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RESUMO

Os recifes de corais sdo ambientes ricos em biodiversidade, importantes para
conservacdo e manutencdo da comunidade marinha, além de bens e servigcos para
comunidades tradicionais e economia regional. Apesar disto, os recifes vém sofrendo
com impactos globais e locais, que causam degradacdo. Essa degradacdo depende
do tempo de exposicao a agentes estressores, que podem causar alteracdes na biota
desde o nivel de individuos até comunidades, tais como mudancas nos padrées de
diversidade e abundancia, estresse oxidativo, branqueamento e morte nos corais. O
objetivo deste trabalho foi e testar as seguintes hipéteses: 1) zonas recifais abertas as
atividades humanas, como visitacao turistica e pesca, possuem cobertura bentdnica
diferente das zonas no-take; 2) o nivel de atividade de enzimas antioxidantes
(relacionadas ao estresse oxidativo) € maior em zonas recifais abertas que em zonas
no-take e 3) A atividade de enzimas antioxidantes difere entre col6nias saudaveis e
colénias branqueadas de Siderastrea sp. Estas hip6teses foram testadas estimando
o percentual de cobertura bentbnica, e coletando 42 amostras de corais pétreos,
sendo 18 polipos de Mussismilia harttii (Verril 1868) e 24 colbnias de Siderastrea sp.,
para andlise da atividade antioxidante das enzimas Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), e Glutationa-S-Transferase (GST), além dos niveis do produto da
Peroxidagéo Lipidica (LPO), relacionadas ao estresse oxidativo, utilizando um indice
de resposta de biomarcador integrado (IBR). Verificou-se que a cobertura bentonica
apresentou diferencas entre zonas em termos de composicéo e abundancia de grupos
funcionais, e maior similaridade entre a Zona de Visitacdo (ZV) e a zona no-take,
enguanto para a cobertura coralinea, a ZV apresentou maior taxa (9,33%). Quanto a
resposta da atividade enzimatica, a CAT foi mais alta pra M. harttii na zona no-take
gue nas outras zonas. Para Siderastrea sp. os valores foram significativamente
diferentes apenas entre espécimes saudaveis e branqueadas, no qual individuos
branqueados apresentaram maior atividade enzimatica de GST e LPO. Conclui-se que
0s biomarcadores enzimaticos mostraram resultados promissores quanto aos corais
branqueados, indicando ja haver algum dano como resposta ao estresse oxidativo a

nivel celular, antes mesmo da resposta a nivel de comunidade.

Palavras-chave: Biomarcadores, Estresse oxidativo, Recifes de corais, Area de

Protecdo Ambiental, Scleractinia.



ABSTRACT

Coral reefs are biodiversity rich environments, important to conservation and
maintenance of the marine community. Coral reefs also provide goods and services
for traditional communities and the local economy. Despite this, the reefs have been
suffering from global and local impacts, which cause degradation. This degradation
depends on the time of exposure to stressors can lead to changes in the biota from the
level of individuals to communities, such as changes in patterns of diversity and
abundance, oxidative stress, bleaching and death in corals. This work aimed to test
the following hypotheses: 1) reef zones open to human activities, such as tourism and
fishing have benthic coverage different from no-take zones; 2) the level of antioxidant
enzymes’ activity (related to oxidative stress) is higher in open reef zones than in no-
take zones and 3) Antioxidant enzymes’ activity differs between healthy and bleached
colonies of Siderastrea sp. These hypotheses were tested by estimating the benthic
coverage, and collecting 42 stony coral samples: 18 polyps of Mussismilia harttii (Verril
1868) and 24 colonies of Siderastrea sp., aiming to analyze the antioxidant activity of
the following enzymes: Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT), and
Glutathione-S-Transferase (GST), and also levels of Lipid Peroxidation products
(LPO), using an integrated biomarker response index (IBR). It was found that the
benthic coverage showed differences between zones in terms of composition and
abundance of invertebrates/functional groups, and greater similarity between the
tourism and the no-take zones. The coralline cover was higher at the tourism zone
(9,33%). The M. harttii CAT activity values were highest in the no-take zone. For
Siderastrea sp. enzymatic activity values were significantly different only between
healthy and bleached specimens, in which bleached individuals had higher GST and
LPO enzymatic activity than healthy ones. It is concluded that enzymatic biomarkers
showed promising results for bleached corals, indicating cellular damage response,

even before the response at the community level.

Keywords: Biomarkers, Oxidative stress, Coral reefs, Marine Protected Area,
Scleractinia.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo € composta por um Unico capitulo e trata da avaliacdo da
qualidade de ambientes recifais na Area de Protecdo Ambiental Costa dos Corais —
APACC, sujeitos a manejo de usos. Através da utilizacdo de indicadores ecologicos
da comunidade bentbnica e de biomarcadores representados pela atividade de
enzimas antioxidantes, foram avaliadas 3 areas recifais, uma exclusiva a visitagdo
turistica, uma zona de excluséo, onde atividades humanas ndo séo permitidas, e uma
zona de uso sustentavel onde sao permitidas quaisquer atividades humanas, porém
é utilizada preferencialmente para a pesca.

Os dados desta pesquisa foram adquiridos no a&mbito do Programa Ecolégico
de Longa Duracgéo Costa dos Corais Alagoas (PELD-CCAL).

O manuscrito do capitulo sera enviado para submissdo na revista Marine

Pollution Bulletin.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Ambientes recifais e impactos antrépicos

Os recifes de corais sdo considerados ambientes marinhos de maior
biodiversidade e produtividade do planeta, sua importancia biolégica estd na
sustentacdo de parte do ecossistema em que estdo inseridos, fornecendo
alimentacao, locais para reproducdo, desova, refugio, e por serem parte da rota
migratéria de muitas espécies. Além de outros servicos ecossistémicos como
regulacdo do clima, protecdo da costa, e fornecimento de bens e servigcos para

manutencao das comunidades humanas (Boulton et al., 2016; Zilberberg et al., 2016).

Sao chamados de recifes “de corais” pois sua estrutura rigida é formada pela
deposicao de esqueletos de carbonato de calcio, secretado principalmente por corais
pétreos e algas coralineas, ambos considerados construtores de recifes (Ledo, 1994;
Castro, 2000). Essa estrutura serve como base para fixagdo e abrigo de outros
organismos que também compdem os ambientes recifais (Castro, 2000). Outra
caracteristica, € que a maioria desses recifes esta restrito a aguas rasas e tropicais,
pois o0s corais fazem associacdo simbiéntica com microalgas (zooxantelas), que além
das cores exuberantes Ihes fornecem produtos da fotossintese, como oxigénio e
carbono organico, e em troca, o coral fornece gas carbdnico e nutrientes inorganicos,
gue seriam excretados (Marangoni et al., 2016). Além disso, as zooxantelas também
possuem importante papel no processo de calcificacdo, pois elevam o valor da taxa
de deposicédo de carbonato de célcio nos corais na presenca de luz (Gattuso et al.,
1999).

Apesar da importancia dos recifes de corais, esses ambientes estdo se
tornando cada vez mais degradados, sendo as atividades antropicas os principais
estressores responsaveis pelas ameacas globais e locais (Hoegh-Guldberg & Bruno,
2010). Dentre esses estressores, 0 aguecimento global vem sendo gradativamente
intensificado com a queima de combustiveis fésseis e com 0 desmatamento, que além
de aumentarem os gases de efeito estufa na atmosfera, aumentam a quantidade de
gas carbonico absorvido pelos oceanos e os acidificam a partir da reacédo do dioxido
de carbono com a agua, formando o &cido carbdnico e ions H* (Hoegh-Guldberg &

Bruno, 2010). Como consequéncia dessa reacdo, ha diminuicdo do carbonato
12



disponivel, que acarreta em uma menor incorporagdo do carbonato de calcio no
esqueleto dos corais e de outros organismos calcificadores, tornando-se
enfraquecidos e/ou reduzindo as taxas de calcificagcdo (Cohen & Holcomb, 2009;
Tambutté et al., 2011; Heron, 2016). Além disso, a reducéo do pH também pode alterar
a microbiota dos corais, podendo causar desequilibrio nessa intera¢éo e tornar o coral
vulneravel a algumas doencas e até mesmo levar a morte (Machado et al., 2016).

Ainda como resultado do aquecimento global e das anomalias térmicas na
superficie dos oceanos, corais podem expulsar as zooxantelas simbiontes e tornar-se
branqueados, com o tecido transparente e a visibilidade do esqueleto, processo
chamado de branqueamento dos corais (Leédo et al., 2008). Segundo Downs et al.
(2002), esse processo de branqueamento esta associado a capacidade antioxidante
do coral, que em situacdes de elevado estresse expulsa as zooxantelas como uma

estratégia de resposta para se defender do estresse oxidativo.

