras
praias 0 padrdo 0 (100% pigmentado), o mais frequente (Tabela 3) para o verdo de
2015.

Ao compararmos as frequéncias dos padrdes de pigmentacao entre todas as praias,
constatou-se que os padrdes encontrados dependem da localidade da qual os anfipodes
provém, rejeitando assim a hipotese nula (Ho) da independéncia dos padrdes de
pigmentacdo da localidade (X3 = 299,5; x4 = 67,985; gl = 36; p = 0,001) (Anexo 2).

Quando comparadas as frequéncias dos padrdes de pigmentacdo entre praias
vizinhas, também rejeitamos a hip6tese nula (Ho), comprovando que ha diferencas
significativas entre as populacdes das diferentes localidades no que se refere a padréo de
pigmentacdo. Entre praias vizinhas com o padrdo de pigmentacdo 0, praticamente para
todas as relacdes foram encontradas diferencas significativas com exce¢do apenas entre
as vizinhas Barreto e Campista, e Cavaleiros e Mar do Norte. Em relacdo as praias
vizinhas com padrdo de pigmentacdo 4, metade das relacOes entre as vizinhas foram
significativas e outra metade ndo, destacando-se novamente as vizinhas; Barreto e
Campista, e Cavaleiros e Mar do Norte que ndo apresentaram diferencas significativas
(Tabela 4).

Podemos observar que o nimero de anfipodes identificados com o padrdo de
pigmentacdo 0, prevaleceu aos outros padrdes, em juvenis e em ambos 0s sexos (Figura
8). Quando divididos em 4 classes de tamanhos, conseguimos observar que 87% dos
anfipodes com tamanhos menores ou iguais a 6,02 mm, apresentavam o padréo 0, e que
ao aumentarem de tamanho os padrfes menos pigmentados comecam a se fazer mais
presentes. Entre os anfipodes maiores que 11,3 mm o padréo 4, é que apresenta a maior

proporcao atingindo 50% dos individuos (Figura 9).

As andlises comparativas entre as quatro classes de tamanho vizinhas para o
padrdo de pigmentacdo O, ndo distinguindo-se as praias, mostrou-nos que houve
diferencas significativas (p<0,0000) entre as classes subsequentes, indicando que a

frequéncia do padréo 0 difere significativamente entre as classes (Tabela 5).
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Figura 6. Histogramas da distribui¢do das frequéncias dos padroes de pigmentacdo dos olhos em
A. brasiliensis nas dez praias do Norte-Fluminense e Regido dos Lagos. (QM) praia de Jodo
Francisco; (CP) praia de Carapebus; (CO) praia Comprida; (CB) praia de Cabilnas; (BA) praia
do Barreto; (FR) praia do Francés, Arquipélago de Sant’Anna; (CA) praia Campista; (CV) praia
de Cavaleiros; (MN) praia de Mar do Norte; (RA) praia Rasa.

Tabela 3. Frequéncia dos padres de pigmentacdo dos olhos em A. brasiliensis no verdo de

2015.
Frequéncia dos padrdes de pigmentacgdo dos olhos (%6)
Padrbes 0 1 2 3 4
(100%) (< 100%, > (<75%,> (< 50%; > (< 25%; 0)

Praia 75%) 50%) 25%)

Jodo Francisco 82 8 2 8 0
Carapebus 34 2 14 30 20
Comprida 95 3 2 0 0
Cabiunas 55 6 8 19 12
Barreto 36 2 8 19 12
Francés 62 8 8 12 10
Campista 24 0 14 42 20
Cavaleiros 96 4 0 0 0
Mar do Norte 100 0 0 0 0
Rasa 14 2 18 28 38
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Figura 7. Frequéncia (%) dos padrGes de pigmentacdo nos olhos de A. brasiliensis. (QM) praia
de Jodo Francisco; (CP) praia de Carapebus; (CO) praia Comprida; (CB) praia de Cabilnas;
(BA) praia do Barreto; (FR) praia do Francés, Arquipélago de Sant’ Anna; (CA) praia Campista;
(CV) praia de Cavaleiros; (MN) praia de Mar do Norte; (RA) praia Rasa.
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Tabela 4. Resultados da comparacdo da frequéncia dos padrbes de pigmentacdo entre
populagdes vizinhas de A.brasiliensis. Valor calculado de qui quadrado (x%) comparado com o

valor tabelado (X2 @: 0,001))-

Tabela de contingencia

Praias X2 p p (padréo 0) p (padréo 4)
Jodo Francisco & Carapebus 52,9 p < 0,001 p <0,0001 p < 0,0012
Carapebus & Comprida 59,3 p < 0,001 p <0,0001 p < 0,00001
Comprida & Cabilnas 80,7 p < 0,001 p <0,0001 p < 0,0004
Cabiunas & Barreto 62,7 p < 0,001 p < 0,0297 p = 1,0000
Barreto & Francés 24,21 p < 0,001 p <0,0107 p <0,7500
Francés & Campista 46,1 p < 0,001 p < 0,0002 p <0,1646
Barreto & Campista 64,1 p < 0,001 p <0,1935 p <0,2779
Campista & Cavaleiros 69,3 p <0,001 p <0,00001 p <0,0012
Cavaleiros & Mar do Norte 53,2 p < 0,001 p <0,1832 P =1,0000
Mar do Norte & Rasa 89,7 p < 0,001 p <0,00001 p < 0,00001
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Figura 9. Frequéncia relativa dos padrdes de pigmentagdo encontrados em cada uma das quatro
classes de tamanho de A. brasiliensis, no verdo de 2015 nas dez praias estudadas.

Tabela 5. Comparacao das frequéncias dos padrdes de pigmentacdo 0 em A. brasiliensis entre as
quatro classes de tamanho.

Classe Tamanho Quantidade de % Padrdo Comparacdo com a classe anterior pelo
(mm) individuos 0 teste t
p
<6,02 159 87
6,02 a 8,66 244 67 <0,0000
8,66a1l13 159 40 <0,0000
>11,3 32 13 0,0040
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2.4.2 Frequéncia dos padrdes de pigmentacdo dos olhos entre as praias de
Cabitnas e Comprida do PARNA.

Um total de 2123 anfipodes foram obtidos das coletas realizadas em 2012, 2014
e 2015. Durante o periodo de estudo, ambas as populacdes apresentaram maior
proporcéo de fémeas (> 55%) que de machos (Tabela 6). Na praia Comprida as maiores
porcentagens de fémeas ovadas foram observadas no outono de 2012, inverno de 2014 e
outono de 2015, e na praia de Cabiunas foram encontradas no inverno de 2012 e 2014, e
em outono de 2015 (Figuras 10 a, b).

Em ambas as praias (Cabitnas e Comprida) foram encontrados anfipodes com os
cinco padrdes de pigmentacdo (0-4), sendo para ambas as praias os padrdes 0 e 4, 0s
mais frequentes, contudo, o padrdo O foi o que predominou durante o periodo avaliado
(Figura 11). Os niveis de pigmentagdo dos olhos compostos encontrados nos anfipodes
para ambas as praias nao apresentaram uma distribuicdo normal.

Sem separar 0s anfipodes por ano podemos observar que em ambas as praias, 0
padrdo O foi predominante entre os juvenis, e manteve sua predominancia entre as
fémeas. Os machos da praia de Cabilnas apresentaram predominancia do padrdo 4
enguanto na praia Comprida ambos padrdes 0 e 4 foram os mais frequentes (Figura 12).
Quando comparamos através do teste t as frequéncias do padrdo de pigmentacdo mais
encontrado (0), observamos que a frequéncia dos padrdes de pigmentacdo nos juvenis
ndo difere entre as praias (p = 0,8942, Tabela 7). No entanto, todas as outras
comparagOes mostraram diferencas significativas: entre os sexos da mesma praia, dentro
do mesmo sexo entre as praias, e entre juvenis e adultos (Tabela 7). De maneira geral
levando em consideragédo apenas a variacdo dos padrdes ao longo dos anos, em ambas
as praias podemos observar o predominio do padrédo 0 em 2012, do padrdo 4 em 2014, e
um ligeiro predominio do padrdo 0 em 2015. Foi observado na primavera de 2014 que
os padrdes de pigmentacdo para ambas as praias oscilaram entre 3 e 4, que com a
chegada do verdo de 2015, o padrdo 0O, passou a ser o predominante (Figura 13). Ao
compararmos os dois padrdes mais encontrados (0 e 4), entre as praias para 0s
diferentes anos, observou-se que os anfipodes ndo mostraram diferencas significativas
entre elas para nenhum dos padrdes analisados (0 e 4) para os anos de 2012 e 2014
(Tabela 8). No entanto, para 2015 e entre os anos dentro de cada praia, praticamente

todas as diferencas foram significativas (teste t; p < 0,05), Os anfipodes da praia de
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Cabiunas nao apresentaram diferencas significativas na frequéncia do padréo 0, entre 0s
anos de 2012 e 2015 (teste t; p = 0,6737) (Tabela 8).

Ainda comparando as praias para os dois padrées mais encontrados por estacéo
nos anos estudados, observamos diferencas significativas entre elas para o padrdo 0 no
outono, inverno e primavera de 2012; e para o padrdo 4, na primavera e inverno de 2012
(Tabela 9). No ano de 2014, ndo houve diferencas significativas entre Cabilnas e
Comprida em nenhuma estacdo para nenhum dos dois padrfes de pigmentacdo
avaliados (Tabela 9). Quando ndo foi feita distingdo entre os anos de 2012 e 2014 ,
apenas primavera mostra diferencas significativas entre as praias para os padrfes 0 e 4
(Tabela 10).

Também observamos que nos anos de 2014 e 2015, o padrdo de pigmentacdo 0O
foi o mais presente entre os juvenis (<4,08 mm), e que com a transicdo da fase juvenil
para a fase adulta, com o aumento de tamanho, ha uma diminuicdo do padrdo O e
aumento dos padr@es 3 e 4. Entre os anfipodes das classes de tamanho maiores que 7,84
mm o padrdo 0 comega a ser encontrado em menos de 50% dos individuos, e os padrdes
3 e 4 comecam a ser 0os mais encontrados dividindo os outros 50%. Nitidamente,
observamos que ha um aumento dos padrdes de pigmentacdo 3 e 4 com o aumento de

tamanho (Figura 14) (ver anexos 3 e 4).
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Tabela 6. Frequéncia relativa de juvenis, fémeas e machos do anfipode A. brasiliensis nas praias
de Cabiunas e Comprida entre 2012 e 2015 com exce¢do de 2013.

COMPRIDA CABIUNAS
Juvenis Fémeas Machos Juvenis Fémeas Machos
2012 15,9 66,4 17,7 9,2 68,7 22,1
2014 3,9 63,5 32,6 4,7 65,0 30,3
2015 6,0 65,0 29,0 15 55,0 435
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Figura 10. Variacdo da frequéncia do anfipode A. brasiliensis coletado nas praias Comprida (A)
e Cabilnas (B) entre 2012 e 2015, com excecdo de 2013. (J) juvenis; (F) fémeas; (FO) fémeas
ovigeras; (M) machos.
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Figura 12. Histogramas da distribui¢do de frequéncias dos padrdes de pigmentacdo observados
na praia de Cabitnas e Comprida, para juvenis, fémeas e machos do anfipode A. brasiliensis,
para todo o periodo amostrado (2012, 2014 e 2015).

Tabela 7. Resultados do teste t da comparagédo da frequéncia do padrdo de pigmentagdo O entre
0S sexos para cada praia, e entre praias para um mesmo sexo, e entre juvenis e adultos,.

Teste t-student

Praias N % padrdo 0 (p)
Jeas & 92 81,6 0,8942
Jcom 74 82,4

Fcas & 560 36,4 < 0,0000
Fcom 687 48,0

Mcas & 222 20,7 0,0001
Mcom 288 37,2

Fcas & 560 36,4 < 0,0000
Mcas 222 20,7

Fcom & 687 48,0 0,0020
Mcom 288 37,2

Jeas & 92 81,6 < 0,0000
Acas 782 32

Joom & 74 82,4 < 0,0000
Acom 975 44,8
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Figura 13. Histograma da distribuigdo de frequéncias dos padrdes de pigmentacdo dos olhos do
anfipode A. brasiliensis nas praias de Cabitnas e Comprida.

