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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de analisar a dindmica
populacional de Anomalocardia flexuosa em um estuario hipersalino do litoral da costa
branca no Rio Grande do Norte. Durante o periodo de novembro de 2015 a outubro de
2017 foram recolhidas amostras de material bioldgico, sedimento para anélises
granulométricas, e aferidos os pardmetros abioticos (salinidade e temperatura) em 3
diferentes areas do estuario Apodi/Mossor6. Uma area mais interna distante 9 km da foz
(A), uma érea intermediaria (B) e uma area na regido da foz deste estuario (C). A
salinidade apresentou um padrdo invertido decrescente dentro do estuério, onde os
maiores valores de salinidade foram registrados em A. A caracterizacdo granulométrica
diferiu entre areas e apresentou maior percentual de silte e argila na area B e maior
percentual de areia na area C. A densidade de A. flexuosa diferiu entre areas, onde A
apresentou sempre os maiores valores, registrando até 4.728 ind/m?, e C os menores,
com em média 370 ind/m?. A precipitacio apresentou correlagdo positiva com a
densidade de A. flexuosa. A hipersalinidade ndo limitou a distribuicdo e abundancia da
espécie, no entanto, a competi¢do por espaco com uma pradaria de Halodule wrightii,
estabelecida em C, restringiu a distribuicdo e densidade de A. flexuosa. O crescimento
foi considerado rapido com ciclo de vida curto. O tamanho de maturidade sexual
morfoldgica foi de 13,8 mm e concorda com o registrado na literatura. O recrutamento
foi constante, porém com periodos de maior representatividade e abundancia dos
recrutas regulados pela sobrevivéncia de adultos em decorréncia da competicdo por
espaco e recurso. Deste modo, a abundancia de A. flexuosa também interferiu nos
processos estruturais desta populacdo, ocasionando efeitos de denso-dependéncia. A
mortalidade natural foi superior a mortalidade por pesca e a taxa atual de exploracdo por
pesca ndo excedeu o limite maximo suportado pela espécie. No entanto, as projecdes
futuras de incremento na taxa de exploracdo indicam baixa produtividade. A
comunidade de bactérias associadas a A. flexuosa foi diferente da microbiota da agua e
dos bivalves Tivela mactroides e Phacoides pectinatus e a hipersalinidade néo interferiu
na composi¢cdo do microbioma de A. flexuosa. Assim, a espécie apresenta ampla
tolerancia as variacOes de diversos fatores abioticos, porém, fatores bidticos, como

competicdo e predacdo por pesca podem estar influenciando a estrutura desta populacéo.

Palavras-chave: competigdo, crescimento, recrutamento, rendimento sustentavel.



ABSTRACT

The present work was developed with the objective of analyzing the population
dynamics of Anomalocardia flexuosa in a hypersaline estuary off the coast of the white
coast in Rio Grande do Norte. During the period from November 2015 to October 2017
samples of biological material, sediment for particle size analysis, and abiotic
parameters (salinity and temperature) were collected in 3 different areas of the
Apodi/Mossoro estuary. An innermost area 9 km from the mouth (A), an intermediate
area (B) and an area in the mouth of this estuary (C). The salinity showed a decreasing
inverted pattern inside the estuary, where the highest values of salinity were recorded in
A. The granulometric characterization differed between areas and presented a higher
percentage of silt and clay in area B and greater percentage of sand in area C. The
density of A. flexuosa differed between areas, where A presented always the highest
values, registering up to 4,728 ind / m2, and C the lowest, with an average of 370 ind /
m2. The precipitation showed a positive correlation with the density of A. flexuosa.
Hypersalinity did not limit the distribution and abundance of the species, however,
space competition with a prairie of Halodule wrightii, established in C, restricted the
distribution and density of A. flexuosa. Growth was considered fast with a short life
cycle. The morphological sexual maturity size was 13.8 mm and agrees with that
recorded in the literature. Recruitment was constant, but with periods of greater
representativeness and abundance of recruits regulated by the survival of adults as a
result of competition for space and resource. Thus, abundance of A. flexuosa also
interfered in the structural processes of this population, causing effects of dense
dependence. Natural mortality was higher than fishing mortality and the current rate of
fishing operation did not exceed the maximum limit borne by the species. However,
future projections of increased farm rate indicate low productivity. The community of
bacteria associated with A. flexuosa was different from the microbiota of the water and
the bivalves Tivela mactroides and Phacoides pectinatus and the hypersalinity did not
interfere in the composition of the A. flexuosa microbiome. Thus, the species presents a
wide tolerance to the variations of several abiotic factors, however, biotic factors such
as competition and predation by fishing may be influencing the structure of this
population.

Keywords: competition, growth, recruitment, sustainable yield.
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1 INTRODUCAO GERAL

O filo Mollusca apresenta uma alta diversidade, sendo portanto considerado o
segundo mais diverso entre os filos. Devido ao desenvolvimento de adaptacGes para
sobreviverem nas mais diversas condicGes abioticas, podem habitar ambientes
terrestres, marinhos, estuarinos e de agua doce (MATTHEWS-CASCON e ROCHA-
BARREIRA, 2016).

A classe Bivalvia € exclusivamente aquatica e sua principal caracteristica é a
presenca de uma concha com duas valvas e o corpo comprimido lateralmente
(GOSLING, 2003). Muitos sédo considerados excelentes bioindicadores ambientais,
apresentam representantes com importancia econdmica, e sdo ecologicamente
importantes dentro da caracterizacdo tréfica do ecossistema (PINTO, 2012; SILVA-
CAVALCANTI, 2011).

Dentre estes representantes Anomalocardia flexuosa se destaca por ser uma das
espécies mais exploradas e comercializadas em todo o litoral brasileiro (BOEHS, 2000).
Habita regides de sedimento lamoso ou areno-lodoso em areas abrigadas, apresentando
ampla distribuicdo geografica, é euritérmica e eurialina, e bastante resistente as
variagbes de oxigénio em ambientes anoxicos (NARCHI, 1974; RIOS, 2009;
SCHAEFFER-NOVELLI, 1980). E um bivalve di6ico, sem dimorfismo sexual aparente,
que apresenta reproducdo continua nas regibes tropicais (BARREIRA e ARAUJO,
2005; LAVANDER et al., 2011; LUZ e BOEHS, 2011).

O nome especifico Anomalocardia brasiliana, designado por Gmelin em 1791,
foi recentemente revisado (WORMS, 2019), atualmente, vem sendo reportada como
Anomalocardia flexuosa, denominacao atribuida por Linnaeus em 1767, respeitando-se
a ordem de designacdo mais antiga.

Varios estudos ao longo do litoral brasileiro ja& foram desenvolvidos com
Anomalocardia flexuosa no litoral de S&o Paulo (SCHAEFFER-NOVELI, 1980;
CORTE et al., 2015, 2017), em Santa Catarina (PEZZUTO e ECHTERNACHT, 1999),
Bahia (LUZ e BOEHS, 2011), Paraiba (GROTTA e LUNETTA, 1980), Ceara
(BARREIRA e ARAUJO, 2005), Rio Grande do Norte (BELEM et al., 2013) e
auxiliaram na compreensao das caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas da espécie.

Trabalhos experimentais desenvolvidos por Leonel et al. (1983) demonstram
que a espécie é bastante resistente as variaces de salinidade, apresentando tolerancia

entre 17 e 42. A capacidade de osmoregulagdo da Anomalocardia flexuosa em
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condi¢cdes de salinidades reduzidas foi analisada e demonstra que a condicdo de
hiposalinidade pode interferir na reproducdo por induzir o animal a destinar mais
energia ao ajuste osmético, devido ao estresse ao qual esta sendo submetido (LIMA et
al., 2009). A especie também ja foi registrada em uma lagoa hipersalina no Rio de
Janeiro, com salinidades que ultrapassam 60 (SILVA et al., 2005). No entanto,
trabalhos com enfoques direcionados a melhor compreensdo sobre os efeitos que a
hipersalinidade apresenta sobre as respostas funcionais dos organismos, a distribuicéo,
desenvolvimento e a estrutura populacional deste bivalve ainda ndo foram
desenvolvidos.

O bivalve Anomalocardia flexuosa é amplamente encontrado em elevadas
densidades no litoral do estado do Rio Grande do Norte, que apresenta clima semiarido
e concentra ambientes caracteristicamente em condi¢Ges naturalmente hipersalinas. A
alta taxa de evaporacdo, altas temperaturas e intensidade dos ventos nesta regido
(MEDEIROS, 2016) contribuem para que naturalmente este ambiente j& seja
caracterizado como um estuario invertido hipersalino, registrando salinidades elevadas
durante praticamente todo o ano. E a condicdo de hipersalinidade em um estuério se
estabelece justamente quando a taxa de evaporacdo excede a precipitacdo e o
escoamento superficial (SAVENIJE e PAGES, 1992).

A salinidade pode atuar como um agente controlador da distribuicdo, riqueza
e/ou diversidade da macrofauna (BASSLER-VEIT et al., 2013; MARIANO e
BARROS, 2015; MEDEIROS et al., 2010; SERPE et al., 2010; SILVA et al., 2005), e a
condicdo de hipersalinidade pode interferir bem mais na estrutura da comunidade
(VELASCO et al., 2006). Junior et al. (2015) afirmam que a hipersalinidade dos
estuarios potiguares interferem no desenvolvimento da vegetacdo de mangue e
consequentemente limita a biodiversidade animal, logo esses ambientes sdao ocupados
por animais que conseguem resistir a estas condi¢des. Assim como também pode alterar
0 metabolismo, crescimento, reproducdo dos organismos aquaticos (FRAGA, 1972),
abundancia (ABRAHAO et al., 2010) e sobrevivéncia (LIMA et al., 2009). As
variagbes mais expressivas de salinidade podem interferir na capacidade de
osmorregulacdo dos animais interferindo assim em sua fisiologia (LIMA et al., 2009).

Estudos sobre a biologia de A. flexuosa relataram as interferéncias da reducéo da
salinidade, durante o periodo chuvoso, sobre a densidade e aspectos estruturais das
populagbes (BELEM et al., 2012; BARREIRA e ARAUJO, 2005; CORTE, 2015).

Contudo, as influéncias que os limites extremos de salinidade podem ocasionar sobre a



18

dindmica populacional desta espécie ainda ndo foram analisadas.

Neste contexto, avaliar os aspectos da histdria de vida dos animais é de extrema
importancia especialmente em ambientes que apresentam condi¢fes adversas, como 0s
ambientes hipersalinos, para compreender melhor os limites de tolerancia das espécies,
assim como para entender os fatores que regulam as populacfes. Corte et al. (2017),
analisando a dindmica populacional de A. flexuosa em duas praias com caracteristicas
morfodindmicas distintas constataram diferencas entre os parametros populacionais das
duas localidades, relacionadas especialmente aos fatores da hidrodindmica dos
ambientes. A caracterizacdo atribuida para ambientes, definidos como praias arenosas,
oceénicas pode ndo ser adequada para analisar influéncias do meio sobre a dinamica de
populacbes de bivalves que habitam regides protegidas, como baias e estuarios. Porém,
o referido estudo demonstra que os fatores abidticos exercem forte influéncia sobre a
estrutura das populacdes.

A reproducdo é um aspecto preponderante dentro da ecologia de populagdes de
qualquer organismo, especialmente se sdo explorados comercialmente. As variaveis
ambientais também exercem influéncias sobre o ciclo reprodutivo das espécies
(GROTTA e LUNETTA, 1980). Segundo Barreira e Araldjo (2005), a salinidade é um
dos fatores abidticos que regula o ciclo reprodutivo de A. flexuosa, assim como também
para a ostra Crassostrea virginica (ASCENCIO et al., 2016). De acordo com Corte
(2011), uma espécie pode apresentar caracteristicas reprodutivas que diferem entre
locais dependendo das condi¢bes do meio em que vive.

Diante desses aspectos, 0 questionamento central deste estudo esta relacionado
as interferéncias que a hipersalinidade pode ocasionar na estrutura desta populagéo de
bivalve. Assim, o que estamos investigando é se a hipersalinidade pode intervir na
distribuicdo e na dindmica populacional de A. flexuosa e quais fatores regulam esta
populacdo em condigdes extremas de elevados valores de salinidade.