Além dos impactos globais, corais também enfrentam estressores locais que
desequilibram os ambientes recifais e podem levar a reducéo da cobertura coralinea,
como sobrepesca, poluicdo, sedimentacgéo, e turismo desordenado (Leéo et al., 2016).
A sobrepesca € caracterizada pela captura de organismos em grande quantidade,
onde ha reducao dos predadores naturais, como peixes herbivoros e carnivoros, que
podem desequilibrar a teia alimentar, fazendo com que macroalgas ou outros
organismos oportunistas dominem nos recifes, e contribuam com a bioeroséo
(Valentine & Heck, 2005; Silva et al., 2014).

Ja o impacto relacionado a poluicdo marinha afeta os ambientes recifais com
as constantes descargas de matéria organica excessiva provenientes de esgotos nao
tratados, que introduzem nutrientes, principalmente nos recifes proximos a costa
(Islam & Tanaka, 2004). Nutrientes esses que, em excesso, promovem um acelerado
crescimento de algas, que podem sufocar ou competir com corais por espaco (Hall,
2001). Ademais, outros poluentes sdo encontrados nos efluentes, como Oleos,
elementos radioativos, metais pesados e alguns patégenos, como, por exemplo, a
bactéria Serratia marcescens, associada ao intestino humano, causadora da doenca
white pox no coral caribenho construtor de recife Acropora palmata (Patterson et al.,
2002; Islam & Tanaka, 2004). Estes poluentes também podem ser provenientes do

desmatamento e mau uso do solo, associado a fertilizantes e defensivos agricolas,
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que sao carreados para rios e mares atraves do escoamento superficial, como alguns
herbicidas inibidores de fotossistema Il que também diminuem a concentracdo de
microalgas nos tecidos dos corais (Jones & Kerswell, 2003). A poluicdo quimica por
vinhoto da cana-de-acUcar, que € o residuo da producéo de etanol, muito comum na
regido de Alagoas e Pernambuco, e seus despejos em rios proOximos causaram grande
degradacdo nos recifes, com danos as larvas, recrutas e corais adultos (Correia et al.,
2016). Além destas, o desmatamento de zonas costeiras deixa 0 solo exposto a
erosdo, que além de aumentar a sedimentacdo também pode carrear particulas

desses compostos quimicos associados (Haynes et al., 2000).

Além da poluicdo, o escoamento de rios também tem um papel fundamental
sobre a sedimentacéo nos recifes, a partir do continente (Rogers, 1990; Lifian-Cabello
etal., 2016), que leva ao assoreamento e a suspensao de particulas, aumenta turbidez
da &gua, dificultando a passagem de luz solar que incide no recife (Hall, 2001). Em
testes de simulacao de turbidez extrema, Rogers (1990) verificou que a sedimentacao
prejudica a realizacdo da fotossintese pelas microalgas simbiontes, a taxa de
crescimento, o desenvolvimento, além de dificultar o estabelecimento das larvas no
substrato, alterando o recrutamento da espécie de coral Acropora cervicornis.
Corroborando com Loiola et al. (2013), sobre a sedimentacdo causar danos fisicos
aos tecidos das colbnias da espécie brasileira Mussismilia braziliensis. Apesar de
alguns estudos ja relatarem que espécies de recifes brasileiros sdo mais resistentes
a sedimentacdo, que em outros locais, por estarem associados a ambientes com alta

deposicao, ainda é precério o entendimento dessa relacdo (Castro et al., 2012).

Enquanto que os impactos da atividade turistica desordenada envolvem a
ancoragem de barcos sobre os recifes, vazamento de 6leo dos barcos motorizados,
pisoteamento sobre as colbnias devido a presenca de banhistas, o uso de filtros
solares, contato das nadadeiras de mergulhadores recreativos sobre as colbnias, que
por consequéncia causam injurias as colonias, e podem aumentar também a turbidez
da agua e o acumulo de sedimentos sobre os corais (Diedrich, 2007; Danovaro et al.,
2008; Giglio et al., 2016). Aléem da alimentacdo artificial, considerada como uma
atracao turistica insustentavel para esses ambientes recifais, pois desequilibram a teia
guando presas naturais acabam sendo menos consumidas (Silva et al., 2020). Ja
impactos indiretos do turismo sdo os que envolvem atividades de lazer ou recreacao

na zona costeira, como por exemplo hotéis, resorts, bares, restaurantes, marinas,
14



entre outros (Hall, 2001). Esse tipo de utilizagdo para o lazer também pode afetar o
recife com descarga de poluentes dos escoamentos terrestres, desmatamento e
carreamento de fertilizantes e agrotdéxicos para o mar, constru¢cdes e dragagem
costeira, lixo proveniente também do continente e de marinas e a sobrepesca (Leéo
et al., 1996; Hall, 2001).
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2. Areas Marinhas Protegidas como estratégia de conservacgéo

Uma das principais estratégias voltadas para a conservacao de habitats em
todo 0 mundo é a criacdo de Areas Marinhas Protegidas (AMP). No Brasil essas areas
sao conhecidas como Unidades de Conservacao (UC), que podem ser tanto de uso
sustentvel, quanto de protecdo integral. Apesar de enfrentarmos varios problemas
em relacdo as AMPs que abrigam recifes de corais, devido ao mau gerenciamento, a
falta de fiscalizacdo, e auséncia de planos de manejo, ainda ha um numero
consideravel de areas protegidas em vérias esferas governamentais (Castro &
Zilberberg, 2016).

Outra estratégia para conservacao desses ecossistemas foi o Plano de Acédo
Nacional para a Conservacao dos Ambientes Coralineos, criado em 2016, através de
iniciativas do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIio)

junto a coordenacéao executiva do Projeto Coral Vivo e outras instituicdes.

‘O Plano de Acdo Nacional para Conservagdo dos Ambientes
Coralineos (PAN Corais) contempla 52 espécies ameacadas de
extingdo e tem objetivo geral de melhorar o estado de conservacéo dos
ambientes coralineos por meio da reducdo dos impactos antrépicos,
ampliacéo da protecdo e do conhecimento, com a promoc¢do do uso
sustentavel e da justica socioambiental”. (ICMBio, 2017)

No Brasil, atualmente, a criacao de unidades de conservacao é pautada através
de decretos federais, estaduais ou municipais, e sdo administradas por conselhos e
gestores, cujo objetivo é oferecer transparéncia para a gestdo da UC, elaboracao e
aprovar a implantacdo do Plano de Manejo, e promover a integracdo das UC a
comunidade, as empresas, instituicdbes de pesquisa, ONGs, ao poder publico, e a
outras Areas Protegidas proximas. Para isso, € necessario a implementac&o do plano
de manejo, pois estes fornecem um retrato detalhado das caracteristicas geograficas,
bioldgicas e socioecondmicas das UCs e do seu entorno (Prates et al., 2012; Ministério
do Meio Ambiente, 2012).

A criacio da Area de Protecdo Ambiental Costa dos Corais (APACC) foi no ano
de 1997, abrangendo municipios entre Macei6/Alagoas e o sul Pernambuco, é
considerada a maior UC marinha costeira do Brasil. Somente em 2013 seu plano de

manejo foi aprovado, resultando em grandes impactos, principalmente ocasionado
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pela especulagéo imobiliaria, e pesca sem desordenada (Correia & Sovierzoski, 2008;
Vila-Nova & Ferreira, 2016).

As Unidades de Conservacao visam o desenvolvimento e a sustentabilidade
ambiental, e para tentar minimizar impactos dentro dessas UCs, ha uma conduta a
ser seguida, como atividades turisticas, por exemplo, que sdo ordenadas e
monitoradas, isso inclui nimero limite de pessoas e de barcos por dia e controle das
atividades nauticas, como passeios de barco, mergulho, esporte aquatico. Outro
detalhe importante séo sobre as &reas fechadas ou exclusiva para a pesca, que sdo
areas onde geralmente tém regras quanto ao tipo de petrecho de pesca a ser utilizado,
garantindo assim, a sobrevivéncia de outras espécies e a recuperacdo dos estoques
pesqueiros. Dessa forma, ha maior conservacdo da biodiversidade, e todo o
ecossistema acaba sendo beneficiado, inclusive comunidades humanas que

dependem desse sistema (Prates et al., 2012; Vila-Nova & Ferreira, 2016).

Das vantagens das Unidades de Conservacdo Marinhas podemos citar o
fortalecimento da resisténcia e resiliéncia aos impactos antropicos, tanto os de origem
global, quanto os impactos locais, minimizando o0 estresse causado a esses
ambientes, 0 ecossistema € capaz de se equilibrar novamente e de reestruturar suas

funcdes, conservando assim a biodiversidade (Hughes et al., 2007).

