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Resumo

Gallo, DG. Efeito de efluentes sobre o sistema biolfime-herbivoros em cost6es rochosos
subtropicais. 2015. Dissertacdo (Mestrado). Instituto Oceanografico, Universidade de S3o Paulo, Sdo
Paulo, 2015.

Os ecossistemas costeiros sofrem impactos antrépicos de fontes diversas, entre eles os despejos de
efluentes, que podem potencializar o desenvolvimento de produtores primarios em costdes rochosos
resultante do enriquecimento por nutrientes. Ao mesmo tempo, o crescimento dos produtores pode
ser controlado pela presenga dos herbivoros. No presente estudo buscamos descrever o efeito dos
despejos de efluentes sobre o acumulo de biofilme em costGes rochosos, sob diferentes niveis de
despejos de efluentes em uma area subtropical (S3o Paulo, Brasil), bem como o efeito dos efluentes
sobre as lapas. Estimamos a biomassa do biofilme in situ, por medidas indiretas de NDVI e por
andlises taxondmicas de amostras fixadas. A estrutura populacional de lapas foi descrita por
contagem e medicdo do comprimento da concha. Um experimento em campo foi realizado sob
presenca e auséncia de efluentes, bem como presenca e auséncia de lapas. Observamos que o efeito
de efluentes potencializa o acumulo de biofilme, entretanto ndo observamos um consumo
significativo das lapas sobre o biofilme. O tamanho e densidade de lapas ndo foram alteradas pelo
gradiente de efluentes. Em geral, foi observada uma predominancia de diatomaceas em relacdo as
cianobactérias, o que pode diferir da tendéncia de dominancia de cianobactérias verificada em
outras regides. E importante ressaltar a importancia de outros pastadores sobre o desenvolvimento
de biofilme, ndo considerados neste estudo, além da alta variabilidade temporal e espacial que as
comunidades de biofilme apresentam. Ressaltamos a importdncia da aplicacdo de organisos
bentbénicos como indicadores da qualidade do ambiente.

Palavras-chave: NDVI, zona entremarés, lapas, impacto costeiro



Abstract

Gallo, DG. Sewage effects on the biofilm-grazers system in subtropical rocky shores. 2015.
Dissertacdo (Mestrado). Instituto Oceanografico, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Coastal ecosystems suffer anthropogenic impacts from many sources such as sewage disposal, which
may potencialize de primary productors growth in rocky shores. In the same time, this growth amy
be controlled by grazers. In this study we aimed to investigate the biofilm accumulation in rocky
shores under different level of sewage disposal in a subtropical area (Sdo Paulo State, Brazil), and its
influence on the grazers. The biofilm biomass was estimated in situ indirectly by NDVI measures and
taxonomic analysis of fixed samples. The size structure of limpets was described through counting
and measurement of the shell length. We also performed a field experiment under presence and
ausence of sewage, as presence and ausence of limpets. We observed a sewage effect improve the
biofilm accumulation, but the limpets did not have a clear control on the biofilm growth. No clear
effect of sewage disposal was verified on the size and density of limpets. In general, we observed a
domination of diatoms relative to cianobacterias, which could differ of the trend observed in another
sites. It is noteworthy that the possible effects of other grazers on the biofilm were not quantified
and the high temporal and spatial variability of biofilm communities. We emphasize the importance

of studies that use benthic organisms as environmental quality indicators.

Key-words: NDVI, intertidal zone, limpets, costal impact
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1. Introdugao

As areas costeiras sofrem intesas pressdes resultantes da ocupacado urbana, pesca intensiva,
expansdo portudria e industrial (Halpern et al., 2008; Marandola et al., 2013). Uma consequéncia
direta da ocupacdo na costa é a alta quantidade de efluentes disposta no oceano, seja pelos
emissarios submarinos ou despejos clandestinos diretamente nas praias (Small e Nichols, 2003). Os
despejos de efluentes geralmente aportam aos ecossistemas costeiros componentes organicos e
inorganicos, incluindo nutrientes e residuos industriais (Tyler e Gould, 1950). No estado de Sdo Paulo
todo o efluente que é disposto no oceano ainda ndo recebe tratamento adequado, passando
somente por um processo de pré-condicionamento (SABESP, 2015), causando consequéncias para a
biota local, especialmente as comunidades benténicas (revisado em Abessa et al., 2012; Muniz et al
2015).

Dentre os impactos de despejos de efluentes em habitats costeiros, nos costdes rochosos
podem ser observados efeitos como aumento na mortalidade de invertebrados (Tablado et al.,
1994), diminuicdo de sua riqueza e diversidade (Teodoro et al.,, 2010), perda de cobertura de
organismos e crescimento excessivo de microalgas (Lépez-Gappa et al., 1993). Transformagdes desta
natureza podem reestruturar a dindmica dessas comunidades induzindo novas interacées que
beneficiam determinadas espécies e ao mesmo tempo prejudicam outras (e.g. Pinedo et al., 2015).

O desenvolvimento de produtores primarios em costdes rochosos estd sujeito a pastagem e a
disponibilidade de substrato adequado (Menge e Sutherland, 1987). Os herbivoros geralmente
controlam o desenvolvimento de produtores primarios, exercendo um controle top-down sobre os
produtores (Underwood, 1980, Menge et al., 2000). Por outro lado, aportes de nutrientes e
compostos organicos podem atuar como fatores bottom-up sobre os produtores primarios com
consequéncias para os demais niveis troficos (Posey et al.,, 2006). Tais interacdes, juntamente a
competicdo por espaco, definem a area de forrageio e a distribuicdo dos organismos e, por
consequéncia, podem influenciar a zonacdo dos costées rochosos (Dayton, 1971; Mackay e
Underwood, 1977; Lubchenco, 1980). Outro fator determinante da zonagdo é o assentamento e
recrutamento de organismos, que depende diretamente da presenga e composi¢ao do biofilme na
superficie da rocha (Thompson et al., 1998; Hutchinson et al., 2006; Shimeta et al., 2013).

O biofilme é constituido por uma matriz de polissacarideos na qual se fixam bactérias,
cianobactérias, fungos, diatomdceas, protozoarios e esporos de macroalgas (Wahl, 1989; Aguilera et
al., 2013). E importante notar, todavia, que a biomassa do biofilme é geralmente estimada pela
aconcentracdo clorofila-a (Jenkins et al., 2001; Britto et al., 2013; Jackson et al., 2013) por unidade de
area. A cobertura de biofilme sobre os costées rochosos obedece a determinados padréoes como
maior abundancia nas zonas entremarés e infralitoral e sob temperaturas mais baixas, devido a sua

sensibilidade a dessecac¢do (Underwood, 1984a; Chan et al., 2003,). Estudos reportam influéncias de
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fatores fisicos e quimicos sobre a distribuicdo e biomassa do biofilme de costdes rochosos, como
efeitos da temperatura, sazonalidade, velocidade do fluxo de 4dgua e topografia da rocha. Além disso,
existe a influéncia de fatores bioldgicos, especialmente a presenca de herbivoros pastadores (Mak e
Williams, 1999; Hutchinson et al., 2006), que sdo igualmente relatados como importantes para o
acumulo do biofilme em cost&es rochosos.