Outros aspectos que podem ser avaliados dentro da ecologia populacional de
uma espécie sao as interacGes bioldgicas existentes entre 0s organismos para compensar
possiveis desvantagens ambientais. As relacbes de simbiose entre bactérias
quimiossintéticas e bivalves estdo sendo bastante documentadas atualmente, e
relacionadas especialmente ao aporte energético e a nutricdo dos organismos. Os
avancos da biologia molecular estdo permitindo sequenciamento e determinagdo dos
referidos taxons de bactérias associadas aos organismos marinhos (CHEN et al., 2016).

Bivalves que apresentam tais relacdes de simbiose necessitam das bactérias para
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conseguirem assimilar produtos organicos a partir da conversdo de carbono ou
nitrogénio pelas bactérias (PETERSEN et al., 2016). As endosimbioses em Lucinidae
sdo bastante estudadas. A familia apresenta representantes que concentram bactérias nas
branquias, que sdo essenciais para absorcdo dos nutrientes em ambientes anoxicos e
ricos em sulfidricos (DUPERRON et al., 2013; TAYLOR e GLOVER, 2006; KONIG et
al., 2016). As bactérias podem ser adquiridas do ambiente ou repassadas de geracao
para geracdo (BRISSAC et al., 2009). Estas relagdes sédo ainda mais importantes em
ambientes com maiores salinidades, como a agua do mar, que apresenta elevadas
concentracdes de sulfatos (BOLHUIS et al., 2014).

Para alguns bivalves filtradores, que apresentam simbioses com bactérias,
existem trabalhos que enfocam essas relacbes como sendo estratégias auxiliares para
nutricdo (KRUEGER et al., 1992). Em condicdes limitantes, essas relacbes simbidticas
podem beneficiar e melhorar o estabelecimento das espécies, ja que alguns
microrganismos apresentam maiores resisténcias em ambientes extremos. Estudos
desenvolvidos em regides temperadas, em manguezais, ambientes profundos, fontes
hidrotermais e pradarias marinhas ja demonstram a importancia deste tipo de interacao
bioldgica entre bactérias e invertebrados marinhos (BRISSAC et al., 2010; DUBILIER
et al., 2008).

Desta forma, avaliar a composi¢éo da microbiota associada aos invertebrados em
ambientes hipersalinos é importante para compreender melhor estes tipos de relacfes
interespecificas em ambientes costeiros, especialmente aqueles considerados extremos.
Assim 0 que se busca também compreender neste trabalho é se a hipersalinidade
interfere na composic¢do da microbiota associada a A. flexuosa e se tal microbiota difere
das associacOes presentes em outros bivalves.

Considerando que esta espécie € um importante recurso de conotacdo
socioecondmica, ndo se pode negligenciar os efeitos da pesca sobre a estrutura desta
populacdo explorada comercialmente. A captura de recursos estuarino/costeiros
apresenta multiplos impactos sobre a estrutura das populagdes e o funcionamento do
ecossistema como um todo, causando, especialmente, ao nivel da espécie alvo,
modifica¢Oes sobre abundancia e estrutura etéria e de tamanho dos estoques pesqueiros
(BLABER et al., 2000). Interferindo assim nos processos de crescimento, reproducao e
mortalidade que regulam as populaces.

No litoral da costa branca, regido a qual a presente area de estudo esta inserida,

muitas comunidades tradicionais sobrevivem da exploracdo de recursos naturais e A.
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flexuosa apresenta um importante papel dentro deste contexto. Esta espécie faz parte da
dieta da maioria das familias que habita esta regido, sendo também uma importante
fonte de renda. No entanto, a pesca deste recurso ocorre sem monitoramento, controle e
fiscalizacdo (SILVA et al., 2014).

Defeo (2003) reforca que a auséncia de estudos, informando os efeitos desta
atividade sobre os aspectos da historia de vida das espécies exploradas, pode, inclusive,
dificultar a tomada de decisdo, e inadequacdo das corretas estratégias de manejo
pesqueiro. Desta forma, os estudos de dinamica de populagdes de espécies exploradas
s80 essenciais para a gestao dos recursos pesqueiros.

Portanto, aspectos da ecologia populacional deste bivalve, como distribuig&o,
crescimento, reproducdo, mortalidade, e interacfes biolégicas com microrganismos
serdo avaliados. Aliados a isto, o estado de exploracdo deste importante estoque
pesqueiro e assim o0s possiveis efeitos da pesca também serdo abordados no presente
estudo. Todos estes aspectos facilitardo na melhor compreensdo sobre os fatores que
regulam o estabelecimento desta populagdo em condi¢Oes de hipersalinidade e adequada

exploracao.

1.1 OBJETIVO GERAL DA TESE
Avaliar os atributos populacionais, aspectos da histéria de vida e fatores bidticos
e abioticos que interferem no estabelecimento da populacdo de Anomalocardia flexuosa

em um ambiente hipersalino.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS DA TESE

- Avaliar a distribuicdo espaco-temporal de Anomalocardia flexuosa em trés diferentes
areas de um estuario hipersalino;

- Verificar a possivel relagdo de fatores ambientais (salinidade, temperatura,
composigdo granulométrica do sedimento, pluviosidade) com a densidade e distribuicéo
de Anomalocardia flexuosa;

- Determinar o tamanho de maturidade sexual morfoldgica e caracteristicas
morfométricas da espécie para esta area de estudo;

- Avaliar a dinamica populacional desta espécie considerando, especialmente, os
aspectos sobre crescimento, mortalidade, recrutamento e estimativa de vida;

- Analisar a interferéncia da pesca sobre os aspectos populacionais, especialmente

associados ao crescimento, mortalidade e recrutamento deste bivalve;
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- Definir a taxa de exploracdo maxima e o rendimento maximo sustentavel do estoque,
através de modelos de avaliacdo de estoques pesqueiros, e assim analisar os efeitos da
pesca sobre o estado de conservacao de A. flexuosa nesta érea.

- Realizar projecOes para diferentes cenarios de pesca com aumento e reducdo da taxa
de exploracéo e assim observar a possivel influéncia sobre o rendimento e biomassa do

estoque pesqueiro;

- Caracterizar a composi¢do da microbiota associada a A. flexuosa neste estuario
hipersalino e assim verificar a similaridade com as amostras de agua do ambiente e com

0 microbioma de outros bivalves.

Os aspectos de distribuicdo espago-temporal serdo inicialmente abordados e
discutidos no capitulo 1.

O capitulo Il aborda aspectos do crescimento da concha de A. flexuosa
verificando as analises morfométricas e determinando o tamanho de maturidade sexual
morfoldgica para esta espécie. Este capitulo foi submetido a revista Journal of the
Marine Biological Association of the United Kingdom e segue os padrdes exigidos pela
revista.

O capitulo 11l tem como objetivo descrever todos os demais aspectos da
dindmica populacional desta espécie e com isso avaliar efeitos da pesca e da
hipersalinizacdo das aguas deste estuario sobre o desenvolvimento deste bivalve. Conta
ainda com a avaliacdo do estado de exploracdo deste importante estoque pesqueiro,
verificando o rendimento frente a taxa de exploragdo submetida atualmente e projecdes
futuras com oscilagbes desta taxa. Para concluir, o capitulo IV apresenta o enfoque
sobre a composi¢cdo da microbiota associada a A. flexuosa buscando compreender as
influéncias da condicdo de salinidades elevadas sobre 0s organismos que apresentam,

possivel, simbiose com esta espécie.
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CAPITULO I - Distribuic&o espaco-temporal de Anomalocardia

flexuosa (Linnaeus, 1767) em um estuario hipersalino

2 INTRODUCAO

Os estuérios sdo ambientes de transicdo entre as zonas maritimas e terrestres.
Considerados ambientes bastante dindmicos, onde as forcas das descargas fluviais e
acOes das correntes marinhas controlam as modificacbes naturais destas regides.
Apresentam elevada produtividade, com acimulo de nutrientes, e alta diversidade, uma
vez que, muitas espécies utilizam estas areas como zonas de reproducdo, bercarios,
alimentacdo e abrigo (MIRANDA, 2002). Neste contexto, 0os moluscos apresentam
grande destaque, ja que muitas especies conseguem se estabelecer e apresentam
importancia ecologica e econdémica dentro do ecossistema estuarino.

Anomalocardia flexuosa € uma espécie de molusco bivalve lamelibranquio,
pertencente a familia VVeneridae, com concha de formato triangular, podendo atingir até
45 mm de comprimento da concha, e apresenta ampla distribuicdo geografica (RIOS,
2009), sendo encontrada em praticamente todo o litoral brasileiro. Bem aceita no
consumo humano, de facil localizacdo e captura, o que justifica sua intensa exploracéo
comercial e de subsisténcia em diversas regides do pais (PEZZUTO e
ECHTERNACHT, 1999).

Esta espécie apresenta ampla resisténcia as diferentes condi¢cdes ambientais
(BOEHS, 2000), podendo suportar varia¢fes de salinidade entre 17 e 42, com 6timo em
torno de 22 (LEONEL, 1983), condicGes andxicas e periodos de exposi¢do prolongados
(BOEHS, 2000; SCHAEFFER-NOVELLI, 1980). Formando, ainda, bancos com
elevadas densidades, em regides de baias, estuarios e entremarés (BOEHS et al., 2008).
No entanto, os fatores que regulam estes limites amplos de tolerancia, estabelecimento e
desenvolvimento da espécie em diferentes condi¢bes ambientais ainda ndo s&o
completamente compreendidos. Diante disto, os estudos populacionais séo de extrema
relevancia para avaliagdo dos diversos fatores que interferem nos padrdes de
distribuicdo da espécie.

O comportamento dos individuos, em escalas temporais e espaciais, pode ser

investigado a partir do conhecimento dos aspectos estruturais da populacdo
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(abundancia, crescimento, reproducdo) (CORTE, 2011). A distribuicdo de invertebrados
bentdnicos em ambientes inconsolidados pode ser regulada por fatores biol6gicos
(reproducdo), assim como também fatores abidticos do meio (granulometria, matéria
organica, hidrodinamismo) (MCLACHLAN, 1983). Algumas variaveis ambientais se
tornam mais limitantes e regulam a distribuicdo dos individuos nos ambientes aquaticos,
e esses fatores podem diferir dependendo das condicGes de cada local (PINTO, 2012). A
temperatura e salinidade s&o fatores que regulam a distribuicdo e abundéncia de
moluscos em escalas locais e regionais. Em regides estuarinas, a salinidade é o principal
fator que limita a distribuicdo (GOSLING, 2003). Barroso e Matthews-Cascon (2009),
avaliando a distribuicdo da malacofauna em um estudrio do nordeste brasileiro,
verificaram que A. flexuosa apresenta ampla distribuicdo ao longo de toda a regido
estuarina, no entanto, com menor tolerancia aos valores reduzidos de salinidade, que
pode indicar que condicdes hiposalinas interferem a distribuicdo desta espécie.

Apesar de ser uma espécie bastante estudada, devido, sobretudo, sua importancia
econdmica, trabalhos com enfoques sobre a influéncia de fatores abidticos sobre sua
distribuicdo e abundancia ainda sdo escassos (CORTE, 2011). Especialmente
considerando os limites de tolerancias as elevacbes extremas de salinidade, condicdo
ambiental muito acentuada nos estuérios do litoral do semiarido brasileiro. Maia et al.
(2017) observando a sobrevivéncia desta espécie em experimentos com diferentes
salinidades verificaram maior sobrevivéncia nas faixas de salinidade entre 15 e 45 mg.
Lt com mortalidades mais expressivas acima e abaixo desta faixa de variagéo.

Os ambientes hipersalinos, os quais registram valores de salinidade acima da
salinidade marinha (LARGIER, 2010), sdo considerados comuns no litoral dos estados
do Rio Grande e parte do Ceara, especialmente devido as condic¢des climaticas da regido
e dos barramentos dos rios. Nestes ambientes, a acdo da maré permite a comunicagédo
entre a regido oceénica e as areas interiores do continente, e a vazdo fluvial, bastante
reduzida, ndo permite que a agua do mar seja diluida pela dgua doce (PINHEIRO e
MORAIS, 2010), o que favorece a salinizacdo dos corpos d"agua.