Apesar de o turismo ajudar a desenvolver as regides e ser uma importante fonte
de renda para comunidades locais, a atividade turistica pode gerar muitos impactos
negativos quando nédo é ordenado/planejado. Os ambientes costeiros vém sendo
bastante degradados em todo o mundo, e isso traz consequéncias para a
biodiversidade da fauna e flora marinha e costeira. Consequéncias essas que também
impactam no bem estar das comunidades humanas e na contribuicdo dos servicos
ecossistémicos oferecidos a elas. Neste sentido, a criacdo de AMPs se faz importante,
pois conservando a biodiversidade e utilizando os recursos de maneira sustentavel, é
possivel mitigar os efeitos dos impactos das atividades antrOpicas que foram

retratadas no topico anterior (Pinheiro et al., 2009).

Como visto anteriormente, as unidades de conservacdo marinhas sdo uma
ferramenta muito importante para preservar os recifes de coral e outros ambientes

marinhos, bem como auxiliar no recursos pesqueiros, e no ordenamento do turismo
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sustentével. Por isso se faz necessério a criacdo de UCs marinhas bem estruturadas
e bem manejadas, para que assim possam alcancar os objetivos a que se propdem.

18



3. Biomarcadores e o0 estresse oxidativo

Os biomarcadores, ou chamados de indicadores biologicos, sdo parametros
gue podem se alterar devido a acdo de agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, que
agem como um estressor no organismo (Amorim, 2003). Estes sdo de grande
importancia para avaliar e monitorar impactos, pois detectam respostas desde nivel
molecular até niveis de comunidade (Freire et al., 2008). J4 os bioindicadores sao
espécies sensiveis a essas alteracdes ambientais, como exemplo os proprios corais
construtores, cuja presenca, auséncia ou abundancia podem indicar alteracdes das

populacdes, principalmente nos ambientes recifais (Marques et al., 2016).

Pode-se dizer que os biomarcadores funcionam como uma ferramenta
preditiva, pois conseguem identificar alteracbes ou resposta dos organismos antes
mesmo de serem observados danos visiveis, seguindo 0s niveis de organizacdo
biologica: passando pelo nivel molecular, celular, fisiolégico, morfologico, até chegar
aos niveis de populacdo, comunidade e ecossistema (Amorim, 2003; Marques et al.,
2016). Caso o estressor seja intenso/forte ou se agir por um longo tempo determinado,
pode ocasionar alteragdes em todos esses niveis de organizacdo (Moore et al., 2004).
Esses efeitos podem progredir e serem irreversiveis caso 0 organismo em questédo

nao volte ao equilibrio (Marques et al., 2016).

Alguns autores vém se dedicando ao estudo de biomarcadores enzimaticos e
celulares para avaliar impactos em ambientes marinhos, como poluicdo, mudancas
climaticas e consequente aumento da temperatura dos oceanos e acidificacdo da
agua (Downs et al., 2005; Freire et al., 2008). A exposicao constante a esse tipo de
estresse e aos contaminantes alteram a fisiologia dos organismos, principalmente de
calcificadores, como os corais, que sdo a base do ecossistema recifal (Downs et al.,
2005; Prazeres et al., 2016; Marangoni et al., 2019).

Alteracdes como essas atingem a capacidade antioxidante dos organismos, ja
gue ha producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) em excesso, que aumentam
a oxidacdo das biomoléculas (Cogo et al.,, 2009). Este desequilibrio gerado, é
denominado de estresse oxidativo, e pode trazer danos severos e irreversiveis as
moléculas, células e tecidos (Droge, 2002; Marques et al., 2016). Nesse processo, a
microalga produz EROs, como peroxido de hidrogénio, e radicais livres, como O2- e

OH- (Droge, 2002; Soares & Machado, 2007). Para eliminar esses efeitos, ou o
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excesso de EROs, o organismo aciona o sistema de defesa antioxidante (Amado et
al., 2009).

Como uma resposta ao estresse oxidativo, estudos sugerem que essa defesa
antioxidante causa o branqueamento de espécies coralineas (Marangoni et al., 2016).
E como uma forma de defesa dos corais ao tentarem se livrar do excesso de EROs
provenientes dos cloroplastos, que foram difundidas para o tecido do coral hospedeiro,
erradicando assim as zooxantelas simbiontes e ficando com o esqueleto exposto, ou

seja, branqueado (Weis, 2008; Marangoni et al., 2016).

Atualmente, o fenbmeno do branqueamento em corais vém sendo muito
estudado em todo mundo, principalmente por estar relacionado aos impactos
ambientais que causam estresse, geralmente associado as altas temperaturas (Fitt et
al., 2001). Porém, sabe-se que ndo somente este motivo leva a diminui¢cdo e morte da
comunidade de corais, mas sim, varios fatores que juntos culminam nesse fenébmeno
(Van Dam et al., 2011; Marangoni et al., 2016). Caso a situacdo do branqueamento
nao seja revertida, podera levar o coral a morte. Contudo, uma vez que estejam em
boas condi¢cdes ambientais pode ser também que haja a recuperacao da comunidade
coralinea (Halford & Caley, 2009; Marangoni et al., 2016).

Em suma, biomarcadores sdo 6timos indicadores ambientais pois podem
fornecer evidéncias de possiveis estressores e sobre saude dos corais, antes mesmo
gue a comunidade coralinea possa se degradar. Servindo como uma ferramenta
preditiva para que gestores utilizem estratégias para mitigar esses impactos que
causam o estresse, que consequentemente causam o branqueamento, através da

protecdo aos ambientes recifais.
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1. INTRODUCAO

Os recifes de corais vém sendo ameacados globalmente por inimeros
impactos de diferentes atividades humanas. Esses impactos tém se intensificado de
maneira acelerada no Antropoceno, podendo inclusive, ter consequéncias
irreversiveis (Bellwood et al., 2004). Esta ameaca € conhecida como crise dos recifes
de corais, onde vém sendo observadas alteracdes como declinio nas populacdes de
corais e mudangas na estrutura das comunidades e nos servigos ecossistémicos
oferecidos (Hughes et al., 2003; Bellwood et al., 2019).

Um dos aspectos que levam as mudancas nas comunidades recifais, e
particularmente, ao decréscimo da cobertura coralinea sdo as mudancgas climéticas,
que aumentam a quantidade de dioxido de carbono na atmosfera, e
consequentemente, aguecem e acidificam os oceanos, enfraguecendo o esqueleto
calcario desses animais, dificultando a incorporacdo do mesmo para o crescimento
(Heron, 2016). O problema das mudancas climaticas sdo as anomalias térmicas,
principalmente as de aquecimento da superficie do mar, relacionadas ao
desenvolvimento urbano acelerado e a degradacdo ambiental, que causam o
branqueamento dos corais (Ferreira et al., 2013; Russ et al., 2020). Os corais quando
estdo sob estresse expelem as microalgas simbiontes que lhes conferem compostos
organicos, para o aporte energético, e cores, assim, ficam com o esqueleto exposto,
tornando-se branqueados (Heron, 2016). Em consequéncia disto, ficam mais
suscetiveis a doencas, aumentando a mortalidade das colénias (Zaneveld et al.,
2016). Esses picos de estresse térmico tém se intensificado, sendo cada vez mais
frequentes, ocorrendo em menores intervalos de tempo (Sully et al., 2019), e é
considerada como a principal causa de perda de cobertura coralinea e degradacéo
dos ambiente recifais atualmente (Mufiiz-Castillo & Arias-Gonzalez, 2021)

Além das ameacas globais, os corais também enfrentam estressores cronicos
locais, como sobrepesca, poluicdo, sedimentacao, e turismo desordenado (Ledo et
al., 2016). Nos ecossistemas recifais a sobrepesca de peixes herbivoros, tais como
budibes, representa uma ameaca para o funcionamento do sistema, pois eles
desempenham papel fundamental na estrutura e funcao das comunidades bentbnicas,
influenciando a dindmica entre algas e corais, estes Ultimos 0s principais construtores
de recife (Hughes et al., 2007; Silva et al., 2014).
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J& os impactos diretos da atividade turistica envolvem a ancoragem de barcos
sobre os recifes, vazamento de Oleo dos barcos motorizados, pisoteio sobre as
colonias devido a presenca de banhistas, contato das nadadeiras de mergulhadores
recreativos sobre as colbnias, que por consequéncia causam injarias as colonias, e
podem aumentar também a turbidez da dgua e o acumulo de sedimentos sobre 0s
corais (Diedrich, 2007; Giglio et al., 2016). Além da alimentacé&o artificial, considerada
como uma atracdo turistica insustentavel para esses ambientes recifais, pois
desequilibram a teia troéfica quando presas naturais passam a ser menos consumidas
(Silva et al., 2020). Os impactos séo indiretos quando envolvem atividades de lazer
ou recreacao na zona costeira, como por exemplo hotéis, resorts, bares, restaurantes,
marinas, entre outros (Hall, 2001). Esse tipo de utilizacdo para o lazer pode afetar o
recife com descarga de poluentes dos escoamentos terrestres, desmatamento e
carreamento de fertilizantes e agrotoxicos para o mar, construgbes e dragagem
costeira, lixo proveniente também do continente e de marinas e a sobrepesca (Le&o
et al., 1996; Hall, 2001).