O controle bottom-up do biofilme ocorre pela limitacdo por recursos, geralmente luz, espaco
e nutrientes, podendo, este Ultimo, ser proveniente de efeitos antropogénicos (Rosemond et al.,
2000; Coelho et al., 2009). Uma maior disponibilidade de nutrientes pode propiciar o crescimento do
biofilme, podendo influenciar a abundancia e estrutura da comunidade que o compde (Lopez-Gappa
et al., 1993; Falkenberg et al., 2014). Porém, quando sdo adicionados matéria organica e nutrientes,
como no caso de efluentes domésticos, podem ocorrer danos potenciais ao ecossistema local (Smith
et al., 1999; Braga et al., 2000; Kemp et al., 2005). E comprovado que o biofilme absorve poluentes
organicos acumulando-os em sua estrutura, devido a presenca da matriz de polissacarideos na qual
os organismos ficam imersos (Shorer e Eisele, 1997; Sabater et al., 2007). Dessa forma, efluentes na
regido costeira podem levar a quedas na abundéancia de diatomaceas e até mesmo a selecdo de taxa
de diatomdceas tolerantes a polui¢do (lvorra et al., 2002). Contudo, o efeito dos nutrientes sobre o
acumulo de biofilme deve ser considerado juntamente com a influéncia de seus herbivoros
(Apolinario et al., 1999). Alguns trabalhos destacam a acdo de pastadores como predominante sobre
o desenvolvimento do biofilme em costGes rochosos, em relagdo ao input de nutrientes (Thompson
et al., 2000; Jackson et al., 2013).

A atividade e densidade de pastadores exercem uma forte pressdo, ndo apenas a
abundancia, mas também a diversidade e o crescimento do biofilme (Williams et al., 2000; Kaeher e
Froneman, 2002; Freindenburg et al., 2007). Outros estudos registram menores taxas de crescimento
e diversidade de espécies no biofilme em maiores densidades de pastadores, sugerindo o controle de
pastagem sobre o desenvolvimento e crescimento dessas comunidades (Kaeher e Froneman, 2002).
Destacam-se como principais consumidores do biofilme em costdes rochosos as lapas, os litorinideos
e os isdpodos, que parecem ter impacto significante sobre a cobertura de biofilme na rocha
(Carefoot, 1973a; Norton et al., 1990; Sommer, 2000; Christofoletti et al., 2011).

As lapas sdo gastropodes habitantes das zonas entremarés de costées rochosos. Nas regides
tropicais parecem crescer mais rapido em relagdo as lapas de regides temperadas, e vivem de 2 a 60
anos dependendo da espécie e do local, atingindo maior longevidade em regides mais frias,
geralmente (Khow, 2007). Sua distribuicdo e atividades podem ser limitadas pela competicdo por
espaco, acdo das marés e das ondas, além da disponibilidade de alimento (Choat e Black, 1979).
Alguns trabalhos reportam a importancia de sua atividade sobre a distribuicdo do bioiflme, sugerindo
um aumento na area de forrageio quando ha menor quantidade de biofilme disponivel para
alimentagdo, ou na presenca de competidores (Shanks, 2001; Jenkins e Hartnoll; 2001). Outros

estudos sugerem que as lapas apresentam uma alimentagao seletiva, devido a morfologia ou
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qualidade nutricional de determinadas espécies de microalgas do biofilme (Nicotri, 1977; Hill e
Hawkins, 1991). Assim, destaca-se a importancia da atuagao das lapas sobre as comunidades de
biofilme em costdes rochosos e as possiveis consequéncias de uma mudanga na disponibilidade ou
na composicdo de biofilme sobre seu desenvolvimento.

Considerando a importancia do biofilme como recurso alimentar das lapas e que os fatores
gue atuam sobre a dinamica do biofilme podem influenciar direta ou indiretamente sobre os demais
niveis tréficos, é essencial avaliar como os fatores aldctones influenciam essas interacdes. Hd uma
divergéncia em literatura sobre a predominancia de fatores bottom-up ou top-down sobre a
dinamica do biofilme, além de uma escassez de estudos em regides tropicais e subtropicais sobre tais
interacdes. Devido ao atual cendrio de ocupacdao humana é importante que se compreenda o efeito
de impactos antrépicos sobre as comunidades costeiras. Neste cenario, as comunidades de costdes
rochosos, podem fornecer informacgdes relevantes em resposta a fatores aldctones, uma vez que se
encontram na interface entre os ambientes terrestre e marinho, podem ser consideradas indicadoras
da qualidade do ambiente (Pinedo et al., 2007), além de serem bons modelos para estudos
ecolégicos (Conell, 1985; Underwood, 1980; Menge, 1995; Valdivia et al., 2013).

O presente estudo, usa lapas e biofilme como modelos, e busca avaliar alguns efeitos de
despejos de efluentes na zona costeira, quantificando a biomassa de biofilme e a estrutura
populacional de lapas, frente a um gradiente de despejos de efluentes. Também testamos,
experimentalmente, se existe alteracdo no acimulo de biofilme, e na composicdo da comunidade de
microalgas, em dareas com e sem despejos de efluentes, sob a exclusdo de lapas e em condicdes
naturais de pastagem. Testamos as hipdteses de que os despejos de efluentes favorecem o
crescimento do biofilme, porém diminui a riqueza e diversidade da comunidade, e que este

crescimento pode ser controlado pela pastagem por lapas.

2. Material e Métodos
2.1.Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido na faixa do mesolitoral de costdes rochosos localizados
no Canal de S3o Sebastido (CSS), litoral norte do Estado de Sdo Paulo, Brasil. No CSS ha
predominancia da massa de Agua Costeira (AC), com a acdo de correntes forcadas pelo vento
(Castro, 1990). Ao longo do CSS encontram-se regides rasas ou de reentrancias que podem acumular
materiais organicos. Além disso, durante o verdo ha aumento de pluviosidade na regido
(CPETEC/INPE, 2015), contribuindo com aporte de nutrientes de origem continental (Barcellos e
Furtado, 1999).

Ao longo do CSS estdo presentes 3 emissarios submarinos, dois localizados no municipio de

Sdo Sebastido, nas praias de Cigarras e Aragd, e um em Ilhabela, no Saco da Capela (tabela 1) (Cetesb,
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2015).

Tabela 1. Emissarios submarinos presentes no Canal de Sao Sebastido. Fonte: Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (Cetesb) 2015.

Praia Vazdo (L/s) Extensdo (m) Diametro (m)
Aracd 150 1,061 0,40
Cigarras 11,6 1,068 0,16
Saco da Capela 30 220 0,25

Os costdes rochosos foram selecionados para nosso estudo de acordo com um gradiente de
emissdao de efluentes, assumindo que a analise microbioldgica é um indicador da quantidade de
efluentes organicos. Tomamos as avaliacbes de qualidade de praias realizadas pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (Cetesb, 2015) como indicadoras da selecdo. Nas avaliagdes
realizadas pela Cetesb, as praias sao classificadas a partir do resultado de analises microbioldgicas
para identificacdo de Enterococcus (L5212). Consideramos avaliagdes de trés semanas consecutivas
para a sele¢do do gradiente. Além da balneabilidade semanal, tomamos como critério as praias com
costGes acessiveis, de abrigados a moderadamente expostos, de modo que apresentassem um
gradiente de poluicdo abrangente. Assim, selecionamos 11 costBes rochosos para nosso estudo
(tabela 2, figura 1).