E sabido que a hipersalinidade afeta a diversidade fitoplanctonica (BARBOSA
et al., 2001) e limita o desenvolvimento do manguezal desta zonas estuarinas (COSTA,
2010; MEDEIRQS, 2016). No entanto, ainda se conhece muito pouco sobre os efeitos
que tais condi¢cdes podem gerar sobre a distribuicdo e desenvolvimento de bivalves
estuarinos. Logo, buscando-se compreender um pouco mais sobre as influéncias que a

hipersalinidade pode ocasionar sobre as caracteristicas populacionais de A. flexuosa e
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verificar quais fatores ambientais regulam a abundancia desta espécie em condicgdes de

hipersalinizagdo das zonas estuarinas é que este estudo foi desenvolvido.

2.1 HIPOTESE
A condicdo de hipersalinidade limita a distribuicdo espacial e abundancia de

Anomalocardia flexuosa no estuario Apodi-Mossoro, Rio Grande do Norte.

2.2 OBJETIVOS
Obijetivo Geral

Avaliar aspectos da estrutura populacional de Anomalocardia flexuosa,
enfocando distribuicdo espacial horizontal e densidade populacional em um estuario

hipersalino.

Objetivos especificos

-Avaliar as variacOes de abundancia de Anomalocardia flexuosa em 3 diferentes areas
de um estuario hipersalino, levando em consideracdo um gradiente inverso de
salinidade;

-Verificar quais fatores abioticos, dentre salinidade, temperatura, composi¢do
sedimentoldgica do substrato e pluviosidade, influenciam a distribuicdo espaco-
temporal de Anomalocardia flexuosa na condicdo de hipersalinidade;

-Observar se existem variacdes de densidade populacional e comprimento da concha
dentro e entre cada &rea amostrada;

-Verificar quais fatores ambientais regulam a abundancia de individuos considerando

adultos e juvenis.

3 MATERIAL E METODOS
Caracterizacao da area de estudo

O local selecionado para a realizacdo deste trabalho foi o estuario
Apodi/Mossoro, localizado entre os municipios de Mossor6, Grossos e Areia Branca no
litoral oeste do Rio Grande do Norte, que abrange uma area de 244 km? (Figura 1). O
Rio Apodi-Mossoro é intermitente, e corta as regides do Alto Oeste e Mossoroense do
Rio Grande do Norte (ROCHA et al., 2011a).

A regido da costa branca, onde o estuario esta inserido, apresenta clima

semiérido, com precipitacbes pluviométricas bastante reduzidas e temporéarias e
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elevadas temperaturas durante praticamente todo o ano, que favorece a intensa
evaporacdo (DINIZ e VASCONCELOS, 2017). A reduzida vazéo do rio e a intensa
influéncia maritima fazem com que o estuério seja dominado pelo regime das marés
(MEDEIROS et al., 2018a; ROCHA et al., 2011a). O Rio Apodi-Mossoro é um raso e
plano, caracteristicas estas que aliadas as condi¢cdes climaticas favorecem a
hipersalinizagdo do solo e das aguas desta regido estuarina (ROCHA et al., 2009), sendo
considerado um ambiente naturalmente hipersalino devido ao aprisionamento da agua
salgada (DINIZ e VASCONCELOQOS, 2017), onde um gradiente inverso de salinidade é
estabelecido ao longo do estuario (MEDEIROS et al., 2010). Esta condi¢cdo ambiental
favorece a intensa producdo natural de sal marinho observada nesta regiao.

O periodo chuvoso é curto e compreende os meses de fevereiro a maio, com
baixos indices de precipitacdo. Assim, durante a maior parte do ano, o estuario
praticamente ndo recebe descarga fluvial, o que faz com a agua salina ndo seja diluida
pela 4gua doce das chuvas, tornando-se hipersalino durante todo o ano (MEDEIROS et
al., 2018b; PINHEIRO e MORAIS, 2010). Desta forma, o perfil de salinidade é
estabelecido a partir do balanceamento entre evaporacdo e precipitacdo, este ultimo
qguando deficiente institui esse padrdo negativo ou invertido longitudinalmente
(SAVENWIE e PAGES, 1992; MIRANDA, 1983). Valores de salinidade acima dos
valores oceanicos, seguindo a proposta de Hammer (1986), definem ambientes

hipersalinos, que registram valores acima de 40 de salinidade.
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Figura 1 - Localizacdo geogréafica do estuario Apodi-Mossoro, Grossos, Rio Grande do Norte (4° 56 '51

"S and 37° 08' 55" W) indicando os locais de amostragem definidos para este estudo.

Procedimentos de campo

As amostragens ocorreram mensalmente, entre novembro de 2015 a outubro de
2017, em 3 diferentes areas do estuério, levando em consideracdo um gradiente inverso
de salinidade, a ocorréncia da espécie e a acessibilidade para a execucdo da metodologia
de coleta. A Figura 1 mostra a localizagdo das 3 regifes amostradas, que compreende
uma area superior no estuario, distando aproximadamente 9 km da foz (A), uma area
intermediéria com 1 km de distancia da area A (B) e uma terceira area localizada na foz,
na praia da Barra no municipio de Grossos (C). Nas areas A e B, as coletas foram
realizadas em bancos areno-lamosos, localizados em direcdo montante no rio, que ficam
expostos durante o periodo de maré baixa, enquanto que na area C ocorreram na regido
intertidal de uma praia estuarina dentro de uma pradaria de angiospermas marinhas
recém estabelecida.

Em cada uma das areas de coleta, foram distribuidas trés transec¢fes de 50 m
cada (T1, T2 e T3), paralelas ao curso do rio, distando entre si 10 m, onde o primeira é a
mais proxima da linha d’agua. Em cada transecto, trés amostras equidistantes contendo
exemplares de Anomalocardia flexuosa foram coletadas, somando 9 amostras por area e
assim 27 amostras por més. As amostras foram coletadas utilizando-se um quadrado de
50x50 cm e uma pa enterrada no substrato cerca de 10 cm de profundidade, para a

coleta de todo material biol6gico presente. O sedimento escavado na area do quadrado
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foi colocado em malha de 1 mm de abertura, sendo posteriormente lavado e
acondicionado em saco plastico. Em cada um dos 9 pontos de cada area foram
recolhidas uma amostra de sedimento para o para andlise granulométrica e também
aferidas a salinidade, com auxilio de um refratbmetro, e temperatura da agua de

percolacdo do sedimento, usando-se um termoémetro digital.

Procedimentos de laboratorio

As amostras foram direcionadas ao Laboratorio de Zoobentos no Instituto de
Ciéncias do Mar da Universidade Federal do Ceara para triagem e separacdo dos
espécimes de Anomalocardia flexuosa, contagem e biometria dos exemplares
capturados. Em cada individuo, foram mensuradas 3 diferentes dimensdes da concha
(comprimento, altura e largura). O eixo antero-posterior define o comprimento total, o
eixo dorso-ventral (regido do umbo & margem ventral) caracteriza a altura, e a distancia
entre as duas valvas, representa a largura (STANLEY, 1970) (Figura 2).

As analises granulométricas foram desenvolvidas no Laboratério de
Oceanografia Geologica deste mesmo instituto. As amostras do sedimento foram
inicialmente secas em estufa a temperatura de 60 °C. Ap6s secagem, as amostras foram
quarteadas e pesadas 100 gramas de cada para o peneiramento Umido e separacdo das
fracdes de sedimento fino (silte+argila) das fracGes de areia. A seguir, as fracdes de
areia foram separadas através de peneiramento seco em peneiras com malhas de
diferentes aberturas, seguindo a metodologia proposta por Wentworth (1922 apud
Suguio, 1973). O percentual de cada fracdo, tamanho do gréo e a classificacdo textual
do sedimento foram obtidos apds processamento dos dados no programa SYSGRAM
3.0 (CAMARGO, 2005).

Altura (H) - ® | Largura(w)
) (

Figura 2 - Dimens0es da concha de Anomalocardia flexuosa consideradas nas analises biométricas.

Comprimento (L)
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Analise dos dados

Os dados foram inicialmente investigados através de uma analise exploratoria,
onde foi possivel verificar a normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnoff),
homocedasticidade (teste Levene e observacdes dos residuos) e a relacdo entre as
variaveis, assim como também a possivel influéncia de outliers no conjunto de dados.

Andlises descritivas e o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foram
utilizados para descrever as variagdes dos fatores abidticos entre areas e transectos. A
densidade populacional foi calculada mensalmente com base no nimero de individuos
em cada ponto amostrado e posteriormente extrapolada para m?. As médias obtidas em
cada area, cada transecto por area, e variacbes mensais de densidade e comprimento
médio dos individuos, para os dois anos de estudo, foram entdo comparadas através do
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, utilizando-se os softwares Past 3.23
(HAMMER, 1999) e R 3.5.0 (R CORE TEAM, 2018).

O coeficiente de Correlacdo de Spearman foi calculado para verificar as relagdes
entre as variaveis bidticas e abidticas e uma andlise de Correlacdo Cruzada foi utilizada
para avaliar os efeitos temporais da precipitacdo sobre a densidade de organismos
capturados.

Os dados referentes as precipitagdes pluviométricas foram obtidos “online”
junto a Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte (Emparn). A
precipitacdo média para os municipios de Mossord, Grossos e Areia Branca, que
compreendem a zona de transicdo estuarina, foi calculada e utilizada na analise dos
dados.

Para avaliar a abundancia de juvenis e adultos entre areas, além de correlaciona-
las com variaveis abioticas, os dados de comprimento foram agrupados em duas
diferentes categorias. Para isto, o limite de categorizacdo utilizado foi o tamanho de
maturacdo definido nas andlises morfométricas do capitulo 2 (ver adiante), onde

individuos até 13,7 mm foram considerados juvenis e acima deste valor os adultos.

4 RESULTADOS
Abioticos

Durante todo o periodo de estudo, a salinidade apresentou amplitude de variacéo
de 24 a 59 na &rea A, 27 a 50, na area B e de 35 a 46 na area C. Os valores minimos

foram registrados durante o inicio do primeiro semestre e 0s valores maximos no



33

segundo semestre em todas as area analisadas (Figura 3), com diferencas significativas
(p<0,05; H = 22,59) entre as médias de salinidade entre &reas, assim como também
entre os meses (Area A: p = 0,0006 H = 35,89; Area B: p = 0,0008 H = 35,1; Area C: p
= 0,0006 H = 35,64). Assim, um gradiente crescente de salinidade foi estabelecido da
foz em direcdo as regides superiores do estuario, com valores de salinidade acima do

mar em praticamente todo o periodo de estudo.

60 - - 300

55 -
- - 250

- 200

- 150

Salinidade
Precipitacdo (mm)

- 100

- 50

NOV
DEZ
JAN
FEV
MAR
ABRIL
MAIO
JUN
JuL
AGO
SET

ouT |
NOV

DEZ ¢
JAN
FEV
MAR
ABRIL
MAIO
JUN
JuL
AGO
SET
ouT

I Precipitacdo mA @B C

Figura 3 — Médias mensais de salinidade das 3 &reas analisadas e precipitacdo pluviométrica durante o
periodo de novembro de 2015 a outubro de 2017 para as regides de influéncia do estuario Apodi-
Mossoro.

A temperatura variou de 27 a 34 °C na area A, 26 a 31 °C na area B e 26 a 36 na
area C, diferindo entre areas (p<0,05 H = 23,14) e entre meses (em A p = 0,00017 H =
39,25; em B p = 0,00017 H = 39,16; em C p = 0,0002 H = 38,93) durante todo o
periodo de estudo (Figura 4).