Estas perturbacdes em escala global e local desequilibram o ambiente recifal
podendo levar a reducao da cobertura coralinea em todo o mundo, causando perda
de biodiversidade e, consequentemente, das func¢des ecoldgicas e dos servicos
ecossistémicos oferecidos para a sociedade (Sully et al., 2019). Nessas situagoes,
pode acontecer que organismos nao-construtores de recifes, como as macroalgas
frondosas e corais moles, dominem e persistam no recife que antes era dominado por
corais, acarretando na mudanca de fase sustentada pela alteracdo desse ambiente
(Cruz et al., 2014; Bellwood et al., 2019). Nos recifes brasileiros, essas mudancas
podem ser ainda mais graves em termos de perda da biodiversidade (Cruz et al.,
2018), uma vez que estes apresentam baixa riqueza e elevada taxa de endemismo
(Castro & Pires, 2001), podem ser mais susceptiveis a impactos locais (Soares et al.,
2021).

Desta forma, apesar da reconhecida importancia que os recifes de corais
possuem em termos ecolégicos, sociais, econdmicos e culturais, esses ambientes
estdo sendo cada vez mais degradados (Zilberberg et al., 2016) e é necessario que
se faca uma reavaliacdo das formas de manejo desse importante ecossistema

marinho, garantindo a sua manutencéo (Bellwood et al., 2004)
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Além de alteracfes percebidas em nivel de comunidades e popula¢des, como
a diminuicdo da cobertura coralinea, perda de espécies, diminuicdo nas taxas de
recrutamento (Richmond et al., 2018), as perturbacdes ambientais, tanto globais como
locais, sdo primeiramente percebidas por alteracbes em processos fisioldgicos dos
individuos, que podem causar desde danos nas proteinas até prejuizos na
performance dos organismos (Dias et al., 2020). A utilizacdo de indices baseados em
dados de comunidades bioldgicas na avaliagcdo do status ambiental pode ser uma
ferramenta limitada por representar uma condicao presente, diferente da utilizacédo de
biomarcadores, que podem sinalizar as primeiras perturbagcfes e alteracdes a nivel
bioguimico e molecular, antes da resposta das alteracbes chegarem ao nivel
populacional e causarem desequilibrio na comunidade (Rodrigues et al., 2019).

Uma das repostas bioquimicas ao estresse ambiental é a produ¢cao em excesso
de radicais livres de modo que ultrapassa a capacidade natural das defesas do
organismo de neutraliza-los, processo conhecido como estresse oxidativo (Cogo et
al., 2009). Este desequilibrio gerado pode trazer danos severos e irreversiveis as
moléculas, células e tecidos caso 0 estresse seja continuo (Marques et al., 2016).
Entretanto, o organismo também possui maneiras de eliminar esses efeitos, através
do sistema de defesa antioxidante que pode ser composto por enzimas ou néo
(Machlin & Bendich, 1987). Recentemente a atividade do sistema de defesa
antioxidante tem sido utilizada para detectar danos nos corais, principalmente
relacionados ao estresse térmico (Shick et al., 1995; Lesser, 1997; Marangoni et al.,
2019). Dentre esses, Dias et al.,, (2020) recomenda o indice de resposta de
biomarcador integrado, IBR (Integrated Biomarker Response Index), proposto por
Beliaeff e Brugeot (2002), utilizando os marcadores enzimaticos catalase, superoxido
dismutase, glutationa-s-transferase e a peroxidacgéo lipidica, como sendo o melhor
enfoque para detectar danos fisiologicos nos corais relacionadas a alteragfes
térmicas.

Como se pode perceber, a utilizacdo de biomarcadores em corais € recente e,
em sua maioria, voltada aos efeitos do estresse térmico (Downs et al., 2000; Kenkel
et al., 2014; Marangoni et al., 2019; Dias et al., 2020). Em relag&o a outros tipos de
perturbacdes, ha ainda uma lacuna, sendo conhecidos apenas trabalhos que
avaliaram o efeito de iluminacédo artificial (Ayalon et al., 2019; Levy et al., 2020),

eutrofizacdo (Zhao et al., 2020), transporte em espécies voltadas para o aquarismo
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(Costa et al., 2021) e exposicdo a compostos quimicos e metais pesados, como 0
cobre (Rotchell & Ostrander, 2011; Montilla et al., 2016; Fonseca et al., 2021).

A criacdo de areas marinhas protegidas que incluem éareas recifais fechadas a
pesca e ao turismo, chamadas zonas de exclusdo ou no-take zones, vém sendo
utilizadas nas ultimas décadas como estratégia para conservagao e recuperacao dos
ambientes recifais (Schiavetti et al., 2013; Bruno et al., 2019), sendo considerada
como importante estratégia para minimizar pressoes locais, favorecendo a estrutura e
funcionamento do ecossistema marinho (Bohnsack et al., 2004; Micheli et al., 2004).
Mitigar os efeitos dos impactos locais através da criacdo de areas marinhas
protegidas, pode levar ao aumento da resiliéncia das assembleias coralineas, que
pode refletir na rapida recuperacéo do ecossistema recifal como um todo, e minimizar,
de maneira indireta, os efeitos dos estressores globais (Knowlton & Jackson, 2008;
Bruno et al.,, 2019). Sendo assim, diante do cenario atual (Russ et al., 2020), é
importante avaliar o papel do manejo local na conservagéo deste ecossistema.

Dentro deste contexto, o presente trabalho utilizou indicadores ecoldgicos da
comunidade bentbnica e biomarcadores de duas espécies de corais pétreos para
testar as hipoteses de que: 1) A cobertura bentbnica de recifes abertos a atividades
humanas difere dos recifes de excluséo; 2) A atividade de enzimas antioxidantes é
maior em recifes abertos a atividades humanas do que em recifes de exclusao e 3) A
atividade de enzimas antioxidantes difere entre colonias saudaveis e colbnias

branqueadas de Siderastrea sp.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Area de estudo

A érea de estudo esta localizada na Area de Protecdo Ambiental Costa dos
Corais (APACC), maior unidade de conservacédo (UC) marinha costeira federal do
Brasil, com mais de 400 mil hectares de area, abrangendo grande parte do estado de
Alagoas, desde o norte de Maceio (AL) até Tamandaré, em Pernambuco (fig. 1). Esta
UC, apresenta um sistema de zoneamento de usos, proposto em seu plano de manejo
(ICMBio, 2013), onde areas recifais foram delimitadas para diferentes atividades

humanas. Dentre estas areas estdao as Zonas de Visitagcdo (ZV), que séo recifes
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destinados apenas a visitacdo turistica e a pesca € proibida, Zonas de Preservagéo
da Vida Marinha (ZPMV ou no-take zones), recifes de exclusdo de quaisquer
atividades humanas, a excecdo da pesquisa cientifica, e Zonas de Uso Sustentavel
(ZUS), que séo areas de uso geral, onde sdo permitidas quaisquer atividades
humanas. Este trabalho foi realizado em 3 &reas recifais inseridas na APACC, sendo
12V, 1 Zona no-take e 1 ZUS (fig. 1).
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Zona de Uso Sustentavel -1 Zona de Preservacio da Vida Marinha [__] Zona de Visitagio

Figura 1: Area de Estudo evidenciando a abrangéncia da Area de Protecio Ambiental
Costa dos Corais (A). Recifes estudados em Maragogi (B) e (C). (Fonte: modificado
de Plano de Manejo APACC 2013 e Google Earth).

O ntimero médio de visitantes na ZV em 2019 foi 4373 (+4161). E importante
ressaltar que durante os meses de abril, maio, junho e parte de julho a atividade
turistica foi suspensa na APA devido a Pandemia do Covid-19. Apés a abertura das
atividades ao turismo, o numero de visitantes em agosto chegou a 1880 visitantes. Em
setembro de 2020, houve um total de 1996 visitantes na ZV, sendo as lanchas os
meios de transportes mais utilizados, seguidos de catamards e escunas. A ZUS,
também recebe visitantes regularmente, porém em menor nimero e apenas utilizando
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jangadas (fig.02). A pesca é frequente nesta zona, sendo realizada principalmente
através da utilizacdo de redes e por pescadores sub (com. pess. Sampaio, C.L.S.)
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Figura 2: Numero de visitantes para os meses do ano de 2020, na Zona de Visitacédo
(ZV) e na Zona de Uso Sustentavel (ZUS) de Maragogi, APA Costa dos Corais, AL.
(Fonte: SEMARH-Maragogi-AL)

2.2. Coleta de dados

A coleta foi realizada durante a pandemia do COVID-19, em setembro de 2020,
imediatamente ap6s 6 meses de suspensao de todas as atividades turisticas na UC e
2 meses apos o retorno. Todo o procedimento realizado na coleta das amostras do
presente estudo foi autorizado pelo Governo Federal, através do ICMBio (licenga
SISBIO, numero 58706-4).