Tabela 8. Resultados do teste t da comparagédo da frequéncia dos padrdes de pigmentagéo 0 e 4
do anfipode A. brasiliensis entre as praias de Cabilnas e Comprida para cada ano e entre 0s
anos para cada praia.

Teste t-student

Comparacéo

N % padréo 0 p % padréo 4 p

2012 cas & 464 57,3 0,0663 28,9 0,2248
2012 com 629 62,8 25,6

2014 cas & 1,3 310 0,2716 47,7 0,7250
2014 com 2,5 320 46,3

2015 ca & 100 55 < 0,0000 12 0,0004
2015 com 100 95 0

2012 chp & 464 57,3 < 0,0000 28,9 < 0,0000
2014 cas 310 1,3 477

2012 cas & 464 57,3 0,6737 28,9 0,0005
2015 cap 100 55 12,0

2014 cas & 310 1,3 < 0,0000 47,7 < 0,0000
2015 cap 100 55 12,0

2012 com & 629 62,8 < 0,0000 25,6 < 0,0000
2014 com 320 2,5 46,3

2012 com & 629 62,8 < 0,0000 25,6 < 0,0000
2015 com 100 95 0

2014 com & 320 25 < 0,0000 46,3 < 0,0000
2015 com 100 95 0
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Tabela 9. Resultados do teste t na comparacdo das praias para a frequéncia dos padrdes de
pigmentacdo 0 e 4 do anfipode A. brasiliensis, durante as estacdes dos anos de 2012 e 2014.

Comparacéo Testet
N % padréo 0 p % padrdo 4 p
2012 Out cas & 62 96,8 0,0004 3,2 0,1
Out com 109 75,2 9,2
2012 InV cas & 112 79,5 0,0095 12,5 0,0019
INV com 150 64,7 28,7
2012 Prim cag & 290 40,3 < 0,0000 40,7 0,0021
Prim com 370 58,4 29,2
2014 Out cag & 110 1,8 0,1448 64,5 1,000
Out com 110 55 64,5
2014 InV cag & 100 1,0 0,9405 51,0 0,8850
INV com 110 0,9 50,0
2014 Prim cas & 100 2,0 0,5614 26,0 0,5086
Prim com 100 1,0 22,0

Tabela 10. Resultados do teste t realizado para comparar as frequéncias dos padrdes de
pigmentacdo O e 4 do anfipode A. brasiliensis, entre as praias para as esta¢cdes sem distingdo
entre os anos de 2012 e 2014.

Comparacgéo Testet
N % padrdo 0 p % padréo 4 p
Out cas & 172 36,0 0,3971 42,4 0,2787
Out co 219 40,2 37,0
IV cas & 212 42,0 0,3426 30,6 0,1072
Inv co 260 37,7 37,7
Prim cag & 390 30,5 < 0,0000 36,9 0,0036
Prim co 470 46,2 27,6
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2.4.3. Radiacdo UV-B incidente durante o periodo estudado e correlagdo com a
frequéncia dos padrdes de pigmentacao dos olhos do anfipode A. brasiliensis

Os valores médios e as maximas de 1UV calculados se encontram representados na
parte superior da Figura 15. Os menores valores sdo observados no inverno, e 0s
maiores sdo observados em primavera e verdo, e de acordo com o observado em 2015,

os valores de veréo ainda séo superiores aos da primavera.

A frequéncia do nivel de pigmento nos olhos de A. brasiliensis apresentou
oscilacBes entre as diferentes estacbes durante todo o periodo de estudo. Em 2012,
houve um aumento da frequéncia dos padrdes 1, 2, 3 e principalmente do 4, com
diminuicdo da frequéncia do padrdo 0, no periodo compreendido entre 0 outono e a
primavera. Em 2014, o padrdo mais observado no outono foi o 4, diminuindo
gradativamente até a primavera, e paralelamente os padrdes 3 e 2 aumentaram do
outono a primavera, e os padrfes 0 e 1 sofreram pequenas variagdes no mesmo periodo.
O unico verdo amostrado foi o de 2015 apresentando a maior frequéncia de anfipodes
com o padrdo 0. No outono porém o padrdo O diminuiu drasticamente, e em
contrapartida os dois padrdes com menos pigmentos (3 e 4), aumentaram

consideravelmente (Figura 15).

De acordo com os resultados da correlacdo de Spearman, ndo se observou
correlacdo entre as variacBes de 1UV e as variacdes dos padrbes 0 e 4 de pigmentacdo
dos olhos dos anfipodes. A diminuicao da frequéncia do padréo O, parece acompanhar a
reducdo da radiacdo IUV apds a alta incidéncia do verdo, esta diminuicdo do padrdo O
continua, em quanto as radiagdes voltam a aumentar. Essa tendéncia ndo ocorreu em
2014, quando os padrdes foram completamente diferente de 2012 e 2015, o que também

contribuiu a falta de correlagdo com a IUV (Anexo 5).
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3. ESTUDOS DAALTERACAO INDIVIDUAL DO PADRAO DE
PIGMENTACAO DO OLHO COMPOSTO DO ANFIPODE A.
BRASILIENSIS ATRAVES DE BIOENSAIOS

3.1 INTRODUCAO

Sabe-se bem que os talitrideos utilizam-se da visdo para det ectar 0S
diferentes comprimentos de onda dos astros (sol e lua) para orientar-se no eixo entre a
terra e 0 mar nas praias arenosas (Scapini, 2006; Scapini e Dugan, 2008; Mezzetti et al.,
2010a). Outros grupos de anfipodes utilizam-se da visdo para diferentes funcdes em
diferentes habitats, desde ambientes com baixa disponibilidade de luz no fundo dos
oceanos a ambientes terrestres. Esta capacidade de deteccdo de diferentes comprimentos
de onda pelos olhos destes animais certamente desperta o interesse da comunidade
cientifica que tem estudado os aspectos fisioldgicos, morfoldgicos e comportamentais
decorrentes da vasta diversificacdo dos olhos nesta ordem. A fisiologia visual tem sido
estudada em diferentes espécies de anfipodes que habitam os mais diversos
ecossistemas. Cohen e Frank (2006) debrucaram-se sobre os aspectos fisioldgicos
envolvidos na captura de fotons por Abyssorchomene plebs (Gammaridea:
Lysianassoidea) em ambientes com pouca luz e observaram que este animal apresenta
sensibilidade espectral maxima de 487 nm, na faixa espectral que abrange o0s
comprimentos de ondas azuis. Mezzetti et.al. (2010b) reportaram diferencas nas
estruturas morfoldgicas dos olhos entre Talorchestia spinifera e Talitrus saltator que
podem estar relacionadas aos diferentes habitats e como os olhos sdo utilizados na
orientagdo. Destaca-se neste contexto a capacidade de Talitrus saltator em detectar
comprimentos de onda entre 404 - 506 nm na regido espectral do azul considerado como
representando a dire¢ao do “mar” (Ugolini et al. 2009). Assim, 0s espectros de resposta
e sensibilidade a diferentes comprimentos de onda, tem revelado a presenca de
rodopsina no rabdoma, e pigmentos diversos de azul/verde nas células da retina (Cohen
et al., 2010) e especula que a quinta célula retinal (R5), amorfa, possa ser sensivel a luz
UV, podendo ter uma funcdo de deteccdo de luz polarizada (Hallberg e Nilson, et al.
1980).

Os bioensaios em laboratorio sdo importantes ferramentas a favor da pesquisa

cientifica, pois possibilitam ao pesquisador isolar fatores que no ambiente natural nédo
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teriam como ser separados. Através de bioensaios em laboratdrio fatores como umidade,
temperatura, salinidade, entre outros podem ser controlados, de tal maneira que o bem
estar animal seja mantido. A extensdo do periodo de aclimata¢do permite a estabilizacéo
fisioldgica do organismo. Algumas desvantagens em se realizar tais experimentos em
laboratdrio, podem ser apontadas como estresse dos animais e a dificuldade de
manutencdo dos mesmos. O anfipode talitrideo A. brasiliensis por se tratar de um
crustaceo semi-terrestre requer atencdo redobrada aos fatores necessarios a sua

manutencdo saudavel, tais como, umidade, temperatura e salinidade.

Apesar de praticamente ndo haver trabalhos com biosensaios utilizando A.
brasiliensis, outros anfipodes da familia Talitridae encontrados no hemisfério Norte,
especificamente na Europa como Talitrus Saltator e Orchestoidea tuberculata, também
semi-terrestres tem sido amplamente utilizados em experimentos de orientagdo em
relacdo a luminosidade controlada em laboratoério, quanto a orientacdo em relacdo aos
astros no ambiente natural, sendo mantidos em laboratério por periodos de 7 a 14 dias
(Scapini and Dugan 2008; Ugolini 2014).

3.2 OBJETIVOS

e Determinar através de bioensaios se ha mudanga de padrdo de pigmentacdo em
individuos de A. brasiliensis, submetidos a diferentes condicdes ambientais

(radiacdo UV, e substrato).

e Determinar se a exposicao a diferentes graus de incidéncia luminosa podem alterar

0 padrdo de pigmentacdo observado num individuo de A. brasiliensis.

e Determinar se a radiacdo UV pode causar alteracdo do padrdo de pigmentacao
individual do olho no anfipode A. brasiliensis.

e Determinar se a alteracdo da cor do substrato pode alterar o padréo individual de

pigmentacdo do olho no anfipode A. brasiliensis.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Padronizacao das condicGes ideais de manutencdo do anfipode A. brasiliensis
em laboratério

3.3.1.1 Bioensaio 1

A coleta dos anfipodes foi realizada na praia do Barreto, no mesmo ponto
descrito na Tabela 1, e seguindo a mesma metodologia descrita no ponto 2.3.1, no
entanto contendo as “pit-falls” aproximadamente 3 ml de &gua do mar. Os anfipodes
capturados eram rapidamente retirados com o auxilio de um puca, e armazenados em

uma caixa térmica contendo areia Umida e levados ao laboratorio.

Foram utilizados 150 anfipodes, que foram divididos em trés grupos. Cada
anfipode foi colocado em um béquer plastico de 50 mL contendo papel filtro
umidificado com agua do mar coletada na prépria praia (Figura 16). Foram
acondicionados em incubadora a 27°C + 1°C, com fotoperiodo de 12h de incidéncia
luminosa e12h em escuriddo. Cada grupo foi colocado em uma prateleira da incubadora

(Figura 17). A cada 4h os recipientes eram umidificados com auxilio de uma pipeta com

agua do mar com salinidade de 36 ppt.

Figura 16. Béqueres de pléstico preparados para acondicionarr os anfipodes antes de serem
submetidos a incubadora, contendo papel filtro no fundo, e coberta por (0,5mm).
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Figura 17. Desenho experimental do bioensaio 1 referentes a otimizacdo da manutencdo em
laboratério dos anfipodes A. brasiliensis.