Ja entre transectos (zonas em cada area), a salinidade apresentou diferencas
significativas nas areas A e C (p = 0,04 H = 6,489), na area B as médias de salinidade
entre zonas ndo diferiram significativamente (p = 0,90 H = 0,20). Para temperatura,
apenas a area A apresentou variagfes significativas nas medias entre transectos (p =
0,03H=7,2).
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Figura 4 — Valores médios mensais de temperatura da agua de percolagcdo no sedimento das 3 areas

analisadas, no estuario Apodi-Mossord, durante o periodo de novembro de 2015 a outubro de 2016.

As maiores precipita¢cbes na regido ocorreram durante oS meses de Janeiro e
Abril para o primeiro ano de estudo, registrando, respectivamente, 180 e 130 mm, com
periodo chuvoso concentrado durante os meses de Janeiro a Junho de 2016. No segundo
ano de estudo, 0s maiores registros de precipitagdo foram obtidos durante os meses de
Fevereiro a Abril e ultrapassaram os valores obtidos ao primeiro ano de estudo,
registrando valores médios de até 239 mm de chuva (Figura 3). Estas precipitaces
ocorreram apds um extenso periodo de 5 anos de seca.

A caracterizacdo granulométrica do sedimento das 3 areas analisadas diferiram
quanto aos percentuais das fracbes de areia (p<0,0005 H = 22,32) e siltetargila
(p<0,0005 H = 22,59). As areas A e B apresentaram predominantemente maiores
percentuais de silte e argila (em média 66% e 79%, respectivamente, durante o primeiro
ano de estudo, e 69% e 82%, respectivamente, para o segundo ano), enquanto na area C
predominou areia (54%), especialmente areia fina e muito fina para o primeiro ano de
estudo. No segundo ano de estudo, o percentual de sedimento lamoso (silte e argila)
aumentou na area C e se tornou predominante (em média 58%) (Figura 5).

Considerando os transectos, ndo foram constatadas diferencas significativas
quanto as fracGes granulométricas de cascalho, areia e silte+argila nas areas B e C

(0=0,05), entretanto, na area A, o percentual de cascalho diferiu das demais areas (p =
0,027 H=17,2).

a)
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Figura 5 — Caracterizagdo dos percentuais das fragdes granulométricas dos sedimentos coletados nas 3
areas de amostragem do estuario Apodi-Mossord durante o primeiro (a) e o segundo (b) ano de estudo.

Bidticos

Foram amostrados 135.713 individuos de Anomalocardia flexuosa durante todo
o0 periodo de estudo, sendo 65.625 na area A, 56.041 na area B e 14.047 individuos na
area C.

Para todo o conjunto dos dados, a média de densidade diferiu entre areas (p =
0,021 H =7,714), onde C diferiu de A e B (p = 0,0004) e A néo difere de B (p = 0,251).
A érea A apresentou em média 805 individuos/m?, a area B 784 individuos/m? e 370

individuos/m? em C para o primeiro ano de coleta (Figura 6a) e 2.015 individuos/m? em
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A, 1.523 individuos/m?em B e 161 individuos/m?em C para o segundo ano (Figura 6b).
Os pontos de maior densidade ocorreram sempre na area A, registando até 4.728
individuos/m?.
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Figura 6 — Densidade populacional média de Anomalocardia flexuosa entre as areas estudadas durante
dois anos de amostragem (a = primeiro ano, b = segundo ano). As barras informam o intervalo de

confianca obtido pelo erro padréo.

VariagOes mensais significativas da densidade de A. flexuosa foram constatadas
nas 3 areas analisadas (A: p = 0,007 H=24,06; B: p=0,021H=2246e C: p=0,02H

= 22,56). As maiores médias mensais foram observadas em maio e junho de 2016, na
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area A, com em média 1484 individuos/m? e 1086 individuos/m?, respectivamente
durante o primeiro ano. Na area B, outubro de 2016 apresentou a maior densidade
média com 1040 individuos/m? e, na area C, maio de 2016, com 615 individuos/m?, foi
0 mais representativo também para o primeiro ano de coleta. As areas A e C
apresentaram variacbes medias mensais de densidades mais similares, durante o
primeiro periodo de estudo, com diferencas mais expressivas nos primeiros meses de
coleta e a partir do segundo semestre do ano 2016 a densidade foi permanecendo
estavel. Na area B, foi observada uma tendéncia crescente nos valores de densidade
média de A. flexuosa a partir de abril de 2016, chegando a ultrapassar as densidades
meédias da area A durante os meses de julho a outubro de 2016 (Figura 7a).

Para o segundo ano de amostragem, uma tendéncia crescente da densidade foi
observada nas areas A e B durante o primeiro semestre de 2017, registrando picos de em
média 3.305 individuos/m? em julho de 2017 em A e 2.540 individuos/m? em abril deste
mesmo ano em B. J& para o segundo semestre de 2017, ambas as areas, apresentaram
decaimento nos valores de densidades média de individuos de A. flexuosa. Durante todo
0 periodo de coleta do ano de 2017, a area C permaneceu com o mesmo padrdo de
densidade, apresentando pequenas oscilacdes de abundancia, alcancando valores médios
de até 246 individuos/m? (em maio de 2017) (Figura 7b) .
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Figura 7 — Variagbes mensais da densidade populacional média de Anomalocardia flexuosa nas 3 areas
estudadas no estudrio Apodi-Mossoré durante o periodo de novembro/2015 & outubro/2016 (a = primeiro

ano) e novembro/2016 a outubro/2017 (b = segundo ano). As barras informam o intervalo de confianca
obtido pelo erro padréo.

Considerando as zonas (transectos) dentro de cada area de amostragem, a
densidade de A. flexuosa apresentou variagfes entre os dois anos estudados. Foram
constatadas diferencas significativas de densidade entre os transectos nas areas A (p =
0,03H=7,2)eB (p=0,04 H=6,49) para o primeiro ano de coleta (novembro/2015 a
outubro/2016). A area A exibiu uma zonacao da ocupacdo do substrato por A. flexuosa a
partir da linha d’4gua, onde o primeiro transecto, mais proximo do curso do rio,
apresentou a maior densidade média e o terceiro, mais distante, a menor média de
densidade. Na area B, a maior densidade foi registrada no transecto intermediario
(Figura 8a).

Durante o0 segundo ano de coleta (novembro/2016 a outubro/2017), as diferencas
na densidade meédia entre zonas ndo foram significativas em nenhuma das 3 areas
analisadas (A: p = 0,051 H = 5,956; B: p = 0,733 H = 0,6222; C: p = 0,43 H = 1,689)
(Figura 8b), reduzindo assim o padrdo de zonagéo estabelecido no primeiro ano para A
e B.

a) b)
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Figura 8 — Densidade populacional média de A. flexuosa entre zonas/transectos das 3 areas analisadas
durante dois anos de amostragem (a = primeiro ano, b = segundo ano) no estuario Apodi-Mossord. As
barras informam o intervalo de confianca obtido pelo erro padréo.

As variaveis abidticas temperatura e percentual de areia no sedimento
apresentaram correlacbes negativas com densidade de A. flexuosa, e salinidade,
percentual de cascalho, silte+argila e precipitacdo positivas, sendo esta Ultima, a
variavel que apresentou valor mais expressivo do coeficiente de correlagdo de
Spearmann (Tabela 1).

Os meses que apresentaram menores registros de abundancia da espécie estdo
concentrados dentro do periodo seco para a regido (Figura 9). Podemos observar uma
tendéncia crescente da densidade ao longo dos primeiros meses de amostragem, com

estabilizacéo e/ou decaimento no segundo semestre de cada ano avaliado.

Tabela 1 — Correlagdes entre variaveis abioticas e densidade populacional de A. flexuosa no estuario
Apodi-Mossor6.

p-valor rs Correlagéo

Salinidade 0,0000* 0,31 Correlagdo positiva e fraca
Temperatura 0,0000* -0,29 Correlacdo negativa e fraca
Cascalho 0,0000* 0,23 Correlagéo positiva e fraca
Areias 0,0000* -0,28 Correlagéo negativa e fraca
Silte+Argila  0,0000* 0,26 Correlacdo positiva e fraca

Pluviosidade 0,04 0,42 Correlacao positiva e fraca
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Figura 9 — Relacdo mensal de precipitacdo pluviométrica da regido estuarina do rio Apodi-Mossoré com
densidade populacional média de A. flexuosa durante o periodo de novembro/2015 a outubro /2017.
Fonte: Emparn

Para reforcar as analises do coeficiente de correlacdo entre densidade de A.
flexuosa e precipitacdo, foi realizada uma correlagdo cruzada com o objetivo de melhor
investigar as variagdes temporais da densidade em decorréncia da pluviosidade.
Conforme mostra a figura 10, os maiores valores de defasagem (lag) que maximizam a
correlagéo cruzada foram obtidos nas proximidades da lag 2, indicando que os valores

de densidade sofrem influéncia direta positiva dois meses apds as incidéncias de chuva.
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Figura 10 — Correlagdo cruzada entre densidade populacional média de A. flexuosa e precipitagdo

pluviométrica no estuario Apodi-Mossoré durante dois anos de amostragem.
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Estrutura populacional

O tamanho dos individuos amostrados na area A variou de 0,4 & 28,8 mm, na
area B de 0,3 & 29,8 mm e na area C de 0,5 & 28,7 mm. Considerando a variével
comprimento da concha, que diferiu entre as areas (p = 0,00 H = 22,86), a area C
caracterizou-se pela maior predominancia de individuos adultos, apresentando assim
maior comprimento médio (A: 11,8 mm, B: 15,2 mm, C:18,9 mm) (Figura 11).

Quanto as variagdes dentro das areas de amostragem, apenas a area A apresentou
diferenca significativa de comprimento médio por zonas (p = 0,027 H = 7,2), onde 0
primeiro transecto concentrou os individuos de maior tamanho e o mais afastado da

agua os individuos de menor tamanho (Figura 12).
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Figura 11 — Comprimento médio da concha de A. flexuosa nas 3 &reas analisadas no estuario Apodi-
Mossord, Rio Grande do Norte. As barras informam o intervalo de confianga obtido pelo erro padrao.
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Figura 12 - Comprimento médio da concha de A. flexuosa entre zonas/transectos nas 3 areas de
amostragem no estuario Apodi-Mossor6, Rio Grande do Norte. As barras informam o intervalo de

confianca obtido pelo erro padréo.

Em relacdo as diferenciacbes de abundancia de juvenis e adultos, ambas
diferiram entre as areas (adultos: p = 0,008, H = 9,58; juvenis: p = 0,009 H = 14). A
area A apresentou maior abundancia de juvenis e area B de adultos (Figura 13).

A correlacdo de Spearmann indicou ainda uma relacdo forte e positiva entre
precipitacdo e abundancia de juvenis. Para os adultos, as varidveis sedimentoldgicas
percentual de areia e percentual de silte e argila apresentaram relac6es fortes negativas e
positivas, respectivamente. A abundancia de adultos também parece interferir na

abundancia de juvenis (Tabela 2).
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Figura 13 — Abundancia de juvenis e adultos de A. flexuosa nas trés diferentes &reas analisadas no

Estuério Apodi-Mossoré durante o periodo de novembro de 2015 a outubro de 2017.
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Tabela 2 - Resultado da correlacdo de Spearman (rs) entre as varidveis abi6ticas e abundancia de juvenis e
adultos de A. flexuosa no Estuario Apodi-Mossor6. Os valores em negrito indicam diferencas
significativas (p<0,05).