Cobertura Bentbnica

A coleta de dados da cobertura bent6nica foi realizada em momentos de baixa-
mar de sizigia através de mergulho livre, sobre o topo recifal. Para calcular o
percentual de cobertura benténica em cada recife foram feitos 6 transectos de 10
metros cada, aleatérios e paralelos a linha de praia. Em cada transecto foram
realizados 5 fotoquadrados de 25 cm x 25 cm (1 a cada 2 m) (adaptado de Leao et
al., 2015). Posteriormente, as imagens foram analisadas através do software
photoQuad (Trygonis & Sini, 2012), através do método de pontos aleatérios, utilizando

30 pontos. Os invertebrados foram identificados até nivel taxonbmico mais baixo
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possivel e as algas agrupadas nos seguintes grupos funcionais: macroalga frondosa,
turf, alga calcéria articulada e alga calcaria incrustante. Areas cobertas apenas por
sedimentos ou sem cobertura viva foram também registradas como substrato

disponivel.

Atividade enzimética

Para avaliacdo da atividade enzimatica das espécies de corais pétreos, foram
coletados através de busca ativa, fragmentos de colénia (pdlipos inteiros) da espécie
Mussismilia harttii (Verril 1868), endémica do Brasil e considerada sensivel a
variagdes ambientais (Winter et al., 2016; Fonseca et al., 2017, 2020), e colbnias
inteiras (~4cm de didmetro maximo) de Siderastrea sp. Esta Ultima, abundante e de
ampla distribuicdo nos ambientes recifais brasileiros, € considerada tolerante a
variagdes ambientais (Costa, et al., 2008; Lirman & Manzello, 2009; Nascimento,
2019). Foram coletadas 6 réplicas (pdlipo ou coldnia) para cada espécie, em cada um
dos 3 recifes (zonas), sendo que na ZUS foi coletado 6 espécimes a mais, apenas da
Siderastrea sp. branqueada. Os fragmentos foram acondicionados em sacos com
agua do mar e resfriados no gelo imediatamente apés a coleta. O tecido vivo de cada
fragmento/coldnia foi retirado utilizando um compressor de ar junto a uma solucéo
tampdo de Fosfato de Potassio + EDTA de pH 7, e o tecido acondicionado em

nitrogénio liquido.

As amostras dos tecidos foram pesadas (1:10) e homogeneizadas em tampéao
fosfato de potéssio 0,2 mol/L, e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mmol/L, pH
7,4, utilizando um homogeneizador mecéanico. Posteriormente, esses homogenatos
foram centrifugados a 10.000 rcf, durante 10 min a 4°C e os sobrenadantes foram
utilizados para quantificar a atividade das enzimas Catalase (CAT), Superdxido
Dismutase (SOD) e Glutationa-S-Transferase (GST), além dos niveis do produto da

peroxidacao Lipidica, o malondialdeido (MDA).
Catalase

A atividade da CAT foi mensurada segundo Hadwan & Abed (2016), que se
baseia na reacdo do peroxido de hidrogénio (H202) com o molibdato de amdnio,

formando um produto de cor amarela. A atividade da catalase foi avaliada adicionando
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5 pL de amostra em 100 pL de H202 (20mM), durante trés minutos, a reagao foi
interrompida adicionando molibdato de aménio (32,4 mmol/L), ambos dissolvidos em
tampéao de fosfato de sédio e potassio (50 mM, pH 7,4). A absorbéancia foi medida a

374 nm em relacdo ao branco.
Superoxido Dismutase

A atividade da SOD foi determinada pelo método utilizado por Madesh e
Balasubramanian (1998), que se baseia na capacidade da enzima em realizar a
dismutacdo do radical superéxido em peroxido de hidrogénio. A mistura de reagéo
contém 100 ul de tampéo de fosfato de potassio (2 mmol/L, pH 8) e 30 pL de amostra.
A reacdo foi iniciada adicionando 6 uL de MTT + 15 pL de acido Pirogélico (100
pmol/L) e levados para estufa a 37°C, durante 5 minutos. A reagdo entdo foi
interrompida adicionando a solucdo de 150uL de Dimetilsuféxido (DMSO). A
absorbancia da mistura reacional foi medida a 570 nm, em leitor de microplacas. A
atividade de SOD foi calculada como unidades por miligrama de proteina, com uma U
de SOD definido como a quantidade que inibiu a taxa da autoxidagao do pirogalol em
50%.

Glutationa-S-Transferase

A atividade de GST foi medida usando o método de Habig et al. (1974), que se
baseia na formacdo do 2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB) conjugado com glutationa
(GSH). Em suma, 1 mmol/L de CDNB foi adicionado ao tampéao fosfato pH 7,0
contendo 100 mmol/L de GSH e a aliquota da amostra de tecido. Apos a adicdo do
altimo reagente, a alteracdo foi monitorada com absorbéncia a 340 nm por 90
segundos. O coeficiente de extincdo molar usado para o CDNB foi €340 = 9,6 mmol /
L x cm. Uma unidade de atividade de GST foi definida como a quantidade de enzima

que catalisou a formagéo de um pmole de produto / min / g de tecido.
Peroxidacao Lipidica

Os niveis de malondialdeido (MDA) foram estimados conforme descrito por
Buege & Aust (1978), no qual o sobrenadante da amostra foi homogeneizado em
solucdo de &cido tricloroacético (15%), acido tiobarbiturico (0,375%), acido cloridrico
(0,25 M). A mistura total foi mantida em banho-maria em ebulicdo por 40 minutos.

Apos resfriamento, adicionou-se alcool butilico, e agitou no vortex durante 2 minutos.
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Logo apds foi centrifugado (10 minutos a 9,0 g), e a fase superior foi utilizada para
medir a absorvancia a 535 nm em leitor de microplacas. Os niveis totais de MDA em
cada amostra foram determinados por meio de curva padréo a partir de concentracdes

conhecidas de 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMPO).

2.3. Analise de dados

Para comparar a cobertura bentdnica nas diferentes zonas estudadas, foram
utilizadas analises multivariadas, como Escalonamento Multidimensional ndo Métrico
(nMDS) e Andlise de Variancia Multivariada por Permutacdo (PERMANOVA). Esses
dados foram transformados utilizando raiz quadrada, e as andlises foram aplicadas a
partir de uma matriz de similaridade construida utilizando o indice de similaridade de
Bray-curtis. Estas analises foram aplicadas utilizando o ambiente R, através do pacote
Vegan (R Core Team, 2017; Oksanen et al., 2019).

Para comparar o nivel de atividade das enzimas antioxidantes e dos niveis do
produto da peroxidacdo Lipidica de cada espécie entre as zonas recifais e entre
coloénias saudaveis e branqueadas de Siderastrea sp. na ZUS, a normalidade e a
homogeneidade das variancias para estes dados foram testadas através do teste de
Shapiro-wilks e de Levene, respectivamente. Uma vez atendido estes pressupostos,
foram aplicadas Andlises de Variancia tendo como fator preditivo zonas (para ambas
as espécies) e teste-T para vitalidade da Siderastrea sp. na ZUS, utilizando nivel de
significancia de 5%. O Teste de Tukey para comparacao de médias foi aplicado no

caso de resultado significativo das Anovas.

O IBR - Integrated Biomarker Response, indice originalmente proposto por
Beliaeff e Burgeot (2002) e atualizado por Sanchez et al. (2013) e Devin et al. (2014)
foi calculado para cada zona utilizando os niveis de atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GST e dos niveis de peroxidacéo lipidica, sendo estes os
biomarcadores utilizados neste trabalho. O IBR foi calculado através da interface

CALIBRI (https://liec-univ-lorraine.shinyapps.io/calibri) criada e disponibilizada pelo

Laboratory of Continental Environmental, na Universidade de Lorraine. A interface se

baseia na proposta de Devin et al. (2014) para o calculo do IBR, seguindo 4 passos
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principais: primeiramente se padroniza os valores dos biomarcadores através do

calculo de Y, sendo:
Y=(X-m)/s

Onde X é a média estimada dos valores do biomarcador em cada grupo, aqui
representado por cada zona a ser comparada; s, o desvio padrao destes valores e, m

€ a média de todos os valores obtidos para o biomarcador em todas as zonas.