3.3.1.2 Bioensaio 2

Neste bioensaio, os anfipodes foram coletados no mesmo local com a mesma
metodologia do anterior. Estes porém foram divididos em 5 grupos de 5 individuos, em
recipientes plasticos de 11 x 16 cm x 8,5 cm de altura (Figura 18). Cada recipiente
continha no fundo aproximadamente 1 cm de areia umedecido com 5 mL de agua do
mar diluida (1 ml de 4gua do mar para 1 mL de &gua destilada, 1:1). A cada 4h os
recipientes eram borrifados com aproximadamente 1mL de &gua. Todos foram
submetidos a fotoperiodo igual de 12h/12h dia/noite e temperatura ambiente (24°C). Ao
final do experimento os anfipodes dos grupos 1 a 4 foram fixados em paraformaldeido
4% (Pf 4%) e o 5° grupo foi fixado em alcool 92,8 (Al 92,8). A otimizagdo das
condicGes de manutencéo foi avaliada através dos valores de sobrevivéncia dos mesmos
em 48h.
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12/12h dia/noite 3 h
TOC Ambiente

Grupo 1 n=5

Grupo 2 n=5

Grupo 3 n=>5

Grupo 4 n=>5

Grupo 5 n=>5

Figura 18. Desenho experimental do bioensaio 2 referentes a otimizagdo da manutengdo em
laboratério dos anfipodes A. brasiliensis

3.3.1.3 Bioensaio 3

Neste bioensaio foram utilizados anfipodes coletados na praia do Barreto (ver
Tabela 1). Dez juvenis foram selecionados, determinados seus padrdes de pigmentagéo
e em seguida individualizados em pequenos recipientes transparente contendo areia
Uumida com a diluicdo de &gua do mar e agua destilada (1:1), e racdo comercial
composta de krill (FD krill, Sera). Os recipientes foram cobertos com filme plastico
transparente, com pequenos furos para a troca de ar; e a seguir foram colocados sobre
uma bandeja branca. Uma lampada foi posicionada 35cm acima da bandeja de forma a
iluminar todos os recipientes, sendo os anfipodes expostos a fotoperiodos de 12h de
luminosidade (Irradiancia; Luz visivel = 1,169 mW/cm?) e 12 horas em escuridao

constantes por 10 dias consecutivos.
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Neste bioensaio foi utilizada a lampada de irradiancia luminosa a utilizar nos
biosensaios seguintes, para ja avaliar a sobrevivéncia dos individuos com essa
iluminacdo. A ocorréncia de animais mortos foi conferida a cada quatro horas. Ao final

do bioensaio todos os anfipodes foram fixados em alcool 92,8.

3.3.2 Efeito do grau de luminosidade no padrao de pigmentacéo de A. brasiliensis

3.3.2.1 Bioensaio 4

Foi estabelecida a hipotese nula Ho: a variagdo de luminosidade néo altera o
padrdo individual de pigmentacdo. Para a realizacdo deste bioensaio os anfipodes foram
coletados na praia do Barreto no dia 18 de julho de 2015. A amostragem seguiu a
mesma metodologia do primeiro bioensaio. Os anfipodes foram divididos em 3 grupos,
cada um contendo 10 individuos (Figura 19). Os anfipodes foram colocados em um
recipiente contendo areia Umida e uma unidade de racdo de krill, sendo mantidos a

temperatura ambiente de aproximadamente 24°C, por 96h.

Para a determinacdo do padrdo de pigmentacdo dos olhos, os anfipodes foram
posicionados individualmente em placas de petri sob gelo para que houvesse diminuicao
da sua atividade motora e seus padrdes pudessem ser determinados sob lupa. O grupo 1,
teve seus padrdes registrados e em seguida foram fixados em Pf 4%. O grupo 2 foi
submetido a fotoperiodo de 12h de iluminacdo constante (lrradiancia; Luz visivel =
1,169 mW/cm?) e 12h de escuriddo completa, ap6s o registro dos padrGes de
pigmentacdo iniciais. No grupo 3 se seguiu 0 mesmo protocolo do grupo 2, porém 0s
individuos foram submetidos a 24h de escuriddo, a qual foi obtida acondicionando os
anfipodes em caixas plasticas pretas com tampa com pequenos furos para que houvesse
a troca de ar e cobertas por um tecido preto. Ap6s as 96h de exposicdo as diferentes
condi¢cBes de luz os anfipodes novamente tiveram seus padrdes de pigmentacdo

registrados antes e ap6s serem fixados em Pf 4%.
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Grupo 1

Fixado no tempo 0

96 h
TOC Ambiente

Grupo 2 | | n=10
12/12h dia/noite

Grupo 3
24h Noite

Figura 19. Desenho experimental do bioensaio 4 de avaliacdo do efeito da incidéncia luminosa
no padrdo de pigmentagdo do olho do anfipode A. brasiliensis

3.3.2.2 Bioensaio 5

Este bioensaio foi realizado, no setor de Fisiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) do Campus Carreiros da Fundacdo Universidade Federal do Rio
Grande, FURG, na cidade de Rio Grande, RS. As coletas dos anfipodes foram
realizadas em duas praias: praia Campista localizada no municipio de Macaé, e na praia
de Mar do Norte localizada no municipio de Rio da Ostras, RJ, em julho de 2015 (ver

coordenadas em Tabela 1).

Estas praias foram escolhidas por terem apresentado anfipodes com maior
porcentagem de fenétipos extremos de acordo com coletas anteriores. De acordo com
dados de coletas anteriores para a praia Campista, os anfipodes apresentaram em maior
proporcao os padrdes 3 e 4 (com auséncia de pigmento em mais de 50% dos omatideos)
e na praia de Mar do Norte 100% dos individuos coletados apresentavam fenotipo 0
(com os olhos totalmente pigmentados). Foram coletados aproximadamente 700
anfipodes na praia de Mar do Norte e 700 na praia Campista. Os individuos coletados
nas praias foram armazenados em caixas térmicas e transportados até a Fundacdo
Universidade do Rio Grande, RS. Cada caixa térmica continha areia da praia, alimento e
para manter o ambiente umido utilizou-se a dilui¢do 1:1 de agua do mar/agua destilada.
A agua foi esterilizada por 30 min em capela de fluxo laminar (~254 nm UV).

37



No biotério aquatico do ICB da FURG, os anfipodes em boas condicGes apos a
viagem foram individualizados e tiveram seus padres de pigmentacdo determinados
sobre o gelo, como descrito no bioensaio anterior. Com a finalidade de testar Ho
decidiu-se com este bioensaio, avaliar se os anfipodes apresentaram mudancas no
padrdo de pigmentacdo em trés situacdes distintas: iluminagdo constante com a lampada
posicionada a 35cm acima dos anfipodes (Irradiancia = 2,58mW/cm2, Dose = 55,728
J/icmz?, Grupo 2), escuriddo constante (assim como descrito no bioensaio anterior, Grupo
3), e outro sob iluminagdo do ambiente durante um periodo de 12 h.(Grupo 1) Ao total
10 individuos de padrdo 3 foram alocados em cada unidade experimental, somando
trinta animais por praia (Figura 20). Os padrdes foram determinados trés vezes durante
0 bioensaio; no tempo 0 h (inicio), as 6 h e 12 h. Ao final do bioensaio, os anfipodes

foram fixados em alcool 92,8.

Praia Campista  Praia Mar do Norte
Grupo 1
’ . _ n=10 n=10
lluminagdo ambiente
Grupo 2
g n=10 n=10
Irradidncia continua
Grupo 3
n=10 n=10
Escuriddo completa

Figura 20. Desenho experimental do bioensaio 5 de avaliagdo do efeito da incidéncia luminosa
no padrdo de pigmentagdo do olho do anfipode A. brasiliensis.

3.3.2.3 Bioensaio 6

A seguir o0 bioensaio 6, foi realizado em condicdes diferentes com o objetivo de

detectar mudancas em intervalos curtos de tempo durante o dia (com iluminacgdo) e
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durante a noite (sem iluminacdo) Para este bioensaio, 10 anfipodes de cada praia
provenientes da mesma coleta do bioensaio 5 foram selecionados. Os anfipodes foram
acondicionados em recipientes distintos contendo areia Umida e ragdo a base de krill e
expostos a fotoperiodos de 12h sob luz direta (Irradiancia = 2,58mW/cm?2, Dose =
55,728 J/lcm?) e 12h no escuro completo (Figura 21). Os padrdes de pigmentacao foram
observados no inicio do bioensaio e a cada trés horas no intervalo de 51h. Durante o
periodo da noite, os anfipodes foram observados na lupa usando uma lampada

vermelha.
Praia Campista  Praia Mar do Norte
12 hlrradidncia/ - -
12 h escuriddo n=10 n=10
Tempo
_ 3 6 9 12 15 18 21
Dia 1 : : : : : : :
_ 24 27 30 33 36 39 42 45
Dia 2 b } } } } } } }
48 51

Dia3d +—

Figura 21. Desenho experimental do bioensaio 6 de avaliagéo do efeito da incidéncia luminosa e
da escuriddo completa, no padrdo de pigmentacdo do olho do anfipode A. brasiliensis em
intervalos de tempo curtos.

3.3.3 Avaliacéo da influéncia da radiacdo Ultravioleta no padréo de pigmentacéo
de A. brasiliensis

3.3.3.1 Bioensaio 7

Este bioensaio também foi realizado na FURG, a partir das mesmas coletas
descritas no ponto 3.3.2.2. A hipétese nula de trabalho Ho, foi que a radiagdo
ultravioleta ndo afeta o padrdo de pigmentacdo individual dos olhos de A. brasiliensis.
Para testar esta hipotese, trés tratamentos distintos foram utilizados, séo eles: exposi¢édo

a radiacdo UV-A, UV-B e o controle. Para cada tratamento 20 anfipodes de padréo 3
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foram separados (Figura 22) e colocados em recipientes contendo areia Umida e ragéo
de krill. O grupo 1, controle ndo foi exposto a radiacdo, apenas foi mantido na
iluminacdo do ambiente. Todos os anfipodes tiveram seus padrfes determinados no

final do experimento.

A radiacdo UV-A e UV-B foi medida utilizando o radidmetro fotdbmetro (modelo IL
1400A, International Ligth, New-buryport, MA, USA). A lampada UV-A registrou
irradiancia de 0,219 mW/cm?, sendo assim, a dose calculada foi de 1,8144 J/cm2. A
lampada UV-B registrou irradiancia de 0,070 mW/cm?, e a dose calculada foi de 1,8144
J/icmz2, O célculo da dose seguiu a formula: Dose (J/cm2) = [60 x IRRAD (mW/cm?2) x T
(min)]/1000. Para que os valores das doses emitidas pelas lampadas UV-A e UV-B
fossem semelhantes as doses registradas ao meio dia do verdo, foi feito o calculo do
tempo de exposicao necessario. Assim, o tempo de exposicdo calculado para as duas foi
de 240 min.

Exposicdo 240 min

Grupo 1
lluminacdo Ambiente n=20 n=20 n=20 n=20
Grupo 2
=20 = = =
radiancia UV-A " n=20 || n=20 [ | n=20

Grupo 3
Irradiancia UV-B

n=20 n=20 n=20 n=20

Figura 22. Desenho experimental do bioensaio 7 da avaliagdo do efeito da radiacdo ultravioleta
no padrdo de pigmentacdo dos olhos do anfipode A. brasiliensis.
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3.3.3.2 Bioensaio 8 — Avaliacéo do efeito da incidéncia da radiacdo UVB ao

longo do tempo.

Com o mesmo objetivo do bioensaio 7, os anfipodes foram coletados na praia do
Barreto, seguindo a mesma metodologia de coleta do bioensaio anterior. Foram
utilizados 6 grupos, cada um contendo 5 individuos, que foram alocados em recipiente
de vidro (18,5 cm de comprimento e 9,5 cm de diametro) O primeiro grupo de
anfipodes teve seus padrdes imediatamente identificados e sem serem expostos ao UV-
B, foram fixados em Pf 4% (tempo O de exposi¢cdo). Os demais grupos tiveram seu
padrdo determinado apos a exposi¢do ao UV-B na sequéncia de diferentes tempos de
exposicdo, como mostra a Figura 23. A radiagdo UV-B foi emitida por uma lampada de
banda curta de UV-B (Phillips, 305 nm — 315 nm). No término de cada exposi¢do 0s
anfipodes tiveram seu padrdo de pigmentacdo determinado e foram fixados em Pf 4%,

para futuras anélises histoldgica dos olhos.
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Tempo
Irradidncia UV-B

Grupo 1 . n=>
Grupo 2 5 4 n=5
Grupo 3 10 | n=5
Grupo 4 20 T n=>5
Grupo 5 40 <+ n=5
Grupo 6 a0 4 n=5

min

Figura 23. Desenho experimental do bioensaio 8 da avaliacdo do efeito da incidéncia da
radiacdo UV-B ao longo do tempo nos padrfes de pigmentacdo do anfipode A. brasiliensis.

3.3.4 Avaliacdo do efeito da cor do substrato no padrédo de pigmentagdo dos olhos
de A.brasiliensis (efeito de camuflagem)

3.3.4.1 Bioensaio 9

Os anfipodes utilizados neste bioensaio foram coletados na praia do Barreto,
municipio de Macaé (ver coordenadas em Tabela 1). A hipotese nula (Hos) levantada
foi que a cor do substrato ndo altera o padréo individual de pigmentacdo dos olhos de A.
brasiliensis. Para testar esta hipotese, os anfipodes (com padréo 3 ou 4) foram separados
em 2 grupos de 10 individuos cada um. O grupo 1 teve os animais alocados em
recipientes totalmente pretos, contendo apenas agua (agua do mar/agua destilada, 1:4).