Variaveis Juvenis Adultos
Temperatura 0,24 0,16
Salinidade -0,28 0,03
Pluviosidade 0,71 0,34
Cascalho 0,24 0,30
Areia -0,33 -0,55
Silte+Argila 0,35 0,57
Adultos 0,72 -
Juvenis - 0,72
5 DISCUSSAO

Os resultados demonstram variacdes dos fatores ambientais entre areas,
especialmente relacionados a salinidade e a granulometria. As areas mais internas (A e
B) apresentaram maiores registros de salinidade e percentuais de sedimento fino. Diniz
e Vasconcelos (2017) afirmam que neste estuério o que define os valores elevados de
salinidade é o confinamento da &gua oceadnica nas regides planas mais internas,
estabelecendo assim um gradiente crescente de salinidade em direcdo contraria a foz,
que penetra até 20 km de distancia. Aliado a isto, a reduzida velocidade das correntes e
forca da maré, nestas regides de mangue, favorecem a deposicdo de sedimentos mais
finos (MEDEIRQS, 2016). A localizacéo e direcdo da foz deste estuario ndo permitem
que o transporte de sedimentos mais grosseiros pelo vento possa ocorrer
longitudinalmente, favorecendo o transporte dos sedimentos em suspensdo (DINIZ e
VASCONCELOQS, 2017). O maior percentual de silte e argila observados na area B
também pode estar associado a localizacdo da area, uma vez que é um local mais

abrigado e protegido das a¢des das correntes, que favorece a deposicéo de sedimento.
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Na area C, na foz do rio Apodi-Mossord, o0s percentuais das classes
granulométricas mudou durante os dois periodos de amostragem. Durante o segundo
periodo de estudo, quando as precipitacbes foram mais elevadas, o percentual de
sedimento fino aumentou, o que pode estar diretamente relacionado ao aporte de agua
doce e aumento da vazdo do rio, que carreia sedimento finos das zonas mais internas
(COSTA, 2010; SANTIAGO, 2004).

Apesar das medicOes de temperatura terem sido obtidas no momento da coleta e
representarem uma condicdo pontual, as diferencas de temperatura entre areas
ocorreram devido especialmente as diferentes caracteristicas do habitat de cada uma
dessas regifes. A area C esta localizada em uma regido de entremarés, uma area plana e
de maior extensdo, com o estabelecimento recente de pradarias marinhas, que permite o
acumulo de agua, formando pocas que podem sofrer assim maior influéncia da radiacao.
Nesta area, portanto, a temperatura registrada, nas pocas, foi superior aos registros
obtidos para a agua de percolacdo das demais areas.

As precipitagdes registradas durante o primeiro periodo de estudo foram bastante
concentradas e atingiram niveis baixos, 0 que é uma caracteristica comum para a regido
que apresenta pluviosidade média anual entre 600 a 700 mm, com valores abaixo de 200
mm durante periodos de secas extremas (ROCHA, 2011b). Os anos que antecederam o
periodo do estudo foram marcados por secas intensas. Em 2012 o indice pluviométrico
registrado foi menor que 200 mm de chuva para esta regido (MEDEIROS et al., 2018b).
Apbs 5 anos de seca, 0 ano de 2016 registrou chuvas irregulares, que provavelmente ndo
permitiram reverter a deficiéncia hidrica da regido e proporcionar redugdes expressivas
nos valores de salinidade no estuario caracteristicamente hipersalino. Entretanto,
durante o segundo ano de estudo, 2017, as precipitacdes foram mais elevadas e
ocasionaram oscilacbes mais expressivas na salinidade e inclusive mudangas na
constituicdo granulométrica das &reas de estudo, aumentando o percentual de
sedimentos finos nas 3 regides analisadas.

Com relacdo as estimativas de densidade de Anomalocardia flexuosa, mesmo
apresentando diferenciacBes nas 3 &reas analisadas, elas ainda sdo superiores as
estimativas obtidas para outras regibes do litoral brasileiro. Corte et al. (2015),
avaliando as populactes de A. flexuosa de duas praias no litoral de S&o Paulo,
determinaram uma densidade média de aproximadamente 53 individuos/m? nas praias
de Cidade e Araga. No litoral do Parana, Boehs et al. (2008) registraram valores de

densidade média de 95 e 489 individuos/m? em duas estagBes de coleta. Santos et al.
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(2014) registraram no litoral do Maranh&o valores maximos de até 646 individuos/m? e
Oliveira (2011) de 415 individuos/m? para o litoral de Pernambuco. Ja para a praia de
Mangue Seco, também no estado de Pernambuco, os valores de densidade média de
algumas foram semelhantes aos valores médios registrados na presente pesquisa. Lima e
Andrade (2018) determinaram pontos de agregacfes maximas de até 4.058
individuos/m?, enquanto que o presente estudo registrou areas onde a densidade de A.
flexuosa alcanca até 4.728 individuos/m?.

As diferencas de densidade entre as areas podem ser parcialmente explicadas
pelas variacdes dos fatores abioticos, como composi¢do granulométrica do substrato,
mas especialmente salinidade e precipitacdo, que apresentaram os maiores valores do
coeficiente de correlagéo.

A caracterizacdo da natureza do substrato € um fator preponderante para
organismos infaunais (ARAUJO, 2004). De acordo com os resultados obtidos nas
andlises de correlacdo, a densidade de organismos neste estuario aumentou quando o
percentual de silte e argila e cascalho também aumentaram e diminuiu quando o
percentual de areia foi reduzido. A area C apresentou o maior percentual de areia no
sedimento e registrou 0 menor valor de densidade. A. flexuosa habita preferencialmente
regides de sedimento areno-lodoso, areas com maior disponibilidade de alimento, e de
baixa hidrodindmica, especialmente devido ao seu habito alimentar filtrador (BOEHS,
2000), substrato observado nas 3 areas analisadas, sendo entdo considerado ideal para o
estabelecimento da espécie. No entanto, na area C, a espécie ndo apresentou ampla
distribuicdo como nas demais areas. A &rea B concentra percentuais bastante elevados
de sedimentos finos, que ndo sdo adequados para organismos filtradores, no entanto,
esta é uma regido de baixa turbuléncia que ndo permite revolvimento das particulas que
poderiam causar asfixia nos animais, facilitando a ocupacéo da espécie.

A maioria dos estudos anteriores que abordaram a distribuicdo da espécie
registrou ocorréncia em sedimentos que apresentavam no minimo 50% de areia
(BARREIRA e ARAUJO, 2005; BELEM et al., 2013; BOEHS, 2008; RODRIGUES et
al., 2013), diferentemente do que ocorreu no presente trabalho. Desta forma, somente a
caracterizagdo da composi¢do do substrato ndo é suficiente para explicar os niveis de
tolerancia e os fatores que regulam a distribuicdo da espécie, ja que ela € bastante
resistente as variacdes de diferentes fatores ambientais.

Estudos pretéritos realizados na foz do estudrio Apodi-Mossord nos anos de

2007 e 2008 registraram valores de densidade média em torno de 1.215 individuos/m?
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na praia de Barra (RODRIGUES, 2009), valor bem superior ao encontrado no presente
estudo para esta area. Durante os anos de 2009 e 2010, as densidades médias deste
mesmo local sofreram redugdes expressivas registrando um valor maximo de 233
individuos/m?, que foram associadas aos elevados registros de precipitacdes, que
permitiram o carreamento de sedimentos mais finos para a regido da foz e também
reduziram a salinidade durante o periodo de estudo (BELEM et al., 2013). A densidade
média registrada no presente estudo para a area C foi inferior as estimativas feitas para
2007 e 2008 e superior para os anos de 2009 e 2010. O que demonstra que houve uma
recuperacdo da abundancia apos os eventos de chuva de 2009 e 2010, mas que a espécie
ainda ndo conseguiu retornar aos valores determinados em 2007.

Medeiros (2016) afirma que este ambiente apresenta alta instabilidade
morfodindmica. A regido da foz parece ser a area mais dinamica das 3 regides
analisadas, que sofre constantes modificacfes dos fatores ambientais no decorrer dos
anos, o que pode ter influenciado as varia¢Ges de abundancia de A. flexuosa nesta area.

Os valores de correlacdo encontrados foram significativos porém fracos, o que
dificulta a real confirmacdo das interferéncias destes fatores abidticos como sendo
unicos reguladores dessas variagdes. Fatores bioldgicos também podem interferir nesses
processos de reducdo de abundancia e controle de densidade, especialmente a
competicdo e/ou predacdo (WILSON, 1990).

Durante o desenvolvimento deste estudo também foi registrado, nesta area da
foz, um prado da angiosperma marinha Halodule wrightii em ampla expanséao
(observagdo pessoal). As raizes da planta também se estabelecem no sedimento nas
areas que naturalmente A. flexuosa ocupa, e isso pode gerar uma competicdo por espaco.
Além disso, a ocorréncia da planta modifica as caracteristicas ambientais locais, como
por exemplo a sua hidrodindmica. Geraldi (2002), estudando a distribuicdo espacial do
bivalve Erodona mactroides em areas com pradarias de Ruppia maritima, constatou
reducdo da abundancia do bivalve nas areas vegetadas em comparagdo com as areas
adjacentes, ocasionadas especialmente devido as modificacGes que a planta causa na
hidrodinamica do local. O que interferiu na disponibilidade de alimento e
consequentemente no estabelecimento e desenvolvimento da espécie. O que também ja
foi observado em areas com ocorréncia de Spartina alterniflora (ADDINO et al., 2015).

No segundo ano de amostragem, o decréscimo da densidade na area C foi bem
mais expressivo, 0 que pode estar diretamente relacionado, mais uma vez, ao

crescimento desta pradaria. O aumento da biomassa da planta pode aumentar a
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competicdo por espaco, o que provavelmente dificultou o estabelecimento das conchas
de A. flexuosa nestes locais.

A ocorréncia da pradaria nestas areas também interfere na abundancia de
predadores naturais, permitindo que ocorra 0 melhor estabelecimento de outras espécies,
como siris e gastropodes, que sdo predadores eficientes de bivalves infaunais e podem
ocasionar reducdo da abundéncia da presa (GERALDI, 2002). Além da predacdo
natural, os processos de predacdo antrOpicos, como a pesca, podem interferir na
abundancia deste bivalve (LAGREZE et al., 2015; OLIVEIRA et al.,, 2013). No
entanto, ndo é 0 que parece ocorrer na presente area, ja que a espécie é amplamente
explorada tanto na area C, como também na area B.

A menor competicdo interespecifica inclusive pode também ter influenciado
positivamente os elevados registros de densidade na area A, ja que poucas espécies
conseguem se estabelecer e sobreviver em condi¢6es hipersalinas.

Neste contexto, a hipersalinidade ndo foi limitante para o desenvolvimento da
espécie, jd& que a densidade se correlacionou positivamente com salinidade,
demonstrando que a espécie € bastante resistente aos valores extremos de salinidade.
Em ambientes hipersalinos, este bivalve consegue se estabelecer e formar bancos de
densidades elevadas. As reducfes expressivas da salinidade podem ocasionar efeitos
mais relevantes, como citados por Monti et al. (1991) e Belém et al. (2013), onde os
eventos de intensa pluviosidade reduziram a densidade de A. flexuosa, em periodos
onde a precipitacdo foi tdo intensa que aumentou o aporte de sedimento fino e reduziu
muito a salinidade. As alteracbes de maior magnitude do fluxo e ressuspensdo do
sedimento do fundo durante os periodos de intensas chuvas podem ocasionar
mortalidades por asfixia (BOEHS, 2000).

As caracteristicas do sedimento, os fatores hidrodinamicos, a disponibilidade de
espaco e de recurso sdo fatores que podem exercer grande importancia no
estabelecimento, sobrevivéncia e desenvolvimento da espécie e precisam ser avaliados
conjuntamente para melhor compreensdo dos agentes reguladores de distribuigéo
espacial horizontal de A. flexuosa.

As variagcBes mensais de densidade nas areas A e B apresentaram tendéncias
crescentes durante os primeiros meses deste estudo, com valores mais elevados a partir
do més de maio de 2016, estabilizacdo da densidade em B a partir deste periodo, e
reducdo em junho e julho de 2016, com consolidacdo dos valores nos demais meses de

estudo em A. Apresentando um padréo geral de valores mais elevados durante o final do
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primeiro e inicio do segundo semestre de 2016, que compreende o final do periodo
chuvoso e inicio do periodo de estiagem para a regido. Este padrdo se torna ainda mais
evidente para o segundo ano de amostragem, onde os valores de densidade e
pluviosidade sofreram um incremento. Desta forma, a chuva, que apresentou correlacédo
positiva com densidade, parece exercer papel importante nas alteracbes mensais de
densidade de A. flexuosa. O padréo de densidades mais elevadas durante o final do
primeiro e inicio do segundo semestre do ano também foi observado para outras regides
do Nordeste como o Ceara (ARAUJO, 2004), e 0 Maranhdo (SANTOS, 2014).