A partir deste valor de Y para cada local, é calculado o coeficiente Z, onde Z=Y
ou -Y, em funcdo da atividade esperada para cada biomarcador em relagdo ao
estresse avaliado, se de inibicdo ou ativacdo. Neste trabalho, consideramos Z=Y para
todos os biomarcadores, por entender que todos podem ser ativados em funcdo das
pressodes locais nas zonas de uso. Feito isso, se calcula o valor de S a partir do minimo
valor encontrado para cada biomarcador em todas as zonas, sendo S=Z+|Min|. Por
altimo, um gréfico de radar é gerado utilizando os valores padronizados dos
biomarcadores. O valor do IBR é equivalente a area total do grafico IBR=2Ai, sendo

Ai a area do triangulo equivalente a dois biomarcadores adjacentes, com

Ai:Si*Si+1*Sin(2%)/2.

A posicao de cada biomarcador no grafico pode influenciar os valores de Ai e,
consequentemente, o valor do IBR. Para minimizar este efeito, o valor final do IBR é
calculado levando-se em consideracdo todas as possibilidades de ordem dos
biomarcadores no plot, através de permutacdes sendo (K-1)!/2, onde K=numero de

biomarcadores. Neste caso, K=4.

O valor do IBR corresponde ao grau de atividade biol6gica das colénias de cada
espécie estudada. Uma Analise de Variancia (ANOVA 1-way) foi aplicada aos valores
do IBR para verificar se as diferengas encontradas eram estatisticamente
significativas. No caso de resultado significativo o teste de Tukey foi aplicado,
utilizando um nivel de significancia de 5%. Estas andlises foram realizadas através do
ambiente R (R Core team, 2020).
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3. RESULTADOS

3.1. Cobertura bentbnica

A cobertura bentdnica na ZV e zona no-take foi dominada por turf, chegando a
45,33% (+34,58) e 37,66% (+33,98), respectivamente. JA na ZUS a cobertura
bentdnica foi dominada por alga calcaria articulada, chegando a 39,88% (+26,35). O
segundo grupo mais abundante foram as macroalgas em todas as zonas (25,33%
(£28,49), 16,33% (+23,29), 25% (+25,29), para ZV, zona no-take e ZUS,

respectivamente).

O percentual de cobertura coralinea, representado pela soma de todas as
espécies de corais construtores de recife foi de 4,44% (+6,02) na ZUS, 6,21%(+7,4)

na zona no-take e de 9,33% (+19,4) na ZV.

Destes, a espécie Siderastrea sp. foi a mais abundante nas zonas: no-take
5.55% (£7,02) e ZUS 4.22% (+£6,06), e menos abundante na ZV, com 0.55% (+1,77).
Ja a outra espécie de coral pétreo estudada, M. harttii, apesar de ter sido encontrada
através da busca ativa para a coleta dos fragmentos para retirada do tecido, foi
registrada nos fotoquadrados apenas na ZV e com baixo valor de percentual de
cobertura 2% (+8,37).

Os zoantideos também foram pouco abundantes, com baixos valores de
percentual de cobertura. Para Z. sociatus foram registrados valores médios que nao
ultrapassam 2% em nenhuma das zonas. Ja P. caribaeorum foi registrado apenas na

zona no-take chegando a 8,44% (+£26,72) da cobertura bentonica (fig. 3).
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Figura 3: Percentual cobertura bentonica nas diferentes zonas de uso dos recifes da
APA Costa dos Corais, AL (ZPVM=Zona de Preservacao da Vida Marinha, ZV=Zona
de Visitacdo e ZUS=Zona de Uso Sustentavel).

Através da analise de nMDS (fig. 4) € possivel verificar similaridades entre as
zonas em relacdo a cobertura bentbnica, em especial entre a zona no-take e ZV.
Através da andlise da PERMANOVA foi possivel verificar diferencas significativas

entre a cobertura bentdnica apenas entre ZUS e ZV (Pseudo-F=3,04 e p=0,015) (tab.
01).
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Figura 4: Escalonamento Multidimensional ndo métrico aplicado aos dados de
cobertura bentbnica nas diferentes zonas de uso (ZPVM=Zona de Preservacao da
Vida Marinha, ZV=Zona de Visitacdo e ZUS=Zona de Uso Sustentavel).

Tabela 1. Resultado do teste a posteriori da PERMANOVA para comparacéo das
zonas (ZPVM=Zona de Preservagao da Vida Marinha, ZV=Zona de Visitagéo e
ZUS=Zona de Uso Sustentavel) (*=Resultados significativos).

Pairs Df F.model p.value
1ZPVM vs ZV 1 1,41 0,21

2 ZPVM vs ZUS 1 2,52 0,057

3 ZV vs ZUS 1 5,6 0,004*
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3.2. Atividade enzimética

A gquantificacdo do status redox representado pelos niveis de peroxidacao
lipidica e de atividade das enzimas antioxidantes apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade das variancias. Os niveis de atividade de SOD, GST e peroxidagéo
lipidica de M. harttii foram similares entre as zonas de uso, com valores médios
menores para as duas Ultimas, porém, esta diferenca nao foi significativa (F=1,05;
p=0,36 e F=0,56; p=0,64, respectivamente) (tab. 2). Apenas os niveis de atividade da
catalase foram significativamente diferentes entre ZUS e zona no-take, com valores
médios de 229,87 U/mg de tecido e 513,11 U/mg de tecido, para cada zona,
respectivamente (fig. 5).

Comparando os niveis de atividade das enzimas para Siderastrea sp.
saudaveis sem sinal de branqueamento, ndo foram encontradas diferencas
significativas para os niveis de atividade de nenhuma das enzimas antioxidantes e
nem para os niveis de peroxidacao lipidica entre colbnias das diferentes zonas de uso
(tab. 2, fig. 6). Entretanto, quando comparadas colbnias saudaveis e branqueadas,
houve diferenca significativamente maior da atividade da enzima Glutationa-S-
Transferase (t=2,65, df=8,88, p=0,02) e dos niveis de Peroxidac¢éao lipidica (t=2,74,
df=4,14, p=0,04) para as colbnias branqueadas de Siderastrea sp. (fig. 7).
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Tabela 2. Resultado das Analises de Variancia e teste de Tukey para comparagao
de médias, aplicado aos dados dos niveis de atividade antioxidante das enzimas

Catalase (CAT), Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa-S-Transferase (GST) e de
Peroxidacao lipidica, das espécies de coral M. harttii e Siderastrea sp. nas diferentes

zonas de uso dos recifes da APA Costa dos Corais, AL. (ZPVM=Zona de
Preservagao da Vida Marinha, ZV=Zona de Visitagdo e ZUS=Zona de Uso

Sustentavel) (*=Resultados significativos).

Mussismilia harttii

Siderastrea sp.

Anova Tukey Anova Tukey
CAT
F p p F p p
4,45 0,031* ZPVM-ZUS 0,025* 0,57 0,64 ZPVM-zZV -
ZPVM-ZzV 0,5 ZPVM-ZUS -
ZUs-zv 0,2 ZUs-zv -
SOD
F p P F p p
1,06 0,37 ZPVM-ZV 23 011 ZPVM-zV -
ZPVM-ZUS ZPVM-ZUS -
zUs-zv. ZUS-zV -
GST
F p P F p p
1,05 0,36 ZPVM-ZzVv - 4,3 0,01* ZPVM-ZV 0,39
ZPVM-ZUS - ZPVM-ZUS 0,99
ZUS-zV - ZUs-zv 0,39
Peroxidacdo lipidica
F p p F p p
2,63 0,12 ZPVM-zZzV - 7,03 0,002* ZPVM-zZV 0,99
ZPVM-ZUS - ZPVM-ZUS 0,98
ZUs-zv - ZUs-zv 0,99
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Figura 5: Niveis médios de atividade das enzimas antioxidantes (A) Catalase (u/mg
de tecido); (B) Superéxido Dismutase (u/mg de tecido); (C) Glutationa-S-Transferase
(umole/min/mg de tecido); e (D) de Peroxidacdo Lipidica (umole/mg proteina) da
espécie Mussismilia hartti nas zonas de uso da APA Costa dos Corais, AL
(ZPVM=Zona de Preservacdo da Vida Marinha, ZUS=Zona de uso sustentavel e
ZV=Zona de Visitacdo) (As barras indicam o desvio padrdo e * = diferencas

significativas).
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Figura 6: Niveis médios de atividade das enzimas antioxidantes (A) Catalase (u/mg
de tecido); (B) Superéxido Dismutase (u/mg de tecido); (C) Glutationa-S-Transferase
(umole/min/mg de tecido); e (D) de Peroxidacdo Lipidica (umole/mg proteina) da
espécie Siderastrea sp. nas zonas de uso da APA Costa dos Corais, AL (ZPVM=Zona
de Preservacdo da Vida Marinha, ZUS=Zona de uso sustentavel e ZV=Zona de
Visitagao).
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Figura 7: Niveis médios de atividade das enzimas antioxidantes (A) Catalase (u/mg
de tecido); (B) Superéxido Dismutase (u/mg de tecido); (C) Glutationa-S-Transferase
(umole/min/mg de tecido); e (D) de Peroxidacdo Lipidica (umole/mg proteina) da
espécie Siderastrea sp. para colbnias saudaveis (S) e colbnias branqueadas (B).
(*=diferencas significativas)