O grupo 2 foi alocado em recipientes transparentes com fundo branco contendo apenas
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um pouco de areia e agua (dgua do mar/agua destilada, 1:4) (Figura 24). Os anfipodes

foram posicionados sob a luz direta a uma distancia de 48 cm (Irradiancia; Luz visivel =

1,169 mW/cm?2), e foram registrados seus padrdes em 3 horarios por dia (8h, 14h e 20h),

durante 9 dias.

12 h Irradidncial
12 h escuridéao

Grupo 1

Fundo branco

Grupo 2

Fundo petro

9 dias

n=10

Figura 24. Desenho experimental do bioensaio 9 da avaliacdo do efeito da cor do substrato no

padrdo de pigmentacdo dos olhos do anfipode A.brasiliensis (efeito de camuflagem)
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Padronizacdo das condicGes ideais de manutencdo dos anfipodes A.
brasiliensis em laboratério

3.4.1.1 Bioensaio 1

Neste bioensaio todos os anfipodes morreram dentro das primeiras 20h do inicio
do bioensaio, devido ao ressecamento, pela perda de umidade no ambiente dentro da

incubadora.

3.4.1.2 Bioensaio 2

A solucdo diluida de &gua do mar preparada com agua destilada (1:1) para
umidificar a areia e a0 mesmo tempo evitar a salinizacdo do microambiente, melhorou a
sobrevivéncia dos anfipodes. Assim, a sobrevivéncia foi de 100% nas 24 h em todas as
unidades. Observou-se mortalidade no grupo 2 (40%) nas 44h, finalizando as 48 h com

mortalidade acumulada média por unidade de 76 * 43,3% (Figura 25).

A reducdo da salinidade da &gua utilizada para manter as unidades experimentais
umidas determinou um ambiente menos hostil (“salgado”) e mais “confortavel” para os
crustaceos, auxiliando de certa forma a aumentar o tempo de vida e permanéncia dos

mesmos em laboratério.

O tipo de fixador (Pf 4% e Al 92,8) ndo determinou mudancas nos padrdes
individuais de pigmentacdo dos olhos. No entanto, observou-se que aqueles anfipodes
gue morreram antes de serem fixados, seus olhos se tornam padrdo 0 ap6s a morte, e

este padrdo se manteve apo6s a fixacao, seja com Pf 4% ou com Al 92,8.
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Figura 25. Resultados do bioensaio 2 na avaliagdo da sobrevivéncia dos individuos nas novas
condi¢cdes de manutencdo a temperatura ambiente e manutengdo da umidade adicionando agua
do mar diluida durante todo o bioensaio.

3.4.1.3 Bioensaio 3

Neste bioensaio, onde foi avaliado a sobrevivéncia de juvenis individualizados e
cobertos com insufilme com furos muito pequenos e uma unidade de Krill como
alimento e em condi¢Ges de temperatura ambiente, a mortalidade foi muito menor
comparada com os bioensaios anteriores. A sobrevivéncia baixou no segundo dia para
90% e somente no oitavo e nono dia, esta abaixou para 70%, indicando condicGes de

manutencdo bastante favoraveis em relacao aos bioensaios anteriores.

Em resumo, através destes bioensaios (Bioensaios 1 a 3), constatou-se que para a
realizacdo dos bioensaios com A. brasiliensis a umidade deve ser priorizada para o
manutenc¢do dos mesmos, levando-a mais em consideragéo do que outros fatores como a
temperatura; e que a individualizagdo, a alimentacdo com uma unidade de alimento
comercial de krill e a constante adi¢do de agua de mar diluida permitem a sobrevivéncia

destes individuos por periodos superiores a uma semana
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3.4.2 Efeito da incidéncia luminosa no padrao de pigmentacéo do olho.

3.4.2.1 Bioensaio 4

Os anfipodes do grupo 1, que representaram o controle, organismos fixados
imediatamente, antes de serem submetidos as condi¢cdes de laboratério, apresentaram
mudangas do padrdo de pigmentacdo apos serem fixados em Pf 4%, tornando-se padréo
0 (100% pigmentados), independente do qual foi o padrdo inicial. Os anfipodes do
grupo 2, submetidos a 12h/12h dia/noite ndo apresentaram nenhuma variacdo de seu
padrdo de pigmentacdo durante o bioensaio de 96 h, mantendo o padrdo 2, inclusive
apos a fixagdo.

Cinguenta porcento dos anfipodes do grupo 3, aqueles mantidos na escuriddo
completa, tiveram seu padrdo de pigmentagdo alterado para um grau a mais de
pigmentacdo (de 4 para 3 e de 3 para 2) (Anexo 6). Os padrdes finais foram mantidos
apos a fixacdo. Portanto, houve efeito do fixador somente nos individuos fixados

imediatamente apos a coleta.

3.4.2.2 Bioensaio 5

Os anfipodes coletados para os bioensaios no ICB da FURG de Rio Grande,
nas praias Campista e Mar do Norte, mostraram a predominancia do padrdo 3 (>95%)
(Tabela 11).

Tabela 11. Frequéncia dos padrGes de pigmentacdo do anfipode proveniente das praias
Campista e Mar do Norte, em junho de 2015.

Praia de Mar do Norte Praia Campista
Quantidade Quantidade
Fenotipo N % N %
2 4 1,90 1 0,75
3 204 96,68 131 99,25
4 3 1,42 - -

Foi constatado que o padrdo de pigmentagdo ndo variou em nenhum anfipode
deste bioensio, mantendo-se o padrdo 3 inalterado do inicio ao fim do bioensaio (Tabela
12).
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Tabela 12. PadrBes de pigmentacdo observados no bioensaio 5 de 12 h para os grupos de
individuos da praia Campista e da praia de Mar do Norte.

Campista Mar do Norte
Padréo Padréo
Tratamento N Oh 6h 12h N Oh 6h 12h
lluminacdo ambiente 10 3 3 3 10 3 3 3
Irradiancia 10 3 3 3 10 3 3 3
Escuridao 10 3 3 3 10 3 3 3

3.4.2.3 Bioensaio 6

Neste bioensaio de 51 h de duracdo em fotoperiodo de 12/12, com registro dos
padrBes a cada 3 h, observou-se uma mortalidade acumulada de 30% para os anfipodes
provenientes da praia Campista e de 40% para os provenientes de Mar do Norte. Nao
foram observadas alteragcbes dos padrGes em nenhum momento deste bioensaio, em

nenhum dos grupos de individuos (Tabela 13).

Tabela 13. Mortalidade acumulada observada durante o bioensaio 6.

Campista Mar do Norte
Mortalidade acumulada Mortalidade acumulada
Hora N % Hora N %
24 1 10 24 1 10
27 2 20 27 2 20
48 3 30 30 4 40

Em resumo, através destes bioensaios (Bioensaios 4 a 6) podemos comprovar
que ndo ha uma inducdo por efeito da incidéncia luminosa na migracdo dos pigmentos
dos olhos, que possa ser detectado externamente, dentro de um periodo de 51 h (com
avaliacdo a cada 3 h) ou dentro de 96 h (avaliagédo 4 vezes por dia) num regime de

fotoperiodo de 12/12 h; nem para irradiacdo constante durante um periodo de 96 h. No
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entanto, apds 96 h de escuriddo completa foi possivel observar um leve aumento da

pigmentacdo dos olhos em 50% dos individuos.

3.4.3 Avaliacdo da influéncia da radiacdo Ultravioleta sobre o padrdo de
pigmentacgéo de A. brasiliensis

3.4.3.1 Bioensaio 7

Neste bioensaio, realizado no ICB da FURG, todos os anfipodes morreram apos
15 min de incidéncia da radiagéo ultravioleta (UV-A e UV-B). Devido a que 0s animais
controle também morreram aos 15 minutos, podemos concluir que as causas da morte

destes anfipodes ndo esteve relacionada a incidéncia da luz ultravioleta.

3.4.3.2 Bioensaio 8

No bioensaio 8, ja realizado no NUPEM, onde os individuos foram submetidos
por periodos diferentes a radiacdo UV-B, ndo houve nenhuma alteracdo dos padrfes de
pigmentacdo para nenhum dos tempos de exposicdo a radiacdo UV-B, em relacdo aos

padrdes inicialmente observados, mantendo (Tabela 14).

Tabela 14. Padrdes de pigmentac&o iniciais e finais observados nos anfipodes do bioensaio 8, no
inicio e ao final da exposic¢do a radiacdo UV-B.

Padréo de pigmentacédo

Grupo Tempo de exposicdo ao UV-B (min) Individuo . )
Inicial Final

1 0

w
w

O A WO NN RO B W DN B
W W W w W w w w w
W W W W W w w w w
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Em resumo, os resultados do bioensaio 8, ja que o 7 teve que ser descartado,
mostraram que a radiacdo ultravioleta ndo teve efeito sobre os padrbes de pigmentacao
dos olhos do anfipode A. brasiliensis dentro de um periodo de 80 min, utilizando
comprimentos de onda de 305 a 315 nm. Por tanto, ndo podemos descartar a hipdtese
nula da auséncia de efeito da radiacdo UV sobre os padrdes de pigmentagé&o.

3.4.4 Avaliacéo do efeito da cor do substrato no padrédo de pigmentacéo do olho de
A. brasiliensis (efeito de camuflagem)

3.4.4.1 Bioensaio 9

Neste bioensaio, os anfipodes submetidos ao tratamento com fundo preto
comegaram a morrer a partir do sexto dia, com 60% dos anfipodes mortos ao final do
experimento no nono dia.(Anexo 6). Nas unidades com fundo branco, a mortalidade dos
anfipodes iniciou a partir do terceiro dia, com 60% dos anfipodes mortos ao final do
experimento (Anexo 7).
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Nas unidades de fundo preto ndo houve variacdo do padréo de pigmentacdo, mas
nas unidades de fundo branco 30% apresentaram alteracdo do padrdo, indo do 3
(inicialmente observado) para o padréo 4 (Anexos 6 e 7).

Em resumo, podemos afirmar que houve mudancas leves no padrdo de
pigmentacdo dos olhos em 50% dos anfipodes sobre fundo branco e que as mortalidades

observadas foram de 60 % no final do experimento.
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4. CARACTERIZACAO HISTOLOGICA DO OLHO COMPOSTO DE A.
BRASILIENSIS

4.1 INTRODUCAO

Os olhos dos animais e sua evolucdo compdem uma das questdes mais
intrigantes e fascinantes da ciéncia, e vem sendo estudada por muitos autores que
debrugam-se até os dias atuais para decifrar as mais capciosas questdes a respeito de sua
formacédo, morfologia, fisiologia, captacdo de fotons e formacdo de imagens, buscando
entender como todas estas questdes podem influenciar nos mais diversos
comportamentos entre os diferentes taxons do reino animal. Imagina-se que 0s animais
convergiram para oito tipos de solucbes Opticas para coletar e focalizar a luz, e
compartilham a mesma estratégia molecular para absorver fétons (Fernald, 2000). A
chave para a evolucgdo dos primeiros olhos esta relacionada ao nimero de receptores, a
presenca de pigmentos refletores, a membrana e o foco Optico. Tais adaptacGes
funcionais dos olhos estdo diretamente relacionadas aos mais diversos tipos de
comportamento observado no reino animal (Land e Nilson, 2012).

4.1.1. O olho composto em crustaceos

Os crustaceos podem apresentar diferentes tipos de olhos. Entre eles estdo; o
olho pigmentado em forma de concha, olho do tipo camera aquética, olho céncavo
refletor, olho composto aposicional, olho composto refratario superposicional, e o olho

composto refletor superposicional (Land e Nilson, 2012).