Silva-Cavalcanti et al. (2018) também relatam maiores registros de abundancia
desta espécie, em um estudrio classico no litoral de Pernambuco, durante o inicio da
estacdo chuvosa. Essa realidade parece ser comum no litoral do Nordeste brasileiro. No
entanto, em condicBGes hipersalinas, a chuva parece ser um regulador ainda mais
eficiente.

Na &rea B, os valores mais elevados foram registrados ap6s o periodo chuvoso,
do primeiro ano de coleta, chegando em alguns meses a ultrapassar a densidade média
obtida na area A. A correlacdo cruzada indicou um periodo de até dois meses para
incremento da densidade ap0s a ocorréncia de chuvas, o que pode explicar as variagdes
de abundancia da espécie durante este periodo na area B. O que mais uma vez é
reforcado pelo balanco geral de densidade para o estudrio durante o segundo ano de
amostragem, onde o maior registro de pluviosidade ocorreu em fevereiro de 2017 e o
maior valor de densidade em Abril de 2017.

A precipitacdo parece ainda influenciar, especificamente, a abundancia de
juvenis (individuos de até 13,7 mm), o que pode indicar que o eventos de sucesso de
recrutamento em periodos anteriores as estacdes de chuva podem ter influenciado no
incremento da densidade total de A. flexuosa durante os periodos de maior pluviosidade.
Aspectos estes que serdo melhor detalhados no capitulo 3 desta tese.

Desta forma, a precipitacdo parece ser um importante regulador das variagdes
temporais de abundéncia de A. flexuosa em condicOes de hipersalinidade. Precipitacdes
que possam ocasionar, mesmo que, pequenas oscilagcdes na salinidade, permitam maior
aporte de agua doce e alimento para a regido, onde tais condi¢bes podem ser limitantes,
podem ser benéeficas ao desenvolvimento e especialmente a sobrevivéncia dos
organismos.

Com relagdo a distribuicdo espacial dos organismos dentro de cada area

amostrada, a maior diferenciacdo de densidade entre transectos/zonas verificada na area



49

A, durante o primeiro ano de coleta, pode estar relacionada a umidade, ao tempo e
amplitude de faixa de exposicdo e alcance da maré, como também ao aporte de
alimento. Esta area apresentou declividade aparentemente mais elevada que as demais,
0 que pode interferir na umidade do sedimento e disponibilidade de recurso no Gltimo
transecto localizado na porcao superior do banco. A localizacdo do primeiro transecto,
proximo a linha d’agua, permite maior tempo de submersdo e assim de oxigenacgdo e
disponibilidade de alimento aumentando as chances de sobrevivéncia (BOEHS, 2000).

A zonacao constatada dentro da area A para o primeiro ano de amostragem néo
foi observada durante o segundo ano. A maior incidéncia de chuva durante este segundo
periodo também pode ter ocasionado esta modificacdo. O aumento do aporte de agua
doce pode originar modificagdes locais, como interferéncias nas caracteristicas do
substrato, incremento na disponibilidade de alimento e umidade, além de reducdo da
salinidade, 0 que permitiu maior ocupacdo das regifes em A e aumentou a densidade.

Os tamanhos dos individuos de A. flexuosa coletados ao longo da costa brasileira
diferem entre regides, no entanto, parece haver um padrdo de reducdo do tamanho
latitudinalmente & medida que se aproxima das regides equatoriais. No estado do
Parana, o maior individuo coletado apresentou comprimento de 33 mm (BOEHS, 2008),
ja para o estado de Sdo Paulo, nas praias de Cidade e Araca, 0 comprimento maximo
registrado para A. flexuosa foi de 40,8 e 39,96 mm, respectivamente (CORTE, 2015).
Para o Nordeste brasileiro, na Bahia o maior individuo coletado apresentou 39,8 mm
(LUZ e BOEHS, 2011), para Pernambuco foi de 28,48 mm (SILVA-CAVALCANTI,
2011), no Rio Grande do Norte foi de 28 mm (RODRIGUES et al., 2013), e 28,9 mm
no Maranhdo (SANTOS et al., 2014). O valor de 29,8 mm da concha de A. flexuosa
registrado no presente estudo segue 0 mesmo padrdo dos valores estimados para outros
estados localizados na regido equatorial brasileira.

Da mesma forma, Monti et al. (1991) na ilha de Guadalupe, no Caribe,
determinou um valor de comprimento méaximo de 28,35 mm. Provavelmente, a
temperatura exerce influéncia na regulacdo deste padrdo de reducdo de tamanho nas
areas equatoriais, ja que o tamanho do corpo do animal aumenta com a latitude
(OLABARRIA e THURSTON, 2003).

O comprimento médio da concha de A. flexuosa observado para as diferentes
areas pode estar relacionado as representatividades das classes de comprimento de cada
area. Nas areas A e B, os juvenis foram mais frequentes que na area C, o que

provavelmente, reduziu a média de comprimento nestas areas. Na area C, as classes de
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comprimento mais representativas foram, quase sempre, de individuos adultos. Isto
pode também ter ocorrido em decorréncia do estabelecimento da pradaria marinha, pois
nas &reas internas dos bancos de angiospermas a corrente pode ser barrada e ndo
permitir o ideal assentamento das larvas e interferir no recrutamento de individuos
jovens (BOEHS, 2000; GERALDI, 2002). Os poucos individuos que conseguem se
estabelecer nestas zonas podem se desenvolver, crescer e ocupar melhor o ambiente,
provavelmente devido a qualidade do alimento que as areas de pradarias podem ofertar
(ADDINO, 2015).

A diferenciacdo do comprimento dos individuos por zonas é uma caracteristica
ja relatada para A. flexuosa em outros estudos (ARAUJO, 2004; BOEHS, 2008;
RODRIGUES et al., 2013). A presenca de individuos de menor tamanho no transecto
superior da area A provavelmente ocorreu devido a reduzida densidade desta zona, que
permitiu 0 sucesso do assentamento. Além do que a acdo das ondas e a corrente por
apresentarem, nesta regido, menor intensidade, podem facilitar a ocupacéo por juvenis,
fato este também observado por Boehs (2000) em baixios da Baia de Paranagua, na
regido sul do Brasil. Existe uma competicdo intraespecifica e uma limitacdo associada a
densidade para esta espécie que regula os processos de abundancia de juvenis e adultos
(MONTI, 1991), o que pode ser confirmado pela elevada correlagdo entre abundancia
de juvenis e adultos.

Para as variaveis que indicam a caracterizacdo do substrato, as correlacGes foram
significativas e informam que o percentual de areia no substrato diminui, silte e argila
aumentam e a abundancia de adultos também aumenta. Fundos constituidos por
sedimentos finos podem proporcionar a ressuspensdo de particulas e assim influenciar
nas taxas de filtracdo, alimentacdo e consequentemente na sobrevivéncia dos
organismos (BOEHS et al., 2008; MONTI et al., 1991). Advertindo, entretanto, que em
um ambiente ndo muito seguro ao estabelecimento de juvenis, A. flexuosa, por ser uma
especie filtradora e apresentar sifées curtos, pode ter seu assentamento e
desenvolvimento dificultado nestas areas com menor tamanho do grdo constituindo o
sedimento (BOEHS et al., 2008; NARCHI, 1974).

Um padrdo de associacdo de individuos jovens em sedimento fino ja foi
mencionado para A. flexuosa, com os adultos ocupando &reas de sedimento mais
grosseiro e de maior turbuléncia (ARAUJO, 2004). A influéncia da composicdo do
substrato ndo pode ser analisada separadamente das demais caracteristicas do habitat.

As éareas analisadas no presente estudo exibiram, em sua constituicdo granulométrica,
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elevados percentuais de silte e argila, que ndo sdo os mais recomendados para a espécie
(NARCHI, 1974), no entanto, apresentaram diferentes caracteristicas relacionadas a
hidrodindmica. A &rea B registrou os maiores percentuais de silte e argila e elevadas
densidades. Provavelmente o fato desta area ser considerada um ambiente mais
abrigado, protegido, com pouca ressuspensdao do sedimento de fundo facilitou a
ocupacdo de A. flexuosa. Ambos fatores, caracterizagdo sedimentoldgica e
hidrodindmica, em conjunto, podem ter influenciado o estabelecimento dos adultos e
juvenis de A. flexuosa nas 3 areas de estudo.

As abundancias de A. flexuosa das areas A e B foram bastante elevadas durante
todo o periodo de estudo. Na area A, o sedimento apresentou uma constituicdo areno-
lamosa e maior abundancia de juvenis. Na area B, a predominancia foi de adultos e o
substrato apresentou, em sua totalidade, elevados percentuais de silte e argila. Com isso,
é possivel inferir que A. flexuosa apresenta ampla tolerancia ao estabelecimento em
areas com sedimentos constituidos pela mistura de areia e lama, dependendo das demais
caracteristicas do ambiente.

Além disto, ambas areas ndo apresentam elevada hidrodindmica e, como
mencionam Medeiros et al. (2018a), a forca da maré e a velocidade da corrente tende a
diminuir estuario acima. Ambientes de baixa energia ndo sdo adequados ao
estabelecimento de filtradores devido a menor circulagdo da 4&gua (CORTE et al., 2017),
e ambientes que apresentam elevada hidrodindmica podem interferir no estabelecimento
e enterramento de bivalves infaunais (MCLACHLAN, 1996).

Por conseguinte, composicdo de sedimento misto com condicGes intermediarias
de circulacdo de agua que permitam a filtracdo das particulas podem indicar habitats
mais adequados ao desenvolvimento de A. flexuosa. A area A apresentou caracteristicas
ambientais que favoreceram a maior densidade de A. flexuosa, além da predominancia
de juvenis, ja a area B promoveu a predominancia de adultos, que sdo mais resistentes
as condicGes de menor hidrodindmica e composicdo de sedimento fino. A elevada
abundancia também registrada na area B e os fatores relatados anteriormente podem
indicar que o ambiente apresenta circulacdo de &gua que permite a taxa de filtracéo
adequada e o material particulado fino ocorre acumulado sobre o sedimento e ndo em
suspenséo.

A pesca também age selecionando os individuos, podendo inclusive permitir a
reducdo do comprimento médio em areas exploradas, devido a preferéncia de

amostragem dos individuos maiores, que permitem maior rendimento (PEZZUTO e
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SOUZA, 2015). Silva-Cavalcanti et al. (2018) informam que, no estuario do Rio Goiana
em Pernambuco, a prevaléncia de juvenis e o registro de um comprimento médio
inferior a outras regides indicam estado de alerta e sobrepesca do estoque de A. flexuosa
daquela regido. Porém, estabelecer estado de exploracdo real de um recurso pesqueiro
avaliando apenas o comprimento médio pode ser impreciso.

A pesca parece ainda ndo limitar tanto as distribuicbes de comprimento das &reas
do presente estudo, j& que as &reas com maiores niveis de exploracdo apresentaram
maiores comprimentos médios (B e C). A éarea C sofre, continuamente, com a
exploracdo deste recurso e apresentou 0s maiores comprimentos de concha para A.
flexuosa registrado neste estudo. Mais uma vez, o estabelecimento das angiospermas
além de interferir no desenvolvimento do animal também pode servir de area de
exclusdo da pesca, jA que a presenca da planta dificulta a extracdo por parte do
pescador. No entanto, a maior abundancia de juvenis indica uma alerta a ser
considerado sobre as indicacOes das influéncias da pesca sobre a estruturacdo do
estoque de A. flexuosa. Aspectos que relacionam tais interferéncias sobre a distribuigédo
de comprimento e a dindmica populacional desta espécie serdo discutidos no capitulo 3.