Tabela 2. Areas de estudo e suas respectivas siglas e coordenadas representadas no mapa. O gradiente de

balneabilidade foi definido a partir da média de col6nias de Enterococos/100mL de trés semanas de
avaliacdo.

Area de estudo Latitude Longitude Gradiente de Balneabilidade
(Enterococcus/100mL)
Guaeca (Gua) 23°49'12.832"S 45°28'7.921"W 1
Toque-toque Grande (Toq) 23°49'52.990”S 45°30'46.879”"W 1.66
Barequegaba (Bar) 23°49’50.066”S 45°21°'55.217"W 2
Sino (Sin) 23°44'48.588"S 45°20'53.815"W 5.33
Praia Grande (Gde) 23°49'22.865"S 45°25’0.095"W 8.33
Baleeiro (Bal) 23°49’43.871"S 45°25'24.751"W 13.33
Preta do Norte (Pre) 23°49'18.152"S 45°24’39.103"W 17
Cigarras (Cig) 23°43’40.742"S 45°23'54.146"W 17.66
Itaguagu (Ita) 23°48'4.928"S 45°21’55.289”"W 21.66
Portinho (Por) 23°50'39.988"S 45°24'22.198"W 24.66
Araga (Ara) 23°48'34.330"S 45°24'23.731"W 108.33
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Figura 1. Area de estudo com detalhe para o Canal de S3o Sebastido na costa dos municipios de Sdo
Sebastido e llhabela. Os pontos correspondem aos costoes rochosos amostrados e as cruzes correspondem a
localizagdo dos emissarios submarinos no Canal de S3o Sebastido.

2.2.Caracterizacgdo de biofilme e lapas no gradiente de balneabilidade

Os 11 costdes rochosos foram amostrados nas zonas entremarés, durante marés baixas de
sizigia, 3 vezes entre agosto e outubro de 2014. A estimativa de biomassa do biofilme foi realizada
através de célculos do NDVI (abreviagdo do inglés Normalized Difference Vegetation Index, indice de
Vegetacdo por Diferenca Normalizada), adaptado do método desenvolvido por Muphy e
colaboradores (Murphy et al.,2005; Murphy et al., 2006; Murphy et al., 2009). O NDVI foi computado
em 10 fotografias digitais de parcelas de rocha de 10x10cm, selecionadas ao acaso em cada coleta, e
em todos os costdes rochosos. Os quadrados foram sombreados com um rebatedor de flash, e o
balango de brancos da camera foi padronizado com um cartdo cinza 18%. Utilizamos uma camera
digital Canon, modelo elph 110hs, modificada profissionalmente de forma que o filtro original
vermelho foi substituido pelo filtro infravermelho préximo (comprimentos de onda nao visiveis)
enquanto que o filtro azul (entre 440 e 490nm) e o filtro verde (entre 500 e 570nm) originais foram
mantidos.

As fotografias para analise da biomassa de biofilme foram processadas com uma rotina
escrita para o programa Matlab (script em anexo), o qual relaciona os canais de absorcdo (vermelho)

e reflexdo (infravermelho préoximo- 1V) pela clorofila-a presente nas microalgas em cada pixel da
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fotografia. E importante considerar que a area da imagem processada contenha somente a fotografia
da rocha.

A partir do processamento das imagens, tem-se o ao NDVI dado por:

NDVI= IV+vermelho/IV-vermelho, (1)

onde IV corresponde ao infravermelho proximo (entre 790 e 890 nm), ondas ndo visiveis
refletidas pelos organismos fotossintetizantes juntamente com os comprimentos de onda verdes, e o
vermelho (entre 610-680 nm) corresponde aos comprimentos de onda absorvidos pela clorofila-a.

Assim, a fdrmula adaptada para a cdmera usada neste trabalho é:

NDVI= (IV+azul)/(IV-azul) (2)

Para o processamento das imagens, sdo contabilizados os valores (entre 0 e 255) de entrada
em cada um dos canais — infravermelho, azul e verde — para todos os pixels presentes na imagem, e a
partir destes valores o NDVI é calculado (equacgéo 2).

O valor final observado (NDVI) é uma medida indireta de biomassa vegetal, a partir do
balanco entre os comprimentos de onda absorvidos e refletidos pela molécula de clorofila-a. O
resultado é um valor numérico que varia entre -1 e +1. Valores maiores que O correspondem a
presenca de microalgas, a auséncia de vegetacdo tende a valores préximos ou iguais a 0, e agua
corresponde a valores proximos a -1 (Bryson et al., 2013). Os efeitos da coloragdo do substrato no
valor final do NDVI ndo foram cdescontados, uma vez que o indice é pouco sensivel a reflectancia do
mesmo (Barillé et al., 2011).

E importante considerar que tal técnica apresenta algumas limitagdes. Sabe-se a existéncia
de um efeito de “empacotamento” ou sobreposi¢do dos organismos do biofilme, que ocorre quando
a estrutura do biofilme atinge determinada espessura (Barranguete et al. 2004). Os autores
observaram uma correlagdo inversa entre luz refletida pelo biofilme e quantidade de chl-a. Este
efeito pode limitar a inferéncia de biomassa de biofilme por meio de ferramentas dticas, como a
aplicada no presente estudo. Além disso, o método aplicado representa somente organismos que
contenham o pigmento clorofila-a, e parte dos componetens do biofilme ndo apresentam tal
pigmento, como bactérias e protozoarios (Wahl 1989) e, portanto, ndo sdo representados em nossa
metodologia, assim como ndo o sdo para os métodos tradicionais. Entretanto, apesar das limitacgdes,
consideramos que tal metodologia oferece vantagens em relagdo as técnicas convencionais de
extracdo de clorofila, por proporcionar aquisicio e analiseE de dados mais rapidas, faceis e ndo
invasivas.

O tamanho e densidade de lapas, foram quantificados por analise de fotografias digitais,
tiradas ao acaso na faixa do mesolitoral, geralmente na faixa de tetraclitas ou ostras, em parcelas de
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10x10cm na zona entremarés dos costdes com camera digital comum. O nimero de individuos
registrados em cada um dos costdes rochosos variou de acordo com a densidade, no entanto foi
fixado um ndmero minimo de 40 individuos. Para avaliar a estrutura populacional de lapas medimos
o maior comprimento da concha de cada lapa fotografada no quadrado amostral.

Analisamos os dados de balneabilidade, NDVI, tamanho e densidade de lapas entre si com

analises de regressao linear. Para estes teste, todos os dados foram logaritimizados (logio).

2.3.Manipulagéo experimental em campo

Os efeitos da pastagem por lapas e das emissées de efluentes sobre o crescimento do
biofilme foram avaliados em dois experimentos em blocos, realizados entre abril e junho de 2015.
Selecionamos 4 costdes rochosos dentre aqueles amostrados na caracterizacdo de biofilme e lapas
pertencentes ao gradiente de influéncia dos indices de balneabilidade (tabela 2). O critério de
selecdo utilizado foi a presenca dos emissarios submarinos (praias Aracd e Cigarras) e duas praias

consideradas limpas (Baleeiro e Guaeca).