Os 0Orgdos mais visiveis e mais bem estudados em crustdceos sdo os olhos
compostos (Meyer-Rochow, 2001). Os olhos alcancam seu maior grau de sofisticacdo
em estomatépodes (Cronin et al., 1994), euphasideos (Land, 1981), e decapodes
(Herring e Roe, 1988), mas estdo ausentes em copépodes, mistacocarida, cefalocarida e
alguns grupos menores com poucas espécies (Meyer-Rochow, 2001). Assim 0s
crustaceos apresentam olhos com foco dptico e alta resolugcdo espacial. Por serem mais
evoluidos que os de outros grupos, requerem receptores rapidos com sensibilidade
angular mais restrita e alta sensibilidade ao contraste, necessitando capturar mais fotons
por unidade de tempo (Land e Nilson, 2012). Outras questdes que tem recebido uma

grande atencdo nos Ultimos anos estdo relacionadas com a fototransducdo, o
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processamento visual, o desenvolvimento embriologico, e a ontogenia dos olhos

compostos aposicionais, especificamente em Drosophila (Meyer-Rochow, 2014).

Com base em analises oriundas de comparagdes das estruturas gerais dos olhos
de diferentes tdxons (tipos de fotorreceptores, o desenvolvimento do olho, as origens do
tecido ocular, a posi¢édo dos axénios entre outros marcadores anatdmicos), sabemos hoje
que os olhos ndo evoluiram apenas uma vez, mas a0 menos quarenta vezes diferentes,
ou possivelmente muito mais. A distribuicdo filogenética dos olhos compostos em
artrépodes é considerada extremamente complexa, onde por um lado a semelhanca entre
olhos compostos sugere que eles possam ter evoluido apenas uma vez, mas por outro
lado em muitos artropodes faltam olhos por nenhuma razdo aparente. Embora alguns
autores sugiram & homologia, as evidéncias recentes sugerem multiplas origens
(Oakley, 2003; Salvini—Plawen e Mayr, 1977)

4.1.2. Estrutura e pigmentacgéo ocular em Amphipoda

Os anfipodes apresentam olhos compostos, extremamente adaptados para
funcbes e ambientes especificos. Sabe-se que uma enorme quantidade de espécies de
anfipodes, alocadas em diferentes familias, apresentam um padrdo comum no design
dos olhos compostos (Hallberg et. al., 1980; Mezzetti et. al., 2010a). Segundo Hallberg
et.al. (1980), ao estudar a estrutura ocular em treze espécies de anfipodes alocadas em
trés subordens (Gammaridea, Hyperiidea e Caprellidae), encontraram olhos compostos
em todas, considerando suas estruturas complexas e sésseis. Uma caracteristica Unica de
anfipodes é a presenca de uma hipoderme totalmente desenvolvida e uma lamina basal
entre a cuticula e o omatideo; além de uma membrana fenestrada, formada pelas células
gliais, abaixo do rabdoma, dividindo o olho composto em duas metades, onde na
proximal (interna) sdo encontrados apenas 0s nucleos das células retinulares e das
células da glia e na regido distal (mais externa) acima da membrana fenestrada,
encontram-se a maior por¢do do citoplasma, as células retinulares com o rabdoma, o
cone cristalino, e as células de pigmento acessério (Figura 26). Estruturalmente, podem
ser classificados em 4 tipos de acordo com o grupo taxondmico. O tipo de olhos da
subordem Gammaridea (caso do A. brasiliensis) é considerado por este autor como 0
padréo geral dos anfipodes. Dois tipos de pigmentos foram encontrados, baseados em
estudos em Gammarus pulex, contidos em vesiculas dentro das células retinulares: um
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omocromo, pigmento escuro (ex. preto) e um carotendide, pigmento claro (ex. amarelo
ou vermelho) (Michel e Anders, 1954; Hallberg et. al., 1980).

Poucos estudos abordam a caracterizagdo da pigmentacdo e sua distribuicdo nos
olhos dos anfipodes; e até 0 momento ndo foi possivel encontrar informacdo sobre o

registro de variegacdo em anfipodes.

Figura 26. A. Representacdo esquematica de uma seccdo transversal da cabeca de Gammarux
pulex. A célula retinular. A seta aponta para a lamina basal que delimita o olho. As duas pontas
de setas apontam a membrana fenestrada; (OG) ganglio ético; (CC) cone cristalino; (B) “brain”
indicando o cérebro. B. Esquema desenhado do omatideo de Gammarus pulex. (AC) célula do
cone acessorio; (AX) axdnio; (BL) lamina basal; (C) cuticula; (CC) cone cristalino; (FM)
membrana fenestrada; (GC) célula da glia; (H) camada da hipoderme; (RC) célula retinular;
(RPC) célula de pigmento refletor. (Modificado de Hallberg et al., 1980).

4.2 OBJETIVOS

e Caracterizar a estrutura do olho composto de A. brasiliensis através de analise
histologica.
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e Avaliar descritivamente diferencas a nivel histologico entre individuos classificados

externamente com diferentes niveis de pigmentacdo no olho composto.

4.3 METODOLOGIA

4.3.1 Microscopia Optica

4.3.1.1. Fixacéo dos anfipodes e contagem dos omatideos

Os anfipodes utilizados para a realizacdo dos cortes histologicos foram coletados
em diferentes praias, entre elas Barreto, Campista, e Mar do Norte. Também foram

utilizados anfipodes obtidos de bioensaios.

A contagem dos omatideos foi realizada sob lupa, posicionando o olho do
anfipode centralizado sobre a lente ocular milimetrada, dividindo-o em quatro
quadrantes. A quantidade de omatideos em cada quadrante foi contada e ao final obteve-
se o total de omatideos. Foram contabilizados 0os omatideos de quatro anfipodes e destes

foram obtidas a média, desvio padréo, e o valor minimo e maximo.

Uma coleta piloto foi realizada na praia do Barreto, Macaé, RJ, e os anfipodes
coletados foram fixados em paraformaldeido a 4% (Pf4%) preparado segundo o
protocolo a seguir: 89 de paraformaldeido foram dissolvidos em 100 mL de agua
destilada, em seguida foram adicionados 2 mL a 1 M de NaOH. A solucéo foi aquecida
a aproximadamente 65°C até que o paraformaldeido fosse totalmente dissolvido,
adicionando 1 ml de PBS 10 x e deixando a solucdo esfriar a temperatura ambiente. O
pH foi ajustado a 7,4 utilizando 1M HCL (~1ml). O volume final foi ent&o ajustado a
100 ml com é&gua destilada. A solugdo final foi filtrada através de uma membrana
filtradora (0,45 um) para que fosse removida qualquer matéria particulada. A solucéo
final foi entdo armazenada em freezer a temperatura -20°C). Os anfipodes foram fixados

em paraformaldeido 4% por 24 h a temperatura ambiente.

Foi realizada uma alteracéo na preparacdo de agua do mar artificial (ASW) para a
preparacdo de PBS (5x). Assim, para o preparo do paraformaldeido a 4%, houve a
substituicdo do PBS anterior por um novo PBS (5x), que foi diluido para 2x.
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O novo paraformaldeido a 4% foi preparado seguindo o seguinte protocolo: em
uma placa de aguecimento com a temperatura de aproximadamente 60°C foram
adicionados aproximadamente 45 ml de &gua destilada até que a mesma atingisse 0s
60°C esperados. Em seguida foram adicionados 4g de paraformaldeido até que 0 mesmo
se encontrasse totalmente solubilizado e entdo foram adicionados aproximadamente 1
ml de NaOH a 1M. Apds a solubilizacdo do paraformol foram adicionados 50 ml de
PBS (2x). A solucéo preparada foi avolumada para 1L, aliquotada e armazenada em

freezer a temperaturas -20°C.

4.3.1.2. Emblocamento

Para o emblocamento, os anfipodes fixados com 24h de antecedéncia ao inicio do
processamento dos cortes histologicos passaram por um processo de desidratacdo para
que toda a &gua presente nos tecidos fosse removida, uma vez que as substancias
utilizadas para a inclusdo em paraplast ndo se combinam homogeneamente com a &gua.
Os anfipodes entdo foram posicionados em suportes plasticos (cassetes) e levados a
bateria de desidratacdo. O protocolo de desidratacdo utilizado foi: 1) alcool 70% por 8
min; 2) alcool 80% por 8 min; 3) alcool 90% por 8 min; 4) alcool 100% | por 8 min; 5)
alcool 100% I1 por 10 min; 6) &lcool 100% Il por 15 min; 7) élcool xilol por 15 min.
Em seguida os anfipodes foram submersos em xilol para a clarificacdo do material; 8)
xilol I por 10 min; 9) xilol 1l por 10 min; 10) xilol 11l por 10 min, finalizando, dois
anfipodes foram posicionados em um molde com o auxilio de uma pinca, para que um
ficasse posicionado lateralmente e outro dorso/ventral, sendo infiltrados em paraplast,
(tomando cuidado para que bolhas ndo fossem formadas) seguindo a bateria: 11)
paraplast | por 10 min; 12) paraplast 1l por 10 min, e 13) paraplast Il por 15 min. Ao
final do processo de inclusdo, os anfipodes encontravam-se emblocados e corretamente

posicionados no molde com paraplast.

4.3.1.3. Cortes histoldgicos e coloracao

Os cortes histologicos seguiram protocolos pré-estabelecidos no Laboratorio
Integrado de Morfologia — NUPEM. Primeiramente os blocos foram posicionados em
micrétomo rotativo (modelo RM 2245, LEICA), e cortes de 5 pum foram realizados.

Cada corte realizado era levado ao banho maria e posicionados em laminas de vidro.
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Com os cortes devidamente posicionados, as laminas eram levadas a estufa pré-
aquecida a 60°C, por aproximadamente 30 minutos para que o excesso de paraplast
fosse retirado. ApoOs esse periodo foi dado inicio ao protocolo sequenciado de
hidratacdo, coloracao e desidratacdo do material da seguinte forma: 1) xilol | por 2 min;
2) xilol 11 por 2 min; 3) xilol 111 por 2 min; 4) alcool 100% por 2 min: 5) alcool 90% por
2 min, 6) alcool 80% por 2 min; 7) alcool 70% por 2 min; 8) agua por 2 min; 9)
hematoxilina de Harris por 8 min; 10) &gua destilada por 2 min; 11) eosina 0,25% por 6
min; 12) alcool 70% por 1 min; 13) alcool 80% por 1 min; 14) alcool 90% por 1 min;
15) xilol I por 1 min; 16) xilol Il por 1 min; 17) xilol 111 por 1 min.

Alteracdes deste protocolo foram inseridas para que houvesse uma melhor
coloragdo das estruturas oculares, sendo a principal delas o aumento no tempo de
imersdo com o corante hematoxilina de Harris que passou de 8 min para 13 min, e assim

permaneceu nas posteriores baterias de coloracao.

Uma vez prontas, as laminas foram visualizadas em microscéopio de luz (Olympus
BX 51) com aumentos de (lentes objetivas nos seguintes aumentos: 4 x; 10 x; 20 x; 40
X; 100 x) e digitalizadas. As imagens foram analisadas posteriormente, baseando-se na
caracterizacdo e nomeacdo estabelecida por Hallberg (1980). As estruturas foram
medidas com régua de 10 pm.

4.3.2. Microscopia eletronica

Dois anfipodes foram selecionados para a realizacdo da microscopia eletrénica,
ambos com padrdo de pigmentacdo 3. Para a realizacdo da microscopia eletronica de
transmissao os anfipodes foram fixados em paraformaldeido a 4% com glutaraldeido,
2,5% por 24h.

Para o emblocamento, ap6s serem fixados os anfipodes foram lavados 3 vezes
seguidas de 10 min com o tampdo PBS 1x, e depois fixados com tetréxido de 6smio 1%
(0s02). Apos a lavagem, foi dado inicio ao processo de desidratacdo com acetona
(30%, 50%, 70%, 90%, 100% e novamente 100%) por 25 minutos cada. Ao final do
processo de desidratacdo o processo de infiltragdo com acetona/epon dividido em quatro
etapas, com duragdo de 24h cada uma. O material foi entdo submetido a infiltracdo em
acetona (100%)/epon na proporcdo de 2/1; 1/1; 1/2; e ao final foram infiltrados apenas

com epon puro, estando prontos para a realizacdo dos cortes semi-finos e ultrafinos.
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Os cortes semi-finos foram realizados no Ultramicrétono (Leica EM UC7) nas
espessuras de 500nm e 80nm (cortes ultrafinos), a velocidade de 0,6 mm/s.
Primeiramente os cortes superfinos foram realizados até que de fato se alcancasse a
estrutura ocular. Ao encontrar a estrutura ocular laminas foram montadas com os cortes
semi-finos e coradas com 1% azul de toluidina. Em seguida, os cortes ultrafinos foram
realizados, posicionados em grades de cobre, contrastados com acetato de uranila por 20
minutos e citrato de chumbo por 10 minutos, e levados para a visualizacdo em

microscopio eletrénico de transmissao.