A partir do que foi aqui exposto, podemos concluir que Anomalocardia flexuosa
pode apresentar limites de tolerancia e sobrevivéncia em ambientes com salinidades
bem maiores ao valores j& relatados anteriormente na literatura. Ja que neste ambiente
hipersalino, que registrou salinidades de até 59, ela consegue sobreviver e formar
bancos de elevadas densidades. Os limites de tolerancias foram amplos para a maioria
dos fatores abidticos aqui analisados, 0 que demonstra que a espécie parece ser bem
resistente as variacdes de diversos fatores ambientais. Entretanto, fatores bi6ticos, como
competicdo por espaco e recursos, podem ser limitantes para a distribuicdo e abundancia

deste bivalve.
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CAPITULO 1l
Morphometric relationships and morphological sexual maturity for the

clam Anomalocardia flexuosa.
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Abstract: The objective of this work was to describe the morphometric relationships
among different shell dimensions of the bivalve Anomalocardia flexuosa, to verify
possible changes in the growth pattern, to determine the adult and juvenile phases, and
the size of sexual maturity of the species. Considering the 52873 specimens measured in
the present study, all the allometric relationships established for A. flexuosa were
significant, and both the relations between Length x Height and Length x Width
presented positive allometry. The K means clustering separated the dataset between
juveniles and adults defining from 13.20 mm to 14.60 mm as the interval of length for
the transitional phase. The pattern of growth between juveniles and adults was
significantly different, with juveniles exhibiting isometric growth, while adults exhibited
a negative allometric growth. The adjustment of the logistic model indicated that the
shell length of sexual maturity was 13.80 mm. The juvenile shell of A. flexuosa had a
more rounded shape than the adult. Processes related to animal development and
environmental characteristics may influence the shape of the shell. The maturity size
obtained in the present study is within the range of maturation proposed in the
literature.

Keywords: Allometry, L50, Shell Morphometry

7 INTRODUCTION

The species Anomalocardia flexuosa (Linnaeus, 1767) (BIVALVIA:
VENERIDAE) has a wide geographic distribution, ocurring from Antilles to Uruguay,
inhabiting calm, sheltered waters, such as bays and coves (Rios, 2009; Narchi, 1974).
This bivalve can be found in practically all the Brazilian coast, being exploited and
serving as a source of subsistence and income, thus presenting social and economic
importance for many coastal communities (Barletta & Costa, 2009; Boehs et al., 2010).

This cockle is an eurythermal and eurythermic species, quite resistant to salinity

and temperature variations, as well as to the oscillations of dissolved oxygen in the
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water (Schaeffer-Novelli, 1976). However, hypersaline conditions could be a limiting
factor for the development of marine cockles, since salinity may affect their growth and
survival (Brown & Hartwick, 1988). There are some studies on A. flexuosa focusing on
the biology and ecology, which help us to a better understanding of the life history of
the species (Barreira & Araudjo, 2005; Boehs et al., 2008; Corte et al., 2015; Grotta &
Lunetta, 1980; Pezzuto & Echternacht, 1999; Luz & Boehs, 2011). However, growth-
related aspects are poorly addressed, especially the allometric studies, which inform the
descriptions of the morphological patterns of growth.

The concept of allometry has been applied in ecological studies on growth of
marine animals since the 19" century, and it has provided information on the shape and
the growth pattern of the animals (Broad, 1997). The relationships between measures of
the shell can inform about animal's relationships with the enviroment, especially with
the substrate (Estrada, 2004).

Studies focusing on population dynamics, particularly growth and reproduction,
are essential to evaluate how environmental and anthropogenic factors, such as shellfish
harvesting may affect the population structure of exploited species, supporting plans for
management of fishery resources (Aradjo, 2001). The determination of the size at which
the individuals reach their sexual maturity is also essential, especially when the
populations are commercially exploited. Other reproduction studies for Anomalocardia
flexuosa have not established the maturation size of the individuals (Grotta & Lunetta,
1980; Lavander et al., 2011; Boehs et al., 2010), difficulting to compare estimations of
distinct sizes in different environmental conditions, and do not allow greater
considerations on the influence of environmental variables on gonadal development.

The aim of this study was to define the morphometric relationships between the
different shell dimensions of the cockle Anomalocardia flexuosa, to verify possible
modifications in the pattern of growth between adults and juveniles, and to determine
the size of sexual maturity of the species.

8 MATERIAL AND METHODS
Study area and sampling work

At the easternmost region of the Brazilian semiarid coast, the coast of Rio
Grande do Norte state, located in the northeastern region of Brazil, has a semiarid hot
climate, with high temperatures along the year. The water bodies exhibit peculiar abiotic

characteristics, as natural evapotranspiration rates exceeding precipitation and reduced
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runoff, favouring the formation of hypersaline plains, as in Apodi-Mossord basin
(Medeiros, 2016). Thus, the Apodi-Mossoré outfall is classified as a negative or
inverted estuary (Medeiros, 2016), in which an increasing salinity gradient occurs from
the outfall to the upper areas, promoting hypersalination of water and sediment, which
represents its main abiotic characteristic.

Specimens of Anomalocardia flexuosa were collected in the estuarine zone of
Apodi-Mossoré outfall (4° 56 '51 S and 37° 08' 55" W), where the harvesting of A.
flexuosa is a common historical activity, fully diffused among costal communities of

this region. In Costa Branca region, this bivalve provides livelihood for many families
(Silva et al., 2014). Nevertheless, overexploitation of resources, especially associated

with free access to stocks and the simplicity of capture techniques, may interfere with
the self-regulation of this resource, since it acts on population renewal and does not
guarantee that losses, caused by the removal of individuals, will be compensated by
population growth and reproduction processes (Sparre & Venema, 1997).

Twenty-seven monthly samples were obtained from November 2015 to October
2016 in three different: A (a sand-mud bank); B (a muddy bank); and C (covered by
sparse patches of the seagrass Halodule wrightii Asch.), where the A. flexuosa is
distributed, at the mouth and in the upper sites of the estuarine region (Figure 1).

During the low spring tides, the individuals were captured with a fixed-quadrat
sampler (50x50 m) and a shovel, removing a sediment layer of approximately 10 cm. In
the laboratory, the following variables were measured of each specimen, using a digital
caliper (0.05 mm precision): shell length (maximum distance on the antero-posterior
axis); shell height (maximum distance ventral-dorsal axis); and shell wigth (maximum
distance on the left-right axis, with closed valves) (Gosling, 2003; Stanley, 1970)
(Figure 2).

Morphometric Analysis

Morphometric relationships between length-height and length-width were
established through the equation: Y = a + bX, where X = length, Y = width/height, a =
y-axis intercept and b = slope coefficient of straight or constant allometric growth, as
proposed by Sigh (2016). A logarithmic transformation of the data was conducted to
normalize the data and reduce the heterogeneity of variance, then, equational parameters
were estimated through linear regressions. The t-test (a = 0.05) was used to verify the
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allometry, analyzing the value of ‘b’, using as null hypothesis (b) = 1, which indicates
the differences between the growth rates of the two body dimensions, thus setting
allometry positive (b > 1), negative (b < 1) or isometry (b = 1).

K means clustering technique was used to separate the data set (Length, Height
and Width) of juvenile and adult categories, a methodology widely used in marine
invertebrate studies (Castaglioni & Coelho, 2011; Hirose et al., 2017). Morphometric
relationships between length and height were evaluated for juveniles and adults,
subsequently; the respective estimated linear and angular coefficients were compared

using analysis of covariance (ANCOVA).

Determination of morphological sexual maturity

The size of morphological sexual maturity was determined by fitting a logistic
model [y = a/(1 + be-cx)] between immature and mature individuals (juveniles and
adults separated by K means), relating the probability of maturation (probability of
occurrence of adults) and length. The length class in which 50% of individuals matured
(L50) is defined as the average length of sexual maturity, or maturation size (Fonteles
Filho, 2011; Hirose et al., 2017; Severino-Rodrigues et al., 2016). The definition of the
L50 allows the determination of the transitional moment from juvenile to adult phase,
thus defining an average length in which the stock separation occurs (Fonteles-Filho,
2011), considering a representative portion of the population, and it can be established
from studies of allometry.

All analyzes performed in the present study were developed in software R 3.5.0
(R Core Team, 2018).

9 RESULTS

A total of 52872 were captured and measured, with length, height and width
means of 15.30 mm, 12.87 mm and 8.90 mm, respectively (Table 1).

All the allometric relationships established for A. flexuosa were significant (o =
0.05), and the linear models fitted well to the data (Table 2, Figure 3). Both
relationships between L x H and L x W had a positive allometry (b > 1). The coefficient
of determination (r?) for L x H was higher than for L x W, justifying the choice of these
variables to investigate possible differences in the morphometric relationships between

juveniles and adults (Table 2).
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The cluster analysis (K means) split the data set into two categories. The test
identified as juveniles and adults, being the interval of length between 13.20 and 14.60
mm the transition between these categories (Figure 4). The results provided by K means
were used as a reference for the growth analysis between length and height of juveniles
and adult shells.

The covariance analysis showed that the growth pattern between juveniles and
adults differed significantly (o = 0.05), with juveniles exhibiting an isometric growth (b
= 1, p> 0.05) and adults, negative allometric (b <1, p <0.05) (Table 3). The same occurs
when we observe the results between the different areas analyzed. In the area A, which
represents an area with sandy-muddy sediment, the juveniles presented isometric
growth (b = 1, p >0.05), while the adults presented positive allometric growth (b> 1, p
<0.05). For area B, where the substrate consists of a muddy sediment with finer
aggregates, both juveniles and adults presented allometric growth. And for area C,
where there is a sparse patches of seagrass, juveniles and adults grow following a
negative allometric standard (Tabela 4).

The adjustment of the logistic model indicated that 50% of individuals (L50)

reached sexual maturity from 13.80 mm in length (Figure 5).

10 DISCUSSION

Relationships between height, width and length of Anomalocardia flexuosa
exhibited a positive allometry. When ‘b’ is higher than 1, prevailing positive allometry,
the variable ‘y’ increases at a faster rate than ‘x’ (Hickman, 1979). Thus, the increase in
height/width was greater than in length, leading to a taller and thicker shell as the
individual grows. This pattern also seems common in different bivalve species of the
Algarve coast (Gaspar et al., 2002). These authors reported the sediment characteristics
(composition and depth) and the digging capacity of the animals as the main regulators
of the growth. A. flexuosa is a shallow digger, inhabiting shallow sandy-muddy
sediment areas (Narchi, 1974; Rios, 2009), which are more resistant to penetration and
may reduce their potential of excavation, interfering with the increase in length. For the
genus Acanthocardia, also a superficial excavator, the more inflated shape and its larger
volume difficult to penetrate the sediment (Gaspar et al., 2002).

Gosling (2003) states that the allometric adaptations maintain the physiological

condition of the area/volume rate of the animal favorable to live in a certain
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environmental condition. Clam diggers shallow have thicker shells precisely to keep
itself stable in the sediment and closer to the surface. In addition, more rounded shells
favor the lodging of short siphons (Newel & Hidu, 1982), such as those of A. flexuosa.

Different microhabitats found in certain environments may interfere with the
external morphology of the shell, and sediment appears to be a major factor controlling
these alterations. Evaluating the shape of the Anomalocardia shells in different regions
of Thailand, Roopnarine et al. (2008) found differences in the format among different
areas analyzed. Areas of sandy, muddy sediments and well-established seagrass
meadows exhibited significant differences in shell size and special attention was given
to individuals who settled in areas with seagrass, as they had a more rounded posterior
margin (Roopnarine et al., 2008). Addino et al. (2015) also observed changes related to
the growth, especially size, of Tagelus plebeius in areas where Spartina alterniflora
occurred.

Some studies indicated that the growth is not continuous throughout the
development of A. flexuosa, with a non constant growth rate (Katsanevakis et al., 2007),
and report that morphometric relationships need to be analyzed separately between
juveniles and adults (Gil et al., 2007). Animal size and age also affect the process of
animal-sediment relationships and in the excavation capacity (Stanley, 1970), which
consequently is influenced by changes in shell morphology, and perhaps on the type of
substrate where the animal grows. The interaction of the individual with the
environment is more informative and conclusive in adult ones, who already achieved
growth pattern stability. Thus, the age of the animal influences in the growth patterns
and may interfere on regression estimations (Estrada, 2004). A simple regression test
can incorporate effects related to the animal development, but it may not be easily
perceived when analyzing the entire dataset. The growth pattern found between
different groups (biphasic model for juveniles and adults) differed from the simple
allometric model (no clusters). Using only a simple model can mask the relationships
between the different categories, so the growth pattern may be inadequately evaluated.
Therefore, simple allometric analyzes are now considered inadequate for the description
of general growth patterns in bivalves, since the growth rate does not remain constant
throughout animal development (Gil et al., 2007).