2.3.1.Experimento de taxa de desenvolvimento do biofilme

Afim de investigar a variacdo do acumulo do biofilme ao longo do tempo e sua taxa de
desenvolvimento, amostramos 5 parcelas de rocha de 10x10 cm (tratamento), limpos com cloro 3%
para a retirar os fragmentos vegetais. As réplicas controle consistiram em parcelas ndo manipuladas
de mesmo tamanho, sempre amostradas em bloco junto as parcelas controle. Neste experimento
todos os tratamentos foram expostos a condigdes naturais de pastagem por herbivoros. Todas as
réplicas foram fotografadas no dia da montagem do experimento (to), e monitoradas em 5
amostragens subsequentes, aproximadamente a cada 10 dias, sempre nos periodos de maré baixa de
sizigia. No final do experimento retiramos amostras para analise taxon0mica de microalgas, somente
das parcelas do tratamento. Para as amostras de taxonomia de microalgas presentes no biofilme,
raspamos trés vezes uma mesma area de 3x3cm de rocha, com o auxilio de uma escova de dentes
macia (semelhante ao proposto por MacLulich, 1987). Para a retirada do material retido, a escova foi
agitada em frasco (60mL) com 1,2mL de glutaraldeido 25%, e agua do mar filtrada em poro de
0,2pum. A comunidade original de microalgas presente no biofilme foi visualizada em amostras piloto
retiradas das mesmas parcelas selecionadas como tratamento.

A taxa de desenvolvimento do biofilme ao longo do tempo foi analisada com ANOVA
multifatorial de medidas repetidas considerando tratamentos (raspagem e ndo manipulado),
Poluicdos (poluido e ndo poluido), costdes (Aracd, Cigarras, Baleeiro e Guaecd) e tempo (medida de
repeticdo). Testamos a premissa de esfericidade com teste de Mauchly, se a premissa ndo fosse

atendida, os dados foram corrigidos com analise multivariada de Wilks. Além da varia¢cdo temporal,
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também testamos a taxa de desenvolvimento final (média (NDVI;-NDVly.1)/n2dias em campo) com
ANOVA multifatorial (testando Poluicdo, costdes e tratamentos, que correspondem as areas limpas e
areas ndao manipuladas). Os dados de taxa de desenvolvimento apresentaram desigualdade de

variancias (teste de Cochran) e, portanto, foram transformados (V™x+1).

2.3.2.Experimento de exclusdo de lapas

Para avaliar a influéncia da pastagem pelas lapas amostramos 5 parcelas delimitadas por
gaiolas plasticas de 10x10cm, com laterais fechadas com tela de malha de 2mm. A parte superior das
gaiolas ndo foi fechada, permitindo a pastagem por herbivoros ageis como as ligias. Determinamos 5
réplicas para controle do aparato experimental, e 5 parcelas ndo manipuladas. O controle do aparato
consistiu na instalacdo de gaiolas semelhantes as do tratamento, porém com duas laterais abertas
permitindo a pastagem por lapas. Todos os tratamentos e controle foram fotografados no inicio
(to=0), meio (t1=40 dias) e fim (t,= 60 dias) para monitorar o desenvolvimento do biofilme nas
parcelas amostrais.

Avaliamos o efeito da pastagem por lapas e o desenvolvimento do biofilme através de
ANOVA multifatorial de medidas repetidas considerando tratamentos (exclusdo, controle e ndo
manipulado), Poluicdos (poluido e ndo poluido), costdes (Aracd, Cigarras, Baleeiro e Guaecd) e tempo
(medida de repeticdo). Testamos a premissa de esfericidade com teste de esfericidade de Mauchly,

guando tal premissa nao foi atendida os dados foram corrigidos com andlise multivariada de Wilks.

2.3.3. Caracterizagéo taxonémica das comunidades de biofilme

Para a andlise taxonGmica de microalgas, utilizamos camaras de utermohl com torre de
sedimentacdo de 2, 5 ou 10 mL, dependendo da densidade de microalgas em cada amostra.
Realizamos analises qualitativas e quantitativas em microscdpio otico invertido equipado
epifluorescéncia Zeiss modelo Observer.D1. O instrumento permite a visualizacdo das amostras sob
luz em 488 nm (azul), a fim de causar fluorescéncia dos pigmentos dos organismos fotossintetizantes,
que podem entdo ser contabilizados. Especificamente para 488 nm, os pigmentos de ficoeritrina
(presentes apenas nas cianobactérias) fluorescem em laranja, enquanto a clorofila-a (presentes em
todos os organismos fotossintetizantes) fluorescem em vermelho. Assim, pudemos discriminar as
cianobactérias dos demais organismos, que é um grupo com contribui¢do significativa na composi¢do
do biofilme (e.g. Nagarkar e Williams, 1997). No mesmo microscopio através de luz comum,
realizamos a identificacdo em nivel taxondmico mais refinado possivel das diatomaceas, baseado
principalmente na literatura de Round et al. (1990). Em nossas analises, consideramos somente as

células maiores que 20um, denomiada microfitobentos, pois permitiram melhor resolucdo para a
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identificacdo. Para todas as contagens foi considerado um minimo de 400 células ou a observagao de
40 campos aleatérios.

Para os célculos de densidade total e densidade relativa para cada taxon consideramos a area
raspada na rocha, a drea e volume da cdmara de contagem bem como o volume do frasco de diluicdo
das amostras. A partir dos dados de densidade calculamos o indice de diversidade de Shannon-
Wiener, dominancia e similaridade. Além disso, comparamos a densidade de grupos taxonémicos das
comunidades com PERMANOVA de um fator (costGes) seguido de escalonamento multidimensional
ndo métrico (nmds). Aplicamos analise SIMPER para avaliar a contribuicdo relativa dos grupos

taxondmicos para os agrupamentos entre os costdes rochsos.

2.4.Varidveis meteoroldgicas e oceanogrdficas

Consideramos como varidveis a temperatura do ar, precipitacdo e radia¢do solar tomados da
base de dados da estacdo meteoroldgica do Centro de Biologia Marinha da USP (CEBIMar-USP,
23°49'40.5"'S e 45°25’22""W),a temperatura da agua do mar tomados da base de dados da bdia
meteo-oceanografica do SIMCosta (Sistema de Monitoramento Costeiro, 23°49’50.1”S e
45°25’19.8”"W disponivel em http://www.simcosta.furg.br/portal/), instalada nas proximidades do
CEBIMar. As condicdes atmosféricas e oceanograficas apresentaram pouca variacdo durante o
periodo experimental. Porém notamos uma queda nos niveis de precipitacdo e de radiacdo solar ao
final do experimento, o segundo em concordancia com a aproximacao do inverno (figura 2).

Em cada coleta, foram tomados dados de fluorescéncia de cdom (abreviacdo em inglés de
colored dissolved organic matter, matéria organica dissolvida colorida) e fluorescéncia da clorofila-a
(chl-a) com fluorimetros de campo (modelo AquaFluor — Turner Designs). Os dados de cdom foram
tomados afim de verificar a presenca de material organico na coluna d’agua como inferéncia para a
matéria organica que atinge os costdes rochosos. As medidas de fluorescéncia de clorofila-a
permitiram inferir as condi¢Ges propicias para a produtividade primaria local. Embora o cdom
represente somente a parte colorida da matéria organica, as medidas tomadas foram consideradas
como indicadoras da matéria organica dissolvida total (Vodacek et al., 1995, Kutser et al., 2005).