4.3.3. Avaliacdo de diferencas a nivel histoldgico entre individuos classificados
externamente com diferentes niveis de pigmentacao no olho composto

Foram comparados os cortes histoldgicos dos olhos de anfipodes com padréo de
pigmentagdo O (que apresentaram mais de 50% dos omatideos pigmentados), com
anfipodes de padrdo 3 e 4 (que apresentaram menos de 50% dos omatideos
pigmentados), tais observacdes foram realizadas comparando fotos de microscopia
retiradas dos melhores cortes histologicos obtidos. Foram comparadas desde a espessura
das células retinulares, dos rabdomas, cuticula, até mesmo a observacdo das estruturas
de forma geral, procurando realizar uma analise minuciosa das possiveis similaridades e

diferencas.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Caracterizacdo histoldgica da estrutura do olho composto do anfipode A.
brasiliensis

No olho composto de A, brasilienses foram encontrados em meédia 358,2 + 63,8
omatideos sendo o0 numero maximo contabilizado de 426, e o minimo de 272.
Analisando os cortes histoldgicos foi possivel reconhecer algumas das estruturas
caracterizadas por Hallberg et. al. (1980) para Gammarus pulex (Figura 26). Através do
corte longitudinal da cabeca de A. brasiliensis conseguimos visualizar os dois olhos
compostos, com o arranjo geral dos olhos individuais, os omatideos (OM), formados
pelo cone cristalino (CC), rabdoma (RB), e a base das células retiulares, onde se

localizam seus nucleos. Também podemos observar o ganglio éptico (GO), e a camada
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externa de cuticula (CT) (Figura 27 A, B) A disposicédo da base das células retinulares
(BR), formam uma faixa densa escura por conta dos pigmentos retinulares. O
comprimento do olho composto em corte transversal € de aproximadamente 514 pm e
sua profundidade de 161,6 um. No corte longitudinal da cabeca (Figura 27 b) pode-se
observar a largura total do olho composto, indicado pela barra que a mede, sendo 33,6
pum. Se destaca o revestimento externo do olho protegido pela cuticula (CT). Nesta
figura podemos também observar as células retinulares com seus pigmentos dispostos
ao redor do rabdoma (RB). Distalmente o olho é revestido por uma camada de cuticula
(CT), seguido de uma hipormerme (HP) e uma membrana basal (MB), conferindo uma
protecdo externa a estrutura ocular. A espessura da cuticula (CT) varia de 7,9 a 14,0
um; a hipoderme (HP) pode variar de 3,0 a 8,1 um, e a lamina basal (LB) apresentou

2,3 um de espessura (Figura 28).

Os omatideos (estrutura individual ocular) em A. brasiliensis sdo constituidos
por diversas estruturas celulares que juntas proporcionam a este anfipode a capacidade
de detecgdo da luz. Eles tem um comprimento aproximado de 112 um, onde a regiéo
distal é formada pelo cone cristalino de 39,2 um (Figura 29). Através de microscopia
oOptica foi possivel detectar duas células do cone cristalino (CCC) (Figura 30), as células
retinulares conhecidas como as células da visdo e que estdo posicionadas ao redor do
rabdoma (RB) e as células acessorias de pigmento refletivo que se localizam entre os
omatideos (Figura 31). Dividindo a regido distal da proximal encontra-se a membrana
fenestrada (MF). Sobre esta membrana podem ser visualizados os ndcleos das células
acessorias (NA). Abaixo desta membrana estdo localizados os nucleos das células
retinulares (NR), e mais abaixo na regido proximal, formando o ganglio optico estdo os
axonios (AX) e as células da glia (CG) (Figuras 31). Esta espécie apresentou cinco
celulas retinulares, sendo uma de menor tamanho (R5) em relacdo as demais (Figura
32). Podemos observar que as cinco células retinulares estdo arranjadas de forma
ligeiramente estrelada ao redor do rabdoma, contendo vesiculas preenchidas com os

granulos de pigmentos (Figura 33).
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4.4.2. Avaliacdo de diferencas a nivel histologico entre individuos classificados
externamente com diferentes niveis de pigmentacdo no olho composto

Cortes transversais nos mostraram a presenca de pigmentos retinulares ao longo
do rabdoma em diferentes niveis, podendo ser encontrados espalhados ou concentrados
em regides especificas, chegando até a regido mais distal, envolvendo o cone cristalino
(Figura 34 a, b). Os cortes transversais e longitudinais mostraram a dispersdo dos
pigmentos ao longo do rabdoma e do cone cristalino em diferentes niveis através da
expansdo ou concentracdo citoplasmatica das células retinulares (Fig. 32); podendo ser
encontrados distalmente ao redor das celulas do cone cristalino ou somente ao redor do
rabdoma (Figura 35 A, B).

Em cortes longitudinais, pelas profundidades diferentes dos cortes ndo foi
possivel comparar entre padrdo O e 4. No entanto nos cortes longitudinais obtidos se
observam diferencas entre omatideos com pigmentos estendidos ate o cone cristalino e
outros até a base do rabdoma, mostrando incluso que omatideos dos cantos do olho séo
mais curtos, exatamente nas regides onde ainda é possivel visualizar pigmentos
externamente nos individuos de padrdo 3 e 4. Dada a transparéncia do cone cristalino é
de esperar que omatideos com pigmentos ao redor do cone cristalino sejam visualizados

externamente como omatideos pigmentados (ver Figs. 34 e 35).
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Figura 27. (A) Corte transversal da cabeca do anfipode A. brasiliensis com destaque para o par
de olhos compostos. Se destaca o arranjo dos olhos individuais, os omatideos (OM), firmados
pelo cone cristalino (CC), o rabdoma (RB), e as células retinulares com suas bases (BR) onde
encontram-se seus nucleos, formam uma faixa escura devido aos pigmentos retinais. Também
observamos a camada externa, a cuticula (CT) e o ganglio ptico (GO). (Aumento 10x).

(B) Corte longitudinal da cabeca do anfipode A. brasiliensis, em destaque as estruturas oculares
protegidas distalmente pela cuticula (CT); e observa-se a largura do olho composto, indicado
pela barra que mede 336 um. Podemos observar as células retinulares (CR) com seus pigmentos
ao redor do rabdoma(RB) (Aumento, 10x).
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Figura 28. Corte longitudinal da cabega do anfipode A. brasiliensis, em destaque as estruturas
oculares protegidas distalmente pela cuticula (C), com a hipoderme (HP) e a membrana basal
(MB) logo abaixo, formando a estrutura externa do olho (Aumento, 10x)
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Figura 29. Corte transversal do olho do anfipode A. brasiliensis. Em destaque as células do cone
cristalino (CC), os pigmentos retinulares (PR) dispersos no citoplasma das células retinulares
(CR) posicionados distalmente ao redor do rabdoma (RB) (Aumento, 40x).
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Figura 30. Corte longitudinal do olho de A. brasiliensis. Distalmente observam-se as células do
cone cristalino (CC) (Aumento,10x).
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Figura 31. Corte transversal do olho de A. brasiliensis. Podemos observar na regido distal os
nucleos das células de pigmento refletivo (NA). Delimitando a regido distal da proximal
encontra-se a membrana fenestrada (MF), e logo abaixo os nucleos das células retinulares (NR)
conectando-se com as células nervosas. O conjunto de células nervosas formado pelos axénios
(AX) e as células da glia (CG) sdo chamados de ganglio dptico. (Aumento, 40x).
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20 um .
- R4

Figura 32. Corte longitudinal do olho do anfipode A.brasiliensis; onde podem ser observados 0s
omatideos, cada um contendo cinco células retinulares (CR) com os granulos de pigmento
posicionadas ao redor do rabdoma (RB). Entre as células retinulares (R1 a R5) podemos

observar a célula R5, de menos tamanho em relagdo as outras (Aumento, 20x).
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Figura 33. Corte longitudinal do olho do anfipode A. brasiliensis. Em destaque as cinco células
retinulares (CR) ao redor do rabdoma (RB), de forma ligeiramente estrelada, com os granulos de
pigmentos (Aumento,100x)

66



Figura 34. Corte transversal do omatideo do anfipode A. brasiliensis. A) O pigmento refletor
(PR) apresenta distribuicdo somente até a base do cone cristalino. B) Os pigmentos refletores
(PR) encontram-se envolvendo o cone cristalino (CC) e sua base (escala 10 um) (Aumento,

40x).
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Figura 35. Esquema representando o omatideo do olho de A. brasiliensis. (A) corte transversal
da regido mais distal das células do cone cristalino. (B) corte transversal da base do cone
cristalino e inicio do rabdoma. E possivel observar os diferentes niveis de extensdo das células
retinulares com seus pigmentos ao redor do rabdoma e do cone cristalino. Se sugere que 0
esquema da esquerda representa a posi¢do dos pigmentos na regido proximal dos omatideos; e o
esquema da direita quando externamente o omatideo é visualizado com pigmento preto.
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5 - DISCUSSAO
Estrutura do olho de A. brasiliensis

Os crustaceos apresentam diversos tipos de olhos (Land e Nilsson, 2012), entre
0s quais se observa o olho composto aposicional. Os olhos de A. brasiliensis séo
extremamente similares ao tipo de olho composto aposicional, que também pode ser
encontrado em insetos e chelicerados (Nilsson e Kelber, 2007). Dentre os quatro tipos
de olho composto descrito por Hallberg et al. (1980), o anfipode A. brasiliensis se ajusta
bem ao chamado “tipo gammarideo”. Os elementos didptricos de cada omatideo
consistem em uma hipoderme secretando uma cuticula sem lente, um cone cristalino
piriforme formado por duas células do cone, e células acessorias que separam 0S
omatideos. Sdo encontradas cinco células retinulares ao redor do rabdoma, estendendo-
se atraves da membrana fenestrada, com seus respectivos nucleos localizados na regido
proximal do omatideo. Segundo Hallberg et al. (1980), os anfipodes s&o os Unicos

crustaceos a apresentar uma hipoderme totalmente desenvolvida e uma lamina basal.

Mezzetti e colaboradores (2007) encontraram diferencas no formato e no arranjo
geral nos omatideos do olho composto de duas espécies de anfipodes, Talorchestia
spinifera (Mateus, 1962) e Talitrus saltator (Montagu, 1808) representantes da familia
Talitridae. Os olhos de T. saltator apresentaram formato mais eliptico em relacdo a T.
spinifera, e ambas as espécies apresentaram uma cdrnea cobrindo as unidades
omatidicas do olho e compostas por uma porcdo de exoesqueleto totalmente
transparente a luz. Nestas espécies a cuticula mostrou uma espessura de 12,40 + 0,98
pum em T. spinifera e de 8,98 £ 0,99 um em T. saltator. Em Gammarus pulex (Linné,
1758) observou-se uma cuticula com espessura de 7 um e uma hipoderme de 4 um
(Hallberg et. al., 1980). No presente estudo encontramos para A. brasiliensis a cuticula
variando entre 7,9 a 14,0 um e a hipoderme podendo variar de 3,0 a 8,1 um, o que
mostra muita similaridade com as espessuras destas estruturas nas espécies de anfipodes

citadas.

O arranjo estrelado das cinco células retinulares e as duas células do cone
cristalino encontradas em A. brasiliensis, ja foram descritas tambéem em Gammarus
pulex, Orchestia gammarelus, Ericthonius difformis, Caprella loveni e C. nonocera
(Hallberg et.al., 1980), em Pontoporeia affinis (Rosemberg e Langer, 1995), e Dulichia
porecta (Meyer-Rochow et.al., 1991; Oakley, 2003). Em relacdo ao tipo de pigmento
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presente nas células retinulares, tem sido descritos para anfipodes os omocromos e 0s
carotenoides (Hallberg et al., 1980). Beatty (1949) encontrou em Gammarus pulex,
Orchestia gammarella e Gammarus marinus apenas pigmentos carotenoides em seus
olhos. No entanto, os granulos de pigmentos de coloracdo preta observados em A.

brasiliensis levam a pensar que se trate de omocromos.