Os valores para o IBR de M. harttii foram significativamente maiores na zona
no-take (p=0,00; df=2) (fig.8,A). Observando os gréaficos de radar (fig. 9,A) percebe-se
que esses valores estdo relacionados a uma maior contribuicdo das enzimas
superéxido dismutase, catalase e glutationa-s-transferase para as colonias desta
espécie nesta zona. Os valores do IBR na ZV foram menores e relacionados a
contribuicdo da atividade da enzima catalase. Para Siderastrea sp. os valores de IBR
foram significativamente maiores na ZV (p=0,00; df=2) (fig.8,B), relacionados a
contribuicdo de todos os 4 biomarcadores utilizados (fig.9,B). Na ZUS a contribui¢cao
foi principalmente de LPO e SOD (fig. 9,B). Na comparacéo dos valores do IBR entre

colénias branqueadas e saudaveis ndo houve diferencas significativas (p=0,05) (fig.
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8,C), sendo os valores médios do IBR iguais para ambas as condi¢fes. Através do
grafico de radar, percebe-se que para as branqueadas os niveis de peroxidacao
lipidica e de glutationa-s-transferase foram os responsaveis pelos valores do IBR, ja
para as saudaveis, a contribuicdo esta relacionada a catalase e superéxido dismutase
(fig9,C).

6 a* A 7 b* B
5 i 6
4 5
o x 4 c*
@ 3 2
T
2 b* 2
1 b* 1 a*
0 = 0
ZPVM yAY) ZUS ZPVM yAY) ZUS
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0.4
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Branqueada Saudavel

Figura 8: Valores médios (+desvio padréo) dos valores do IBR (Integrated Biomarker
Response) calculados para Mussismilia harttii (A), Siderastrea sp. (B) nas Zona de
Preservacdo a Vida Marinha (ZPVM), Zona de Visitacdo (ZV) e Zona de Uso
Sustentavel (ZUS) e para coldnias de Siderastrea sp. branqueadas e saudaveis (C).
(*=diferencas significativas).
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Figura 9: Grafico de radar com os biomarcadores (LPO=peroxidacdo lipidica,
CAT=Catalase, SOD=superoxido dismutase, GST=glutationa-s-transferase) dos
corais Mussismilia harttii (A), Siderastrea sp. (B) nas Zona de Preservacao a Vida
Marinha (ZPVM), Zona de Visitacdo (ZV) e Zona de Uso Sustentavel (ZUS) e para
colbnias de Siderastrea sp. branqueadas e saudéaveis (C).

4. DISCUSSAO

Este trabalho utilizou indicadores ecologicos representados por caracteristicas
da cobertura bentbnica, e biomarcadores, representados pela atividade de enzimas
antioxidantes, indicadoras de estresse oxidativo, de duas espécies de corais pétreos,
Mussismilia harttii, endémica do Brasil e considerada sensivel a perturbacdes
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ambientais, e Siderastrea sp., considerada tolerante, além da integracdo da resposta
dos biomarcadores em um indice, o IBR, para avaliar o impacto de atividades
humanas, como o turismo e a pesca em recifes inseridos em uma Area de Protecdo
Ambiental. Esperava-se encontrar menor cobertura de organismos construtores de
recifes, maior cobertura algal, uma maior atividade de enzimas antioxidantes, e maior
valor de IBR na zona de uso exclusivo para visitacdo (ZV) e na zona de uso
sustentavel (ZUS), que é aberta a quaisquer atividades humanas, na qual ocorre tanto
visitacao quanto pesca e, consequentemente, melhores métricas na zona de excluséo
(ZPVM). Esperava-se ainda encontrar diferencas no nivel de atividade enzimética
para espécimes branqueadas e saudaveis de Siderastrea sp., na zona de uso

sustentavel.

Apesar das diferencas significativas na cobertura bentbnica entre as zonas, foi
registrada uma baixa cobertura coralinea (<10%), e elevada cobertura de turf e
macroalgas frondosas em todos os recifes estudados. Essa dominancia em muitos
ambientes recifais pode ser explicada devido a sua alta resisténcia e a resiliéncia, pois
esse complexo algal consegue se recuperar rapidamente de perturbacdes no
ambiente, além de possuir altas taxas de reproducédo, aumentando assim capacidade
de competicdo por espaco entre algas e outros organismos (Airoldi, 1998; Maximo et
al., 2019). De acordo com alguns autores (Cruz et al 2018), valores de percentual de
cobertura algal maiores do que 50% indicam uma condicdo de impacto severo, porém
Aued et al. (2018) registraram recifes dominados por turf e macroalgas em toda a
provincia brasileira sugerindo que os recifes brasileiros apresentam caracteristicas
diferentes dos de outras partes do mundo e que isso pode ser devido a fatores fisico-
quimicos caracteristicos da costa do Brasil mas também a impactos humanos
cronicos, em especial elevado input de nutrientes e sedimentos. Desta forma os
recifes estudados aqui apresentam condicdo similar a toda a costa brasileira, a
excecdo da ZUS que nao esteve dominada por turf nem por macroalgas, mas por alga

calcaria articulada, representada por Halimeda sp.

Apesar da estreita relacdo entre input de nutrientes e a abundancia de algas,
fatores ambientais podem afetar os grupos/taxons de diferentes maneiras. Sabe-se
gue a abundancia de turf e macroalgas frondosas esta mais relacionada com a baixa
densidade de peixes herbivoros e a concentracao de nitrogénio inorganico enquanto

a abundancia de algas calcérias articuladas, como Halimeda sp., responde a fatores
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como a hidrodindmica local e enriquecimento de nutrientes, como concentracoes de
fésforo (Smith et al.,, 2001; Liao et al.,, 2020). Entretanto, outros estudos recentes
demonstraram que apesar da presenca de peixes herbivoros, os nutrientes
provenientes do escoamento terrestre promovem a proliferacdo de macroalgas,
através de mudancas fisicas em algumas caracteristicas, como maior resisténcia do

talo e calcificacdo (Adam et al., 2020; Sura et el., 2021).

Desta forma, seria esperado que em um recife mais proximo da costa e onde é
permitida a pesca, as macroalgas e/ou turf fossem mais abundantes devido a
diminuicdo da densidade de herbivoros e aumento no input de nutrientes. Diferente
do que foi registrado na ZUS, onde foi encontrada maior abundancia de algas calcéarias
articuladas, seguidas de macroalgas. Sugere-se que neste recife a hidrodinamica local
pode estar se sobrepondo a estes estressores, e que apesar de nao utilizar nenhuma
métrica para avaliar a hidrodindmica desse recife, é possivel observar que esta € uma
zona exposta e que possui um canal que cruza o recife (ver fig. 1,B), aumentando a
exposicao local, e, consequentemente, diminuindo biomassa de macroalgas (Souza
et al., 2007). Ou ainda que, apesar de a pesca ser permitida neste recife, 0s peixes
mais capturados por pescadores artesanais na APA Costa dos Corais ndo sao o0s
herbivoros, mas sim peixes carnivoros, como cioba (Lutjanus analis) e garassuma
(caranx crysos) (Randall, 1967; Sley et al., 2009; Andrade, 2020).

Ja a baixa cobertura coralinea é relatada como algo comum nos recifes
brasileiros (Castro & Pires, 2001; Ledo et al., 2003). Além disso, fatores estressantes
locais como poluicao, turismo desordenado, sobrepesca, e sedimentacédo contribuem
com a baixa abundancia dessas espécies. Segundo Zaneveld et al. (2016), num
experimento realizado em campo, observou-se que sobrepesca e a poluicdo por
excesso de nutrientes aumentam a proliferacdo de microrganismos oportunistas na
microbiota dos corais, deixando-0s vulneraveis a doencas, e levando-os a perda de
simbiontes protetores. Estes fatores podem estar influenciando os menores valores
de percentual de cobertura coralinea na ZUS, porém os maiores valores registrados
na ZV somados a dominancia de Halimeda sp. na ZUS, sugerem que as atividades
de turismo e pesca podem nao ser 0s principais estressores influenciando a

comunidade bentbnica nestes recifes.
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Com a constante alteracdo das condigcbes ambientais, organismos aquéticos
estdo sendo cada vez mais utilizados como bioindicadores, porque as consequéncias
sao para os diversos niveis biolégicos. Neste sentido, utiliza-se enzimas para avaliar
0 estresse oxidativo, que se da quando ha um desequilibrio na producéao de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species), que sao moléculas de
grande capacidade reativa, como os radicais livres, o ion superéxido (O2-), peréxido
de hidrogénio (H202), por exemplo (Halliwell, 1990; Valavanidis et al. 2006). Contudo,
0 organismo também possui maneiras de eliminar o ROS, através do sistema
antioxidante, que pode ser composto pelas enzimas como CAT, SOD e GST (Machlin
& Bendich, 1987).