Para fluorescéncia de clorofila-a e de cdom, coletamos 3 amostras de dgua do mar préximas
aos costoes em vials escuros de 20 mL. No caso da fluorescéncia da clorofila-a, as amostras foram
previamente aclimatadas por 30 min no escuro e lidas no fluorimetro em cubeta de acrilico para
quantificar a fluorescéncia da chl-a, e, em seguida, filtradas em filtro GF-F (poro nominal de 0,7um)
para leitura dos brancos, para que fosse eliminada a influéncia de particulas dissolvidas sobre a
fluorescéncia e do cdom. Correlagdes entre as variaveis cdom, chl-a, densidade, NDVI e tamanho de
lapas foram investigadas através de teste de correlagdo de Pearson. Mesmo nos casos em que 0s

dados apresentaram heterogeneidade de varidncias mesmo apds a transformacdo, foram aplicados
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testes paramétricos (Underwood, 1997). Para todos os testes foi considerado nivel de significancia de
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Figura 2. Temperatura do ar e do mar, niveis de precipitacdo, e radiacdo solar na regido durante o periodo
de experimentos.
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3. Resultados

3.1.Caracterizagdo de biofilme e lapas no gradiente de balneabilidade

Os padrdes de NDVI ou tamanho de lapas ndo obedeceram ao grandiente de balneabilidade

estabelecido para os costdes rochosos amostrados (NDVI: r=0,06; r*=0,003; p=0,8; tamanho de lapas:

r=0,09; r?=0,09; p=0,6) (figura 3). O NDVI n3o influenciou sobre o tamanho (r=-0,1; r?=0,02; p=0,6) ou

sobre a densidade de lapas (r=0,4; r?=0,2; p=0,1) (figura 4). Também n3o observamos influéncia da

balneabilidade (r=0,08; r>=0,007; p=0,8) ou do tamanho de lapas (r=-04; r?=0,1; p=0,1) em sua

densidade populacional (figura 4).

Analisando a estrutura populacional de lapas, observamos que, em geral, as praias mais

limpas apresentaram frequéncia de tamanho de lapas menores, enquanto que algumas das praias

mais poluidas apresentam maiores tamanhos de lapas (figura 5).
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Figura 3. Representac¢ao dos valores de NDVI e tamanho de lapas de acordo com a balneabilidade,
representada por medidas de Enterococos, nos costoes rochosos amostrados (UFC: Unidade Formadora de
Colénia).
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3.2.  Manipulagdo experimental em campo

3.2.1. Experimento de taxa de desenvolvimento de biofilme

A variacdo do NDVI ao longo do tempo apresentou diferenca entre os costées rochosos,
embora as oscilagdes sejam similares entre eles (figura 6A). Observamos maiores diferencas ao longo
do tempo e entre as areas raspadas e ndo manipuladas (tabela 3). Tais diferencas eram esperadas ja
gue no tempo inicial e nas parcelas raspadas, a cobertura de biofilme foi removida para que seu
crescimento fosse acompanhado. Entretanto as diferencas entre costdes rochosos poluidos e nao
poluidos também foram significativas, evidenciando a influéncia do fator poluicdo mais que o efeito
dos tratamentos. Além do desenvolvimento ao longo do tempo, a taxa em que o biofilme se
desenvolveu foi maior nas areas poluidas em relacdo as ndo poluidas (figura 6B, tabela 4).

Os valores indicados pelas medidas de fluorescéncia de cdom e clorofila-a, ilustram o
aumento dessas duas varidveis ao longo do periodo experimental, porém n3o observamos B

correlagBes entre tais varidveis e o NDVI.
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Figura 6. Desenvolvimento de biofilme ao longo do tempo em costdes poluidos e ndo poluidos (A), taxa de
desenvolvimento final para as duas Polui¢dos de estudo (médias, terro padrdo) (B). O tempo 0 corresponde
a rocha nua, apos a lavagem das parcelas com cloro para retirada dos fragmentos vegetais. O asterisco
corresponde a diferenca estatistica entre as Poluigdaos. Ndo ha diferenca entre costdes. (Bal: Baleeiro, Gua:
Guaeca, Ara: Araga, Cig: Cigarras).
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Tabela 3. Resultados da ANOVA de medidas repetidas do crescimento de biofilme ao longo do tempo
(medida de repetigao) em costoes poluidos e ndo poluidos (fator poluicdo), em condigbes de parcelas
raspadas e parcelas sem manipulagdo (tratamento) (gl: grau de liberdade, QM: quadrado médio). *Dados
corrigidos pela analise Wilks.

Biofilme

Fonte gl oM F p
Tratamento =Tr 1 0,174 11,6 0,001
Poluicdo = Po 1 0,666 44,4 <0,0001
Costdo(Polui¢do) = Co(Po) 2 0,029 1,9 0,15
Poluigdo*Tratamento 1 0,113 7,5 <0,001
Tr*Co(Po) 2 0,009 0,6 0,55
Residuo 32 0,015
Tempo 4 0,460 77,1 <0,0001
Te*Po 4 0,011 1,8 0,12
Te*Co(Po) 8 0,010 1,7 0,09
Te*Tr*Po 4 0,003 0,5 0,70
Tr*Te 4 0,010 1,7 0,13
Te*Co(Po)*Tr 8 0,001 0,1 0,99
Residuo 128 0,005
Teste de Mauchly x’= 13,1 (p=0,1)

Tabela 4. Anova fatorial para taxa de desenvolvimento de biofilme entre os cost6es rochosos categorizados
entre poluidos e ndo-poluidos, em parcelas raspadas e sem manipulagdo (tratamento) (*desigualdade de
variancias).

Taxa de desenvolvimento

Fonte

gl am F P

Tratamento =Tr 1 0,000004 1,59 0,21
Costdo(Polui¢do) = Co(Po) 2 0,000004 1,90 0,16
Poluigdo = Ca 1 0,000013 6,10 0,01
Tr*Ca 1 0,000002 1,06 0,30
Tr*Co(Po) 2 0,00 0,016 0,98
Residuo 32 0,000002

Teste de Cochran C=0,34 (*)

3.2.2. Experimento de exclusdo

No inicio do experimento de exclusdo de lapas, os valores de NDVI apresentaram-se similares
em todos os costbes rochosos, aumentando ao longo do periodo experiemental (figura 7). As areas
poluidas apresentaram maiores valores de NDVI, embora essa diferenca tenha sido marginalmente
significativa (p=0,05) (tabela 5). Considerando que as parcelas de exclusdo e controle ndo
apresentaram diferencga estatistica para os valores de NDVI, podemos afirmar que ndo foi observado
efeito significativo das lapas sobre a cobertura do biofilme, e que nosso aparato experimental ndo

influenciou sobre os resultados.
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as praias poluidas. Ndo observamos diferengas significativas entre costoes rochosos ou entre tratamentos.

As diferengas ao longo do tempo estao representadas com letras diferentes nos graficos.

Tabela 5. Comparagdao do NDVI em tratamentos sob exclusdo de lapas e controle, por meio de ANOVA de
medidas repetidas. Foram testados os fatores polui¢do (costdes poluidos e ndo poluidos) e tratamentos ao

longo do tempo. (gl: grau de liberdade, QM: quadrado médio, ***p<0,0001, ns: ndo significativo).