Distribuicao dos padrdes de pigmentacao dos olhos ao longo do gradiente geografico

A classificacdo realizada dos padrbes de pigmentacdo do olho composto
de A. brasiliensis em 5 categorias facilitou o estudo desta variacdo em varios niveis,
permitindo observar algumas tendéncias deste fendmeno, ainda ndo podendo esclarecer
este em sua totalidade. A primeira observacdo feita foi a auséncia de alguma relacéo da
frequéncia destes padrées com alguma variavel geografica que pudesse ser observada
num gradiente norte-sul. Excluindo desta forma, a influéncia de alguma variavel
ambiental disposta neste gradiente, como por exemplo a temperatura da agua do mar.
Excluindo também, alguma componente genética de heranca simples que dependa
apenas do fluxo génico para manter sua homogeneidade entre populacdes vizinhas ou
que responda a um padrdo de isolamento por distancia, que geraria uma distribuicéo
clinal ndo observada. A distribuicdo dos padrbes ndo responde nem sequer as barreiras
geogréficas, mostrando similaridade entre populacfes separadas pelo Rio Macaé ou
distantes quanto a praia de Cavaleiros e Mar do Norte (Rio das Ostras), sendo
Cavaleiros muito diferente de sua vizinha praia Campista. A baixa dispersdo observada
em anfipodes devido a seu desenvolvimento direto (Lincoln, 1979), poderia explicar a
auséncia total de um padrdo geogréfico, ja que a dispersdo dos anfipodes acontece com
restricdes, ocorrendo na deriva aderidos a algas, troncos, ramas ou outros elementos
levados pelas correntes. Em relacdo a isto, existem dados conflitantes na literatura para
o talitrideo Talitrus saltator. No Atlantico Norte, ainda com sua baixa dispersdo, é
possivel detectar uma relacdo entre fluxo génico e distancia geografica (Conceicéo,
1995) e no Mar Mediterrdneo, a espécie mostra grandes diferencas genéticas entre
populagbes muito proximas (De Mathaeis et al., 1994). Ainda, supondo que A.
brasiliensis fosse similar ao segundo caso, as grandes similaridades entre populagoes
separadas por barreiras, sugerem uma independéncia total de uma questdo genética
simples, podendo se tratar mais provavelmente de um evento aleatério ou moderado por
fatores estocasticos. Existe a possibilidade que estas populacbes estejam sob a
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influéncia das atividades antropicas nessas localidades, provocando extensiva
diminuigdo das populagdes por causa: a) das atividades recreacionais, que incluem a
ocupacdo das praias no verao e a limpeza das mesmas com tratores durante as épocas de
alta temporada; b) empreendimentos como construcdo de orlas ou outras benfeitorias
que terminam afetando as populacdes pela passagem de maquinas, acimulo de entulhos
nas areas de praia, ou desaparecimento de linhas de vegetacdo do supramare; c) pela
instalagdo de luminérias de alta incidéncia luminosa que permanecem acesas durante a
noite, certamente provocando um impacto na locomocéo e atividades destes anfipodes,
ou tornando eles mais suscetiveis a predacdo nestes horarios nos quais sdo mais ativos
que durante o dia. De fato, anfipodes da familia Talitridae utilizam-se de pistas solar e
lunar para se locomoverem nas praias, detectando os diferentes comprimentos de onda
emitidos por estes (Scapini 2006; Ugolini et al., 2007, 2009; Mezzetti et al. 2010b;
Ugolini 2014). O talitrideo T. saltator quando submetido a luz do sol e a comprimentos
de onda azuis, apresenta resposta em direcdo as mesmas, mostrando que utiliza
claramente os diferentes gradientes de intensidade luminosa para se orientar e tomar a
direcdo correta em seu ambiente natural (Ugolini et.al., 2009). Isto sugere que excessiva
luminosidade artificial instalada em praias certamente afetard a orientacdo espacial

destes animais, com imprevisiveis consequéncias.

Distribuicao dos padrées de pigmentacao dos olhos ao longo do tempo

Ao analisar as varia¢fes dos padrbes de pigmentacdo no tempo nas praias da
barra das lagoas de Cabiunas e Comprida, foram observados frequéncias de padrBes
muito similares entre elas para os anos avaliados (2012, 2014 e inicio de 2015),
mostrando que estas populacdes sdo muito similares e submetidas a condicGes
semelhantes. Desta forma, ambas praias mostraram uma grande flutuacdo da frequéncia
dos padrdes, seguindo as mesmas tendéncias e as variagdes observadas de um ano para
outro. Durante 2012 (Outono a Primavera) a maior frequéncia observada foi do padréo 0
(100% pigmentado), sendo que na primavera também foram observados altos niveis do
padrdo 4 (< 25% de pigmentacdo). Em 2014 (Outono a Primavera) este padrdéo mudou
para se tornarem os padrdes 3 e 4 os mais frequentes, seguindo o padrdo 0 uma
tendéncia inversa a observada em 2012. No verdo de 2015, novamente o padrdo O

(100%) tornou-se o mais frequente e no outono os padrbes 3 e 4 voltam a ser 0s mais
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frequentes. Estes resultados sugerem que as frequéncias dos padrfes possam estar

seguindo uma variacao ciclica e sazonal.

Distribuicdo dos padrbes de pigmentacdo dos olhos por género e por classe de

tamanho

Quando a comparacdo é feita pelo sexo, nos periodos com alto nimero de
individuos com olhos completamente pigmentados, se observa que tanto juvenis quanto
fémeas e machos apresentam um namero alto de individuos com olho preto. Portanto,
ainda ndo sendo similares as proporcbes entre 0s sexos, ndo hd nenhum padrédo
relacionado especificamente a um dos sexos. As variacbes dos padrdes com o
tempo comecam a ser melhor compreendidas quando sdo analisadas pelo tamanho dos
individuos. O estudo ao longo do gradiente geografico nas dez praias e o estudo da
variacdo temporal para as praias da Cabitnas e Comprida de A. brasiliensis mostraram
uma forte tendéncia a diminuicdo do nimero de omatideos pigmentados com o aumento
do tamanho dos anfipodes. Ao estabelecer 4 classes de tamanhos para o anfipode entre
os extremos de tamanhos registrados, observa-se claramente esta tendéncia. Até os 6
mm de comprimento, 87 % destes tem os olhos completamente pigmentados; entre 6 e
8,6 mm, esta fracdo baixa para 67%; entre 8,7 e 11,3 mm de comprimento, esta baixa
para 40%; e somente 13% dos individuos maiores a 11,3 mm apresentam os olhos
complemente pigmentados. Nos anos de 2012 e 2015 mais de 95% dos individuos
abaixo de 4 mm apresentaram os olhos completamente pretos. No entanto, em 2014,
essa fracdo foi menor a 25% nos individuos menores a 4 mm. Ainda assim, foi possivel
observar essa tendéncia diminuindo esta fracdo, e aumentando a proporcdo dos
individuos com menos de 25% de omatideos pigmentados no olho com o aumento do

tamanho dos anfipodes.

A constatacdo desta tendéncia sugere que os padrdes de pigmentacdo dos olhos
seja um fendmeno individual, variando ao longo do desenvolvimento do individuo; ou
um fendmeno a nivel populacional, na medida que a populacéo vai se tornando adulta.
Em qualquer dos dois casos, seria dificil esperar mudancas no curto prazo, a nao ser que

submetidos a condigdes agudas.

Alteracéo dos padrdes de pigmentacdo
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Os diferentes padrGes de pigmentacdo observados em A. brasiliensis estdo
determinados pela quantidade de omatideos visualizados como pigmentados, quando
observados externamente. O estudo histologico do olho composto desta espécie mostra
a capacidade das células retinulares de se expandir e estender seus pigmentos além da
base do cone cristalino. Entdo, enquanto uns omatideos apresentam seus pigmentos
restritos a extensdo do rabdoma, outros apresentam estes estendidos até as regides mais
distais do cone cristalino. Portanto, aqueles observados como brancos externamente
seriam os primeiros, e aqueles observados como pigmentados seriam 0S com 0O
pigmento ao redor do cone cristalino. Isto sugere que ha um certo grau de
independéncia de um omatideo para outro na capacidade de migracdo ou na quantidade
dos pigmentos retinularess. Quando observados em cortes longitudinais, os omatideos
apresentaram variacdo de seu comprimento, sendo 0s mais longos os situados na regido
central do olho e os de menor tamanho aqueles encontrados nas extremidades do olho.
Tal observacdo deve ser destacada uma vez que as diferengas no comprimento dos
omatideos podem refletir na capacidade das células retinulares alcancarem o cone
cristalino mais facilmente. Por exemplo, nos individuos de padrdo 4 (< 25% de
omatideos pigmentados), justamente os omatideos que se observam pigmentados sdo

aqueles situados nos extremos onde sdo encontrados 0s mais curtos.

Muitos estudos tem investigado as causas da migracdo dos pigmentos nas células
retinulares dos olhos de crustaceos utilizando diferentes técnicas, como
eletroretinogramas (ERG), microespectofotometria (MSP), e analises histologicas
(Donner et al., 1994; Meyer-Rochow 1999; 2001; Vargas et al., 2010). Segundo,
Meyer-Rochow (2001), os crustdceos de maneira geral apresentam migracdo dos
pigmentos distais controladas por hormonios, mas as migracdes dos pigmentos

proximais das celulas retinulares ocorrem como uma resposta direta a luz visivel.

A auséncia de variagdes nos padrdes de pigmentacdo nos anfipodes A.
brasiliensis submetidos a diferentes intensidades luminosas no fotoperiodo de 12h/12h
dia/noite neste estudo sugerem que os padrdes de pigmentacédo de fato ndo variam numa
breve escala de tempo como uma resposta a um ciclo circadiano. Quando estes
anfipodes foram submetidos a completa escuriddo por 96h, 50% mostraram um
incremento na quantidade de omatideos pigmentados, passando para um nivel superior
de classificagcdo do padréo de pigmentacdo. No entanto, esta resposta, precisa ainda ser

confirmada com novos estudos.
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Sabe-se também que alguns componentes dos olhos de crustaceos de fato podem
ser alterados como respostas adaptativas a ambientes com ou sem luz (Meyer-Rochow,
1999) tais como: posic¢do dos granulos de pigmento, tamanho e a forma do rabdoma. No
escuro geralmente abre-se o aparato dioptrico para permitir a captura de mais fotons,
aumentando o diametro do rabdoma. Tais mudangas tem como objetivo permitir a maior
entrada de luz sob condigdes de pouca luminosidade a fim de melhorar a captura de
fétons (Hallberg e Elofsson, 1989; Meyer-Rochow et.al., 1990). Segundo Meyer
Rochow (1999), hd uma diferenca na velocidade com que ocorrem as adaptacdes a
claridade e ao escuro. Adaptacdes a luz sdo geralmente mais rapidas, ndo demorando
mais que alguns minutos, j& as adaptagdes ao escuro podem levar horas. Apesar destes
fatos terem sido relatados para alguns grupos de crustaceos, especificamente em A.
brasiliensis tais alteracbes ndo ocorreram em nenhum momento como podemos

comprovar em relacdo ao tempo de exposicao a luminosidade.

Outro fendbmeno que tem sido frequentemente observado em animais e
especialmente em crustaceos trata-se da migracdo de pigmentos por efeito de
camuflagem como mecanismo de defesa ante potenciais predadores. Esta migragédo que
pode ocorrer num breve intervalo de tempo, quando ocorre a nivel da carapaca, pode-se
manifestar gradualmente apds mudas sucessivas, como observado no anomura da
familia Porcellanidae Petrolistes mitra (Dana, 1852) (Weber, 1991). No entanto,
tratando-se de pigmentos retinulares de um olho composto, se espera que ndo seja
necessario a ecdise para observar mudangas na migracdo dos pigmentos distais dada a
transparéncia das células do cone cristalino. Sobre uma areia branca, organismos
brancos com olhos completamente pretos podem resultar num alvo facil para predadores
como as aves. Entdo, a agregacdo proximal dos pigmentos na maioria dos ommatideos

pode ocorrer como um mecanismo de camuflagem.