O estresse oxidativo pode se dar por diversos fatores, desde estresse causado
por compostos quimicos toxicos, por poluentes, por estresse térmico, condicbes
ambientais alteradas ou outros fatores exégenos que possuem intensidade ou agem
por determinado tempo (Cogo et al., 2009). As respostas dos organismos a esses
estressores provocam alteracbes em niveis moleculares, celulares ou teciduais,
podendo alterar até a fisiologia, como crescimento e reproduc¢éo do individuo, caso
esse estresse seja intenso e/ou prolongado (Marques et al., 2016).

Através da analise da atividade enzimética da espécie Mussismilia harttii
observa-se que ndo houve diferencas significativas para os niveis de atividade das
enzimas de estresse oxidativo SOD, GST, e para Peroxidac¢do lipidica entre as zonas
de uso (ZPVM, ZUS e ZV). Para os niveis de atividade de CAT, houve diferencas
significativas entre a ZUS e a ZPVM, com a média de valores menores na ZUS (229.87
U/mg de tecido) e maiores na ZPVM (513.11 U/mg de tecido), o que significa dizer
qgue a M. harttii vinha passando por um estresse agudo nesta Ultima zona, e como
uma tentativa de minimizar os danos celulares e teciduais, aumenta-se a atividade
antioxidante desta enzima. Quando o0 organismo se encontra em estresse oxidativo, a
catalase apresenta elevada atividade para eliminar a ROS, por esse motivo, € utilizada
como um biomarcador de impacto ambiental e de monitoramento de ambientes (Bainy
et al., 1996; Marques et al., 2016).

As atividades enzimaticas (CAT, SOD, GST e Peroxidacao lipidica) da espécie
Siderastrea sp. também ndo apresentaram diferencgas significativas entre as zonas.

Porém entre espécimes saudaveis e branqueadas, ambas coletadas na ZUS, a
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atividade da enzima GST e da Peroxidacao lipidica foi significativamente maior. Estas
duas ultimas foram encontradas com alta atividade nas col6nias branqueadas, e
indicam que o0s corais estdo em constante estresse oxidativo (efeito crénico), e que
provavelmente ja ocasionou danos ou alteracbes na estrutura e funcdo da
célula/tecido (Kiltz, 2004). E que apesar dos valores semelhantes no IBR (ver fig.
8,C), as enzimas que estao atuando séo diferentes (ver fig. 9,C). Segundo Downs et
al. (2002), o branqueamento do coral esta associado a capacidade antioxidante e de
elevado estresse celular do coral simbiotico, corroborando com a afirmacéo
encontrada por outros autores (Baker & Cunning, 2015) de que a perda das
zooxantelas pode ser uma estratégia final para se defender do estresse oxidativo,

servindo como um bom indicador de dano celular.

O IBR, parece ter sido eficaz na avaliagdo dos niveis de estresse em cada zona
estudada. Os resultados indicam quais as enzimas antioxidantes que estdo atuando
com maior atividade em cada area. Ja4 que todos os biomarcadores avaliados neste
estudo tém papéis importantes na resposta do organismo ao estresse molecular e
celular (Barton, 2002). Apesar de a maioria dos estudos utilizarem o IBR relacionado
ao estresse térmico e exposicao a poluentes quimicos, os resultados deste trabalho
evidenciam maior atividade das enzimas antioxidantes ja relacionadas ao dano celular
causado em decorréncia do estresse, quando comparadas a Siderastrea sp.
branqueada com a saudavel, como mostram os resultados da GST e da Peroxidagao
Lipidica.

A espécie Siderastrea sp. parece responder melhor aos indices do IBR, visto
gue na zona no-take, onde ndo ha atividade humana, os valores indicam melhores
condi¢cbes, como era esperado. Valores altos foram obtidos para a Zona de Visitacao,
onde a atividade turistica e estresse ambiental parece ser muito maior que na ZUS e
na zona no-take. Ja para a espécie M. harttii, ocorre a situacdo inversa, valores
maiores do IBR sdo encontrados na zona no-take, seguidos de valores menores na
ZUS e na Zona de Visitagdo. Dado este resultado, o que se pode concluir € que talvez
a espécie M. harttii ndo seja boa indicadora de estresse oxidativo, ou que outro fator
de confusdo, como local onde foram encontradas as espécies (maior profundidade e
mais proximo ao fore reef, ambos distante dos turistas), tenha interferido nestes
resultados. Marangoni et al., (2019), em seu trabalho, também n&o encontra fortes

correlagcbes em observacgoOes feitas na espécie M. harttii in situ quanto ao seu potencial
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de biomarcador de estresse oxidativo em relacdo ao estresse térmico, e conclui que
essa espécie consegue operar nhormalmente mesmo ja tendo atingido a capacidade

antioxidante maxima.

Outros autores corroboram com a ideia de que a capacidade antioxidante dos
corais varia entre espécies, que € um importante fator a ser levado em conta quando
trata-se de tolerancia ao estresse (Gardner et al., 2017). Apesar de a maioria dos
estudos correlacionarem o estresse oxidativo a resposta do estresse térmico (Madeira
et al., 2013), se considerarmos as analises feitas nas amostras deste trabalho, todas
in situ, e levando em conta que todas as espécimes estdo sobre a mesma influéncia
da temperatura, a resposta teria sido semelhante entre as duas espécies coletadas,
entre zonas proximas, ou pelo menos entre individuos de mesma espécie, mas iSso

nao ocorre.

Além do mais, as andlises da atividade de cada enzima de estresse oxidativo
feita separadamente podem fornecer uma resposta enviesada, para isso, a utilizacédo
de indices, como o IBR, que integram e auxiliam ao entendimento das variacbes nos
niveis de atividade antioxidante como um todo, tornam-se fundamentais, pois enzimas
nao trabalham isoladamente no organismo. Além de ser uma maneira mais facil de
interpretar, torna o resultado mais informativo, pois mesmo que impactos ndo estejam
ainda refletindo a nivel da comunidade, ja é possivel perceber a nivel de individuo
(celular) essas respostas dos corais aos estressores ambientais.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, percebe-se que diferentes métricas mostram
diferentes resultados. Avaliando as hipoteses sobre os melhores indices em zonas de
exclusdo, pode-se dizer que as métricas ecoldgicas indicam que h& diferencas na
composicdo da comunidade bentonica, com diferencas significativas apenas entre as
zonas de visitacdo e de uso sustentavel; e que as métricas que utilizam as enzimas
antioxidantes indicam que as analises das enzimas feitas de maneira separada podem
enviesar os resultados, mas quando avaliadas como um todo, utilizando o IBR, é
possivel observar maior atividade enzimatica relacionadas ao estresse oxidativo para

os recifes abertos, e, consequentemente, melhores indices na zona no-take.

As principais diferengas encontradas na cobertura bentbnica dos recifes podem
estar relacionadas aos tipos de uso das zonas, a hidrodindmica de cada local, ou ainda
ao tempo de fechamento da zona no-take, que por ser recente, nao surtiu maiores
efeitos sobre a recuperacdo da comunidade recifal, em especial, ha comunidade

coralinea, que demora mais tempo pra responder que 0S outros organismos.

Enquanto que para resposta a nivel celular, a avaliacdo das enzimas
mostraram resultados significativos e satisfatérios para a espécie Siderastrea sp.,
quanto a atividade antioxidante de espécies branqueadas e saudaveis, corroborando
com a hipotese de que o branqueamento por si sO € indicativo de estresse oxidativo e

de que os corais ja estao sofrendo com danos celulares/teciduais.

De forma geral, as alteracBes na composicdo da cobertura recifal e a andlise
das atividades das enzimas de estresse oxidativo serviram para avaliar os efeitos de
impactos ambientais. Por serem animais sésseis e sensiveis a alteracdes ambientais,
como aumento da temperatura, poluentes quimicos, sedimentacao, por exemplo, 0s

corais podem ser utilizados como bioindicadores de qualidade ambiental.

Este trabalho apresenta informagdes de base, como dados de cobertura da
comunidade recifal, atividade antioxidante de enzimas de estresse oxidativo que
poderdo ser utilizadas como métricas de monitoramento da saude de ambientes
recifais e como ferramentas preditivas para subsidiar medidas de manejo e

conservacgéo, em especial na Area de Protecio Ambiental Costa dos Corais.
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