Biofilme
Fonte gl Y, F P

Tratamento =Tr 2 0,0034 0,3 0,71
Poluigdo = Po 1 0,0390 3,8 0,05
Costdo(Poluigdo) = Co(Po) 2 0,0019 0,1 0,82
Poluicdo*Tratamento 2 0,0020 0,1 0,82
Tr*Co(Ca) 4 0,0172 1,6 0,16
Residuo 48 0,0101

Tempo 2 0,5635 149,8 <0,0001
Te*Ca 2 0,0112 2,9 0,05
Te*Co(Ca) 4 0,0057 1,5 0,20
Te*Tr*Ca 4 0,0013 0,3 0,84
Tr*Te 4 0,0004 0,1 0,97
Te*Co(Ca)*Tr 8 0,0033 0,8 0,53
Residuo 96 0,0037

Teste de Mauchly

x’= 5,31 (p=0,07)
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3.2.3. Caracterizagdo taxonémica das comunidades de biofilme

Foram observados 71 morfotipos de diatomaceas, sendo que, destes, 69 correspondem a
diatomaceas penadas (Anexo B). As cianobactérias foram somente quantificadas, embora tenham
alguns géneros tenham sido identificados, foram todos agrupados pela dificuldade em identificar a
maioria deles. Os principais grupos de diatomdceas observados foram Navicula sp. 1, e quatro outros
morfotipos pertencentes a Ordem Naviculales. Além disso, em menor abundancia, observamos
representantes dos géneros Achnanthes, Nitzschia, Pinularia, Licmophora, Synedra, Cymbella,
Coconeis, Pleurosigma, Thalasiosira, Entomoneis, Cosmioneis e Amphora. Em geral as diatomaceas
predominaram em relacdo as cianobactérias.

As amostras do Aracd apresentaram maior riqueza e diversidade de taxa em relagdo aos
demais costGes rochosos (tabela 6), o que coincide com a maior taxa de desenvolvimento de biofilme
(p<0,05). Observamos diferenca significativa entre os costdes rochosos em relacdo a densidade de
microalgas (tabela 7), exceto entre Guaeca e Cigarras (p=0,08), os quais apresentaram as menores
densidades observadas. Assim, quando comparamos os costdes rochosos quanto a similaridade de
grupos taxondmicos (densidade), observamos dois agrupamentos, um agrupamento entre Cigarras e
Guaecd e outro entre Araca e Baleeiro (figura 8). Os grupos de diatomaceas que mais contribuiram
para os agrupamentos foram as Cianobactérias, seguidas de Navicula sp.1, e Nitzschia sp.1 (Anexo B).
Quando comparamos a composicdo de espécies dentro de cada uma das dreas, observamos maior
similaridade de grupos taxonémicos entre as parcelas amostradas no costdo rochoso do Aracd, o que

também é possivel observar no agrupamento nmds (figura 8).

Tabela 6. Variaveis das comunidades de biofilme nos costées rochosos estudados.

Araga Cigarras Baleeiro Guaeca
Densidade total (cel/cm?) 1871,5 204,7 4741,5 409,5
Riqueza (n? de taxa) 49 21 42 33
Diversidade (H’) 2,13 1,14 1,93 1,84
Dominancia (D) 0,23 0,5 0,23 0,23

Tabela 7. PERMANOVA de um fator para densidade (cel/cm?) de microalgas entre os costées rochosos.

Densidade de microalgas

Fonte gl oM F p
Costdo 3 8264,7 4,8 0,001
Residuo 16 1718,3
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Figura 8. Representagcdao NMDS para os grupos taxonomicos observados nas areas de estudo. Araga e
Cigarras correspondem aos costoes rochosos poluidos e Baleeiro e Guaeca correspondem aos costoes
rochosos nao poluidos.

4. Discussao

Nossos resultados confirmam a hipdtese de que costées rochosos com despejos de efluentes
apresentam um desenvolvimento de seu biofilme mais acelerado. Nesses locais impactados,
entretanto, as lapas parecem ndo ter controle significativo de pastagem. Entretanto refutamos a
hipdtese de que o tamanho das lapas e o biofilme obedece a um gradiente de despejos de efluentes.

Um maior desenvolvimento de biofilme em costGes rochosos, em resposta a despejos de
efluentes, também foi demostrado por Littler e Murray, 1975; Lopez-Gappa et al., 1990 e Sanz-Lazaro
et al., 2015. E importante ressaltar que os dois costdes rochosos mais poluidos s3o mais abrigados
em relacdo aos demais, fato que pode levar a um maior acimulo de biofilme, como ja mostrado em
outros trabalhos (Jenkins e Hartnoll, 2001; Jackson et al.,, 2010). Assim, o fator exposicdo pode
também ter influenciado os resultados observados.

Observamos uma variagao temporal da biomassa do biofilme, estimada pelo NDVI, em ambos
os experimentos e em todos os costdes rochosos, com padrao semelhante, mostrando um um
aumento entre o inicio e meio dos experimentos, seguidos de uma estabilizagdo nos valores. Assim, é
possivel que outros fatores tenham contribuido para tais variagdes, além daqueles derivados pelos
despejos de efluentes. Esses fatores poderiam ser mudancgas na radia¢dao solar ou nas taxas de
precipitacdo, que foram observadas ao longo do periodo experimental. Alguns autores observaram
uma correlagdo negativa entre abundancia de microalgas no biofilme e tempo de incidéncia solar
(Guasch e Sabater, 1995), o que poderia sugerir o efeito observado no final do experimento, no qual
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ocorreu um aumento significativo no biofilme, que coincide com queda gradual nos niveis de
radiacdo solar. Tal fato provavelmente se deve ao processo de fotoinibicdo, bastante conhecido para
microalgas do plancton, e também registrado para organismos de microfitobentos (Serddio et al.,
2008).

Embora alguns estudos mostrem claramente o controle das lapas por pastagem sobre o
crescimento do biofilme (Underwood, 1984b; Benedetti-Cecchi et al., 2001; Thompson et al., 2005),
ndo observamos tal efeito. E importante considerar que alguns dos trabalhos que mostraram esse
padrao foram desenvolvidos em regides temperadas, onde as lapas atingem um maior tamanho em
relacdo aquelas da regido de estudo. Além disso, a densidade de lapas nos locais de estudo pode nao
ser altas o suficiente para que seu consumo tenha efeito significativo sobre a cobertura de biofilme
na rocha.

As gaiolas utilizadas no experimento de exclusdo permitiram a pastagem por herbivoros
como os isdpodes, os quais poderiam consumir o biofilme dentro das parcelas de exclusdao em taxas
semelhantes as parcelas controle, influenciando os resultados. Ja é confirmado um maior efeito dos
isdpodes sobre o consumo de biofilme em relagdo aos gastrépodes pastadores (Christofoletti et al.,
2011). Todavia, observamos poucos isdpodes nas regiées em que desenvolvemos os experimentos.

O consumo de biofilme pode ser ndo exclusivo para a alimentacdo das lapas. Andlises de
conteludo estomacal de lapas registram a presenca de detritos inorganicos, macroalgas e residuos de
animais (Branch, 1981; Burgos-Rubio et al., 2015). Em um dos costdes rochosos observamos o
desenvolvimento de macroalgas do género Ulva em algumas réplicas do tratamento de exclusdo de
lapas. A ocorréncia deste género de macroalga é proposta em literatura como sucessora de
comunidades de biofilme (e.g. Castenholz, 1961; Firstater et al., 2012), e como espécie ocorrente em
areas sob condi¢Oes de enriquecimento organico ou na auséncia de herbivoros (Vineuza et al., 2015).
Assim, pode ser que ocorra um processo de consumo seletivo pelas lapas sobre propdagulos de
macroalgas em locais que apresentam condi¢des propicias ao crescimento das mesmas, como ja
mostrado em alguns trabalhos (Underwood, 1980; Underwood e Jernakof, 1981).