Na avaliacdo de possiveis variacdes dos padrdes de pigmentacdo de A.
brasiliensis submetidos a fundo branco e fundo preto, foi constatado que ndo houve
mudancas nos anfipodes alocados em fundo preto, mas nos alocados em fundo branco,
20% destes apresentaram variagdo para um padrédo de um nivel menor de pigmentacéo,
sugerindo que talvez um efeito de camuflagem possa estar acontecendo. No entanto,
este registro precisa ser confirmado com novas avaliagdes que permitam avaliar de

forma menos subjetiva as variagdes dos padrdes.
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Influéncia da radiagdo ultravioleta nos padrdes de pigmentagao

A radiacdo ultravioleta pode induzir a dispersdo de pigmentos nos melanéforos
de crustaceos decapodos. Experimentos no caranguejo Chasmagnathus granulata tem
mostrado a dispersdo destes pigmentos em dose minima de 0,42 J/cm? de UV-A e de
2,15 J/cm? de UV-B, mostrando uma resposta maxima quando expostos a 10,0 J/cm? de
UV-A e a 8.6 Jlcm? de UV-B. A radiacio UV-A mostrou-se mais efetiva do que a
radiagdo UV-B na inducdo da dispersdo de pigmentos Gouveia et al. (2004) nestes

crustaceos.

Ao contrério do que foi observado em C. granulata, os anfipodes ndo mostraram
respostas sob exposicao a radiagdo UV-B no tempo e dose avaliados, quanto ao padrdo
de pigmentacdo. A migracdo dos pigmentos ao redor do cone cristalino seria suficiente
para a percep¢do da mudanca de padrdo de pigmentacdo no anfipode. No entanto, ndo
pode ser descartado, que as doses e 0 tempo de exposi¢do testados ndo tenham sido

suficientes para produzir uma resposta no anfipode.

A radiagdo UV em altas doses pode causar diversos danos a animais silvestres e
humanos (Kirchhoff et al. 2000). O aumento das taxas de radiacdo UV-B impactam
organismos terrestres e aquaticos (Hader et al., 2007) e tém induzido a cancer em
células humanas e células de peixes (Setlow et.al., 1989; Setlow, 2008). Também, tem
sido relatados danos nas células e alterages significativas na defesa antioxidante do
sistema visual de crustaceos, entretanto, estes efeitos sdo altamente dependentes do

fotoperiodo ao qual estes animais estdo expostos (Vargas et al., 2010).

O exoesqueleto dos crustaceos como camarfes e caranguejos, no entanto,
apresentam uma alta capacidade de bloquear a radiacdo UV. Nos caranguejos o
exoesqueleto dorsal bloqueia 94.9 + 1.7 % da UV-A, 96.4 + 1.3% da UV-B e 100% da
radiagdo UV-C. E nos camardes o exoesqueleto dorso-lateral blogueia apenas 25% UV-
A, 42.5% UV-B e 52.5% da radiacdo UV-C (Gouveia et.al., 2004). Os pigmentos das
células retinulares atuariam também como uma protecdo aos efeitos danosos causados

pela radiacdo UV.

Alteracao dos padrdes de pigmentacdo — um fenémeno individual?

Considerando que a alteragdo do padrdo de pigmentacdo do olho de A.

brasiliensis seja um fenémeno individual, que ocorre ao longo do desenvolvimento do
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anfipode, pode-se estabelecer que todos nascem com os olhos pretos e que na medida de
seu desenvolvimento e crescimento, estes vdo diminuindo gradualmente o nimero de
omatideos pigmentados (com pigmento estendido até a regido mais distal do cone
cristalino). O que pode estar ocasionando esta perda? Diversas questdes podem ser
levantadas: a) producdo de uma quantidade fixa de pigmentos retinulares quando
juvenis, que com o crescimento se tornam insuficientes para pigmentar as regides ao
redor do cone cristalino; b) perda da elasticidade das células retinulares para a expansao
de seu protoplasma por envelhecimento ou dano celular; c¢) interrupcdo de algum
mecanismo molecular de sinalizacdo que determina a producéo, dispersdao ou agregacao
de pigmentos como resposta a sinalizadores externos (Milograna, 2010) ou d) auséncia
ou baixa dose de algum componente essencial, obtido normalmente da dieta, necessario

a qualquer dos mecanismos citados.

A diminuicdo observada em 2012, do outono a primavera para os individuos
completamente pigmentados estaria relacionado ao crescimento dos individuos,
aumentando por tanto proporcionalmente os individuos com menos omatideos
pigmentados. Em 2014, o baixo nimero de juvenis completamente pigmentados
menores a 4 mm, manteve baixa esta frequéncia do outono até primavera, a qual
retornou a ser alta no verdo de 2015 com a presenca de mais de 95% dos juvenis
menores a 4 mm com olho completamente pigmentado. Ante esta situacdo se levantou a
possibilidade de se tratar de um dano ocasionado pelo tempo de exposicdo dos
anfipodes a intensidades elevadas de radiacdo UV ap6s sua eclosdo, principalmente
durante os primeiros estagios de seu desenvolvimento como juvenil. No entanto, a baixa
proporcdo de individuos com olhos completamente pigmentados e menores a 4 mm de
comprimento encontrados em 2014, pode sugerir que a diminuicdo dos omatideos
pigmentados possa se iniciar muito mais cedo sob certas circunstancias ou que existe
outro fator capaz de alterar esta situacdo. A falta de correlacdo entre as radiacdes com a
frequéncia dos padrbes de pigmentacdo, podem ser explicadas em parte pela situagéo
contrastante encontrada em 2014 e porque provavelmente se hd uma influéncia, esta

ocorre principalmente no inicio do desenvolvimento dos individuos.

Alteracéo dos padrdes de pigmentacdo — um fendmeno populacional?

A diminuicdo dos individuos com padrdo completamente pigmentado como

fendmeno a nivel populacional requer que inicialmente todos os padrOes estejam
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presentes igualmente representados e geneticamente determinados. Os fatores seletivos
capazes de alterar estas proporcdes podem levar estes padrées com o tempo a diferentes
proporcdes dependendo de qual é a pressdo seletiva atuante num determinado local e
tempo; e de qual sera a influéncia do fluxo génico num determinado momento. Se este

for o caso, a predacdo por aves pode ser 0 modulador seletivo.

No entanto, esta hipdtese parece pouco provavel, pois ndo explica como
geneticamente pode ocorrer a variacdo de um omatideo para outro. Se as variagfes sdo
determinadas por diferengas nas quantidades de pigmentos, especialmente naqueles
padrdes onde a distribuicdo dos omatideos pigmentados parece aleatdria, um fenébmeno
epigenético como da variegacdo por efeito de posi¢do (PEV) que ocorre em Drosophila

(Wakimoto, 1998) é mais provavel.

Todas as possiveis causas aqui citadas da diminuicdo dos omatideos
pigmentados com o tamanho do anfipode poderdo ser avaliadas futuramente, pois as

evidéncias geradas neste estudo ndo permitem tirar conclusdes a esse respeito.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Resultados do teste de normalidade de Komolgorov-smirnov para a distribuicdo dos
padrdes de pigmentacdo de A. brasiliensis.

Praia QM

CP

CO CB

BA

FR

CA

Ccv

RA MN

D 04800 0,2360 0,5350 0,3430 0,2490 0,3740 0,2950 0,5401 0,2354 -

<0,01

<0,01

<0,01 <001

<0,01

<0,01 <

0,01

<0,01

<001 -

Anexo 2. Tabela de contingencia do Chi-quadrado sobre a independéncia dos padrfes de
pigmentacdo das praias, onde podemos encontrar a quantidade de individuos observados,

seguida do valor esperado.

Padrao
Populacdo 0 1 2 3 4 Total

QM Observado 41 4 1 4 0 50
Esperado 30,97 1,851 3,53 7,7 5,8

CP Observado 17 1 7 15 10 50
Esperado 30,97 1,851 3,53 7,7 5,8

co Observado 95 3 2 0 0 100
Esperado 61,95 3,7 7 15,4 2,4

CB Observado 55 6 8 19 12 100
Esperado 61,95 3,7 7 15,4 2,4

BA Observado 18 1 4 13 14 50
Esperado 30,97 1,851 3,53 7,7 5,8

FR Observado 31 4 4 6 5 50
Esperado 30,97 1,851 3,53 7,7 5,8

CA Observado 12 0 7 21 10 50
Esperado 30,97 1,851 3,53 7,7 5,8

cv Observado 48 2 0 0 0 50
Esperado 30,97 1,851 3,53 7,7 5,8

MN Observado 44 0 0 0 0 44
Esperado 27,25 1,629 3,1 6,8 5,1

RA Observado 7 1 9 14 19 50
Esperado 30,97 1,851 3,53 7,7 5,8

Total 368 22 42 92 70 594
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Anexo 3. Tabela de contingéncia do Chi-quadrado sobre a independéncia dos padrdes de
pigmentacdo nos diferentes estados de desenvolvimento e sexos (J) juvenis, (F) fémeas, e (M)
machos de anfipodes provenientes a praia da Comprida.

Padrdo de pigmentagéo

Sexo 0 1 2 3 4 Total
Observado 61 4 1 4 4
Esperado 35,13 2,46 6,13 8,46 21,79
Observado 330 26 65 84 182
Esperado 326,14 22,92 56,97 78,58 202,36 081
Observado 107 5 21 32 123
Esperado 136,72 9,60 23,88 32,94 84,93 288
Total 498 35 87 120 309 1049

Anexo 4. Tabela de contingéncia do Chi-quadrado sobre a independéncia dos padrbes
de pigmentacdo nos diferentes estados de desenvolvimento e o0s sexos. (J) juvenis, (F)
fémeas, e (M) machos de anfipodes provenientes da praia da Cabiunas.

Padrdo de pigmentacgéo

Sexo 0 1 2 3 4 Total
Observado 75 4 4 3 6
! Esperado 34,21 2,9 6,94 16,94 30,94
F Observado 204 19 44 113 180 560
Esperado 208,23 17,94 42,28 103,15 188,37
Observado 46 5 18 45 108
M Esperado 82,55 7,11 16,76 40,89 74,67 222
Total 325 28 66 161 294 874
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Anexo 5. Correlacdo de Spearman, das frequéncias dos padrdes de pigmentacao dos olhos de A.
brasiliensis nas praias de Cabilnas e Comprida

Spearman rank order correlations (Frequencias Cabitnas e Comprida)
MD painwise deleted
Correlacdes marcadas sdo significantes quando p < 0,05

Variavel | Freq 0 Freq 1 Freq 2 Freq 3 Freq 4 UV max UV med

Freq O 1,000000 -0,349558 -0,683862 -0,928519 -0,664212 0,171727  0,233904
Freq 1 -0,349558 1,000000 0,299631 0,450923 -0,025811 0,652340  0,607862
Freq 2 -0,683862 0,299631  1,000000 0,542035 0,409727 -0,160002 -0,189632
Freq 3 -0,928519 0,450923  0,542035 1,000000 0,509949  0,023704  -0,068149
Freq 4 -0,664212 -0,025811 0,409727 0,509949 1,000000 -0,455965 -0,414513
UV max | 0,171727 0,652340 -0,160002 0,023704 -0,455965 1,000000  0,976190
UV med | 0,233904 0,607862 -0,189632 -0,68149  -0,414513 0,0976190 1,000000
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Anexo 6. Padrdes de pigmentacao observados no bioensaio 4 de 96 h de duracéo.

Padr@es de pigmentacdo
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Anexo 7. Padrdes de pigmentacdo durante o bioensaio 9 dos anfipodes na avalia¢do do efeito do

fundo preto.

Anfipodes e seus padrdes de pigmentacao
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Anexo 8. Padrdes de pigmentacdo dos anfipodes submetidos a iluminacdo constante em

recipiente de fundo branco.
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