Os grupos taxonomicos de microalgas observados, ndo diferiram significativamente entre os
costées rochosos, e coincidem com aqueles registrados em comunidades de biofilme tanto de
regides tropicais (Williams et al., 2000; Timoner et al., 2014) como temperadas (Castenholz, 1963;
Hill e Hawkins, 1991; Kelly e Whitton, 1995; Hillebrand e Sommer, 1997), embora tais estudos
tenham incluido células de tamanhos menores para a identificagcdo. Alguns trabalhos registraram que
a comunidade de microalgas do biofilme se estabelece sobre a rocha em poucas semanas, tanto em
regides temperadas (Aguilera et al., 2013b) como subtropicais (MacLulich, 1986; Murphy et al., 2005;
Murphy e Underwood, 2006). E importante ressaltar que em amostragens piloto seguidas de analise
taxonOmica, anteriores ao inicio do experimento, mostraram que a comunidade original era mais
densa, sugerindo que os 60 dias do experimento ndo foram suficientes para que a comunidade

voltasse ao original. Todavia, se espera que essas comunidades sejam bastante dinamicas e ainda
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ndo existem estudos suficientes que nos indiqguem que uma comunidade é mais madura ou
estabelecida que outra.

No costdo rochoso do Arag¢d, um dos costdes rochosos classificados como poluidos,
observamos a maior diversidade e rqueza de microalgas dentre todas as areas amostradas. Em
nossas areas de estudo, este resultado pode estar relacionado a localizagdo do costdo rochoso em
uma baia, que propicia um acumulo de material organico e nutrientes na regidgo proxima ao costdo
rochoso, proveniente da entrada da maré e do hidrodinamismo local. O canal de S3ao Sebastido é
relativamente oligotrofico quando comparado as condicdes da baia em questdo, além da
possibilidade de retorno de material organico e nutrientes provenientes do emissario submarino
(Gubitoso et al.,, 2008). Johnston e Roberts (2009) afirmam que todos os trabalhos revisados
associaram enriquecimento organico com aumento na diversidade de espécies. Isso pode ocorrer
pois em locais onde ha falta de nutrientes, um input pode aumentar os recursos, aumentando a
produtividade primaria e a heterogeneidade de habitats, com consequente aumento na diversidade.
Por outro lado, a menor densidade e riqueza de microalgas foi observada no costdo rochoso de
Cigarras, também classificado como poluido, o que torna inconclusivo o efeito dos despejos de
efluentes sobre a diversidade. Neste costdo rochoso, observamos uma maior densidade de
cianobactérias em compara¢do aos demais costdes rochosos, parece concordar com a ocorréncia
desse grupo em dareas com aportes organicos (Littler e Murray, 1975). Nesta drea ha um aporte
continental (cdrrego Mae Isabel) contribuindo com material organico de origem terrestre. A alta
correlacdo entre chl-a, cdom e densidade de microalgas comprova uma influéncia de compostos
organicos, possivelmente provenientes dos despejos. Schorer e Eisele (1997) observaram que o
acumulo de hidrocarbonetos é maior no biofilme em relagdo ao sedimento, o que poderia
proporcionar maior aproveitamento de componentes organicos por parte dos organismos.

Os agrupamentos observados, Ara¢d e Baleeiro e Cigarras e Guaecd, correspondem a
semelhanca em diversidade e densidade de microalgas entre as areas. Provavelmente tais
semelhangas entre os costdes rochosos se devem a sua localizagdo no CSS. Guaecd e Cigarras se
localizam nas extremidades do CSS, recebendo maior aporte de aguas de fora do CSS, enquanto que
Aracd e Baleeiro se localizam no meio do CSS (figura 1). Estudos sobre comunidades fitoplancténicas,
na mesma regido do presete estudo, observaram uma maior contribuicdo de espécies de
microfitobentos nas amostras da baia quando em comparacdo com outras regiées do CSS (Tocci et al.
2016 in press). Assim, podemos inferir que ha possibilidade de contribuicdo de espécies do
microfitobentos para a composicio do biofilme e isso também pode contribuir para a alta
diversidade no costdo rochoso do Araca.

O despejo de efluentes otimizou o desenvolvimento do biofilme, porém a pastagem por lapas
nao apresentou controle significativo sobre seu acimulo, que provavelmente é maior que sua taxa
de pastagem. Também ndo observamos efeito dos efluentes sobre a densidade ou estrutura

populacional das lapas. Assim podemos inferir que os despejos ndo estdo prejudicando a relagao
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entre o biofilme e as lapas e que a popula¢do de lapas se mantém, o que, possivelmente ndo causa
prejuizo para seus consumidores. Além disso, é importante considerar a alta variabilidade que as
comunidades de biofilme apresentam em pequena escala de tempo e espago. As comunidades
variam em abundancia e distribuicdo de acordo com a rugosidade do substrato, altura da rocha ou
sazonalmente (Hill e Hawkins, 1991; Nagarkar e Williams, 1999; Hutchinson et al., 2006; Jackson et
al. 2010), o que pode dificultar tanto estimativas de biomassa e estimativas de consumo por
herbivoros, quanto as causas de tais variagcoes.

Nao observamos padrdes quanto a densidade e composicdo de microalgas em relacdao aos
despejos de efluentes, e os grupos observados coincidem aqueles registrados em outros costdes
rochosos. Houveram indicios do aumento da diversidade e riqueza de microalgas presentes no
biofilme sob a influéncia de efluentes, pois observamos, respectivamente, os maiores valores e
menores valores nos dois costdes rochosos poluidos. Nossos resultados apontam uma possivel
caracteristica diferente sobre a composicdo do biofilme ja registrada em regides tropicais, a qual
mostra uma dominancia de cianobactérias em determinadas estacGes do ano. Entretanto, sdo
necessarias amostragens sazonais para maiores conclusGes. Assim, as observagdes sobre o efeito dos
efluentes sobre riqueza e diversidade de microalgas foram inconclusivas.

Estudos apontam que invertebrados bentoénicos, aqui tendo as lapas como modelo, podem
ser bons indicadores de impacto por efluentes (Espinosa et al. 2007), bem como a aplicagdo de
comunidades de diatomdceas (género Nitzschia spp., por exemplo) como bioindicadoras de poluicdo
organica (Kelly & Whitton 1995). Assim, ressaltamos a importancia de trabalhos com abordagens
sobre a aplicacdo de comunidades bentOnicas para observacdo de possiveis impactos ambientais.
Além disso, é essencial que se entenda a dindmica e composicdo das comunidades de biofilme e as
relacbes de herbivoria em costdes rochosos. Embora ndao observamos efeito dos efluentes nos
organismos modelo deste estudo, em diversos outros ambitos ja foi observado efeito dos despejos
de efluentes ndo tratados sobre o ambiente e a biota, o que mostra necessdria uma melhor

administragado sobre os despejos em regides costeiras.
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6. Anexo

Anexo A- Script para processamento das imagens de biofilme

% Rotina NDVI

clear all
close all

choice = menu ('Number of Images','Single File with Excell file', 'Single

File without Excell file', 'Multiple Files with Excell file', "Multiple Files

without Excell file');

if choice == | choice
[filename,path] = uiputfile('*.JPG'");
exportdir=uigetdir('"', 'Export to');

imagem=imread ([path filename]) ;

R=imagem(:,:,1);

R media=mean (mean (R))
R max=max (max (R))

R min=min (min (R))

R desvPad=std(R)

R var=var (R)
G=imagem(:, :,2);
G_media=mean (mean (G))
G_max=max (max (G))
G_min=min (min (G))
G_desvPad=std (G)

G _var=var (G) ;
B=imagem(:,:,3);

B media=mean (mean (B))
B max=max (max (B))

B min=min (min (B))

B desvPad=std(B)

B var=var (B);

NDVI=(imagem(:, :,1)-imagem(:,
NDVI media=nanmean (mean (NDVI))
NDVI max=max (max (NDVI))
NDVI min=min (min (NDVI))

NDVI desvPad=std (NDVI)
NDVI var=var (NDVI)
h=figure(l);

imagesc (NDVI) ;

caxis ([-1 171);

colorbar ('YTick',-1:0.25:1);

:,3))./ (imagem(:,

imagem=double (imagem) ;

:,3)+timagem(:,

print (h, '-dpng', [exportdir, filename (1:2), '"NDVI']);

if choice ==

csvwrite ([exportdir, filename(1:8), '"NDVI.csv'],NDVI);

else

end

close all

elseif choice == | choice
indir=uigetdir('', 'Import From');

1))
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exportdir=uigetdir('"', 'Export to');
cd(indir) ;

files = dir(['IMG *']);
nfiles=length(files);

for ii=l:nfiles;
imagem=imread (files (ii) .name); imagem=double (imagem) ;
R=imagem(:,:,1);

R media=mean (mean(R));

R max=max (max (R)) ;

R min=min (min(R));

R desvPad=std(R) ;

R var=var (R);

G=imagem(:, :,2);
G_media=mean (mean (G)) ;
G_max=max (max (G)) ;
G_min=min (min (G));

G _desvPad=std (G) ;

G _var=var (G) ;
B=imagem(:,:,3);

B media=mean (mean(B));

B max=max (max (B)) ;

B min=min (min(B));

B _desvPad=std(B) ;

B var=var (B);

NDVI= (imagem(:,:,1)-imagem(:,:,3)) ./ (imagem(:,:,3)+imagem(:,
NDVI media=mean (mean (NDVI)) ;
NDVI max=max (max (NDVI)) ;
NDVI min=min (min (NDVI)) ;
NDVI desvPad=std(NDVI) ;

NDVI var=var (NDVI) ;

h=figure (ii);

imagesc (NDVI) ;

caxis ([-1 17);

colorbar ('YTick',-1:0.25:1);
print (h, '-dpng', [exportdir, '\',files(ii) .name(1:8), 'NDVI']);

if choice==3
csvwrite ([exportdir,files(ii) .name(1:8), 'NDVI.csv'],NDVI);

else

end
close all
end

end

1))
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Anexo B- Densidade de grupos taxdmicos e sua contribuigdo relativa (analise SIMPER) nos costoes
rochosos agrupados em poluidos (Cigarras e Araca) e ndo poluidos (Baleeiro e Guaecad) (DP:
diatomacea penada, DPC: diatomacea penada em cadeia, sp.: espécie, A: ausente).

Grupos taxonomicos

Achnanthes sp. 1
Achnanthes sp. 2
Amphora sp. 1
Asterionella sp. 1
Auricula sp. 1
Bidulphia sp. 1
Cianobactéria
Cylindrotheca sp. 1
Coconeis sp. 1
Coscinodiscus sp. 1
Cosmioneis sp. 1
Cymbella sp. 1
Cymbella sp. 2
Cymbella sp. 3
Diatoma sp. 1
Diatomella sp. 1
Diploneis sp. 1
Donkinia sp. 1
DP1
DP 2
DP4
DP5
DP 6
DP 7
DP 8
DP9
DP 10
DP 11
DP 12
DP 13
DP 14
DP 15
DP 16
DP 17
DPC1
Entomoneis sp. 1
Fragilariaceae 1
Grammatophora sp. 1
Halamphora sp. 1
Licmophora sp. 1
Licmophora sp. 2
Mastogloia sp. 1

Densidade (cel/cm?)

Contribuicdo (%)

Cigarras

11.05
3.68
3.68

A
A
A

167.21

A
3.68
A

A
A
A
A

14.73

> > >» > > > > > > > r > > >

17.49

3.68
11.05

> > > > >

14.73
A
A

Araca Baleeiro Guaeca
95.48 14.73 9.46
4.46 92.08 A
5.46 A 3.68
12.28 92.08 A
A 92.08 A
A A 9.32
773.14 1012.23 96.91
5.46 44.20 A
A 22.10 3.70
A 14.73 A
4.99 14.73 A
20.92 184.15 A
5.44 99.44 A
4.46 A A
A 29.46 4.67
A 14.73 7.37
5.93 A 2.67
4.46 A A
A 528.52 A
A 53.40 A
8.93 A A
122.05 A A
129.64 A A
60.70 A A
25.86 A 3.74
10.91 14.73 A
A A 0.67
A A 3.68
23.72 53.40 A
63.40 74.89 4.95
44,01 A 11.22
A A 37.40
A A A
84.82 97.60 3.12
98.22 A A
5.46 A A
28.65  276.23 A
4.46 1104.92 A
5.89 A A
13.52 55.25 6.85
A 92.08 5.13
A 99.44 3.68

Poluido N3o poluido
2.76 0.65
0.02 0
0.02 0

0 0
0 0
0 0.07
72.92 38.58
0 0
0.13 0.87
0 0
0.01 0
0.34 0
0.05 0
0 0
0 0.04
0 0.05
0.02 0
0 0
0 0.16
0 0.02
0 0
0.43 0
0 0
0.04 0
0.04 0
0 0
0 0
0 0
0.36 0.05
4.18 0.90
0.30 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0.39 1.76
0 0.39
0 0.05
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Mastogloia sp. 2
Melosira sp. 1
Navicula sp. 1
Navicula sp. 2
Navicula sp. 5
Naviculales 1
Naviculales 2
Naviculales 3
Naviculales 4
Naviculales 5

Naviculales 6
Naviculales 7
Naviculales 8
Neidium sp. 1
Neidium sp. 2
Nitzschia sp. 1
Nitzschia sp. 2
Nitzschia sp. 3
Pinularia sp. 1

Pleurosigma sp. 1

Raphoneis sp. 1

Raphoneis sp. 2
Surirella sp. 1
Synedra sp. 1
Synedra sp. 2

Thalasionema sp. 1

Thalasiosira sp. 2

A
9.58
A
11.05
12.89

3.68

7.37

3.68

3.68

18.42

> >

14.73

> > > > >

14.73
29.46

4.77
8.93
49.83
42.02

157.03
94.65
100.53

12.59
16.39
14.32

9.42
3.68
83.08
4.46
4.09
89.77
4.46
12.22

8.93
7.37
11.60

A
A
1118.18
14.73
A
428.46
238.17
408.82
92.08
22.10
29.46
A
92.08

74.06
2.51

18.44
11.22
7.45

14.96
14.88

> > > >

88.07

> >

20.00
3.74
2.00
7.48
3.74

11.55
11.05

23.15
0.12

231
1.93
2.90

0.31
1.17

o O o

20.14

3.48

0.01

0.10
0.17
0.07
0.03
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