In the present study, the biphasic model (young and adult) indicated that
juveniles’ growth was isometricall (b = 1), i.e. length and height grow at the same

velocity; after the transitional point between phases is reached, the rate of growth
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velocity of the length and height becomes slower (b <1), characterizing a negative
allometry, in which length grows faster than height. Thus, adults grow at a slower rate
than juveniles, differing not only in shell size but also in shape. Therefore, the
Anomalocardia flexuosa shells exhibit a different morphological pattern of growth for
juveniles and adults. The juveniles grow proportionally, obtaining a more rounded and
geometrically similarly shell. The triangular or trigonal shape, typical of the genus, is
less perceptible in juveniles and gets more evident in adults. In adults, the increase in
length is more expressive and the elongation of the shell becomes more noticeable,
which may justify the fact that it makes the posterior portion of A. flexuosa more
prominent. Bivalve individuals, when juveniles, presents a major variation in shell
dimensions and alterations in length, height and width growth rates (Gil et al., 2007).
Therefore, the general pattern of shells is established only in the adult stages.

Together, the patterns of growth between juveniles and adults between different
substrate types found in the A, B and C areas, we can conclude that the juveniles
presented really larger variations in the shell dimensions between their type of
substrates. In the sandy-muddy substrate (A), the adults had a growth in a greater
proportion in height than in length, and it may be related to the high density in which
the individuals are distributed in this area. Anomalocardia flexuosa is buried with the
antero-posterior axis vertically in the substrate and therefore the lack of space may
hindering the burial of individuals, not compensate for the growth in length. As for the
adults in the other areas (B and C), as well as juveniles from area A, the standards also
followed the results obtained for the biphasic models, previously discussed (negative
allometry). For the juveniles of muddy substrate (B) the growth was defined as
allometric positive, since these individuals present conditions for surface burial, by the
condition area / volume and the contribution of a short siphon, as previously mentioned,
the burial capacity is difficulty, which does not contribute to growth in length. While for
the seagrass-associated substrate (C), the growth of juveniles was defined as negative
allometric, probably associated with space competition with the roots and rhizomes of
the plants, generating modifications in the growth of the juvenile shell. Besides the
presence of the plant is already known to modify hydrodynamics and sedimentary
processes (Addino et al., 2015), which can interfere in the occupation and development
of the bivalve. Thus, a direct influence of the seagrass meadows development on the
animal growth was not clearly observed in the present study. Probably due to the recent

establishment of this seagrass in the region of study.
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In addition to the sediment type (Newell & Hidu, 1982), other environmental
factors as temperature, salinity, food availability (BROWN & HARTWICK, 1988) and
pollution (Hedouin, 2006) are factors that could also affect allometric ratios of bivalve
shells inducing growth changes, and they are aspects that should be evaluated for A.
flexuosa in the future, face the economical importance of the species, management,
climate changes and anthropogenic pressures.

Regarding to the morphological sexual maturity, the size of the sexual maturity
established for A. flexuosa in the present study (13.8 mm) is within the maturity range
(12.9 - 17.9 mm) proposed by Barreira and Aradjo (2005), defined through histological
routines with samplings in an estuary of the Ceara coast, without annual hypersalinity
characteristics, but also inserted in the Brazilian semiarid.

This methodology for the determination of morphological maturity, quite
applied in dynamics studies of marine invertebrates’ population (Hirose et al., 2017;
Severino-Rodrigues et al., 2016), seems to be efficient for bivalves and it may assist in
studies of growth and reproduction, especially of exploited species that require
regulation of catch sizes, which is essential for the sustainability and management of
fisheries activities.

Like hypersalinity, the harvesting also does not seem to conduct changes in the
growth or reproduction of this bivalve in the study area. Under overexploitation
conditions, the progressive and severe removal of older and larger individuals, which
are important in reproductive stock, can lead to a premature sexual maturity, as strategy
to ensure reproductive success and compensate the losses caused by fisheries (Fonteles-
Filho, 2011). Yet which seems not to occur in the population studied, probably because
the level of exploitation can still be considered sustainable to maintain a renovacdo da
populacdol, and with the growth of the seagrass meadows at the point studied, the
fishermen moved to other areas without seagrass, reducing their fishing effort.
However, studies on stock assessment can offer a well-defined approach on these
aspects.

Comparisons between the size of morphological maturity and physiological
maturity may reinforce the present finds. Histological analysis of the gonads may also
reinforce these results and studies focusing on population dynamics can help to a better
understanding of the population structure of the A. flexuosa.
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Fig. 1. Location of the Apodi-Mossoro estuary, semiarid coast of Brazil. Legend: A, B,
C — points of Anomalocardia flexuosa collection. Adapted from Wikipedia and Google
Earth.
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Fig. 2. Shell dimensions and morphometric variables measured in Anomalocardia

flexuosa specimens obtained in Apodi-Mossoré estuary, semiarid coast of Brazil.
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Fig. 3. Morphometric relationships between Length and Height (a) and Length and
Width (b) of Anomalocardia flexuosa shells, collected in Apodi-Mossord estuary,
semiarid coast of Brazil.
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TABLES

Table 1. Minimum, maximum, mean and standard deviation of Length, Height and

Width of the Anomalocardia flexuosa shells, collected in Apodi-Mossoré estuary,

semiarid coast of Brazil.
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Morphometric variables Values
Min Max Meant S.D.
Length (mm) 0.40 28.70 15.30%+6.99
Height (mm) 0.30 24.80 12.87x6.11
Width (mm) 0.10 20.00 8.90+4.38

SD, standard deviation

Table 2. Results of regression analysis and definition of the allometric relationships
between length/height, and length/width of Anomalocardia flexuosa shells, collected in

Apodi-Mossoro estuary, semiarid coast of Brazil.

Variables A b r>  Testt(b=1) Allometric relation

p
LxH -0.27 1.03 0.995 0.00 Positive
LxW -0.89 1.12 0.991 0.00 Positive

a,b, regression coefficients; r?, determination coefficient
Table 3. Comparison of morphometric relationships (length/height) for Anomalocardia
flexuosa shells between juveniles and adults, collected in Apodi-Mossoré estuary,

semiarid coast of Brazil.

Variables Category a B r? Teste t Allometric  ANCOVA

(b=1) relation p
P A b
Adults  -0.13 0.99 0.89 0.00 Negative
LxH Juveniles -0.22 1.00 0.99 0.07 Isometrie 0.00 0.00

a,b, regression coefficients; r?, determination coefficient

Table 4. Comparison of morphometric relationships (length/height) for Anomalocardia
flexuosa shells between juveniles and adults, collected in three differents regions of the

Apodi-Mossoré estuary, semiarid coast of Brazil.

Variables Category Area a b r>  Teste Allometric ANCOVA

t relation p
(b=1) a b
P
A -0.199 1.015 0.92 0,000 Positive
Adults B -0.137 0.994 090 0,024 Negative
C -0.063 0.962 0.84 0,000 Negative < <0.00
LxH A -0,218 1.001 0.99 0,460 Isometrie 0.
Juveniles B -0,244 1.002 0.99 0,012 Positive 00

C -0,189 0971 0.99 0,000 Negative

a,b, regression coefficients; r?, determination coefficient
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CAPITULO III - Dinamica populacional e pesqueira de

Anomalocardia flexuosa em um estuario hipersalino

12 INTRODUCAO

Anomalocardia flexuosa é um bivalve venerideo, bastante abundante ao longo de
toda costa brasileira (BOEHS, 2008); apresenta resisténcia as oscilagfes de diversos
fatores ambientais, como reducdo de oxigénio (SCHAEFFER e NOVELI, 1980), e
variacdes de salinidade (10 a 49 em uma praia estuarina no Rio Grande do Norte)
(RODRIGUES et al., 2013). A nivel ecossistémico, participa da ciclagem de nutrientes,
fontes de carbonato de calcio e na produgdo de biomassa (SILVA-CAVALCANTI e
COSTA, 2011), sendo, portanto, considerado um recurso de extrema relevancia na
geracdo de alimento e renda para muitas familias (BARLETTA e COSTA, 2009;
BOEHS, 2008; OLIVEIRA et al., 2013; SILVA-CAVALCANTI e COSTA, 2009). Em
muitos locais, apresenta destaque na producdo de pescado regional, como em
Pernambuco, em que cerca de 20% da producdo total de mariscos corresponde a A.
flexuosa (OLIVEIRA et al., 2013).

Turra et al. (2013) enfatizam as diversas pressdes atuais as quais os diversos
recursos marinhos estao sujeitos, em especial a degradacdo dos ambientes e a intensa
exploracdo pesqueira. Registros atuais de informacdes provenientes dos praticantes da
atividade de mariscagem deste bivalve, especialmente no litoral de Pernambuco,
indicam que as populagfes vém apresentando reduzidos valores de comprimento da
concha (OLIVEIRA et al., 2013; SILVA-CAVALCANTI e COSTA, 2011).

Por ser reconhecidamente um recurso de importancia ecologica e
socioeconémica, estudos que enfoquem a biologia populacional, buscando avaliar a
influéncia de fatores ambientes e antropicos, necessitam ser desenvolvidos.

Alguns trabalhos ja foram realizados em praias do litoral de S&o Paulo e Rio de
Janeiro (CORTE et al., 2015, 2017; MATTOS E CARDOSO, 201) e no litoral do Rio
Grande do Norte (RODRIGUES et al., 2013), no entanto, poucos deles enfatizam
especialmente as interferéncias da pesca sobre dos atributos populacionais, além das
oscilagbes de fatores ambientais estuarinos. Rodrigues et al. (2013) reconheceram a
influéncia da pluviosidade sobre os processos de regulacdo da densidade e do
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crescimento. Corte et al. (2017) investigaram aspectos populacionais mais abrangentes,
no entanto, levando em consideracdo as diferencas entre ambientes de alta e baixa
energia.

Buscando aprofundar um pouco mais estas informacGes e tentando entender
quais aspectos e variaveis regulam as populacdes de A. flexuosa em diferentes
condi¢Bes de habitats e de niveis de exploracdo pesqueira é que este estudo foi
desenvolvido.

A érea de estudo do presente trabalho é uma planicie flavio-marinha,
considerada um ambiente hipersalino onde o estoque deste bivalve vem sendo
explorado continuamente (SILVA et al., 2011). Entretanto, as influéncias que a pesca e
a condigdo de hipersalinidade acarretam nos parametros de crescimento, mortalidade,
recrutamento sdo pouco conhecidas.

Desta forma, este estudo foi aplicado a fim de estimar os atributos populacionais
com vistas a compreensdo da dindmica populacional e pesqueira de A. flexuosa. A partir
da investigacdo das frequéncias de comprimento dos individuos € possivel determinar
idades (ROCHA-BARREIRA et al., 2002) e assim analisar a taxa de crescimento do
animal, um dos principais pilares para aplicacdo dos estudos de dindmica (HERMANN
et al., 2009). Além disso, o potencial sustentavel e estado de exploracdo dos estoque
necessitam de conhecimentos prévios obtidos pelos estudos populacionais (DEFFEO e
CASTILLA, 2005). Estes podem garantir a utilizacdo sustentavel do recurso (CORTE et

al., 2015) e assim a aplicacdo de estratégias de manejo e conservacao.

12.1 HIPOTESE
A condicdo de hipersalinidade e a pesca interferem nos parametros
populacionais e assim na estrutura da populacdo de Anomalocardia flexuosa no estuario

Apodi-Mossord, Rio Grande do Norte.

12.2 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar a dinamica populacional de Anomalocardia flexuosa, enfocando
aspectos relacionados ao crescimento, mortalidade e recrutamento, assim como também

verificar o nivel de exploragéo pesqueira deste estoque em um estuario hipersalino.
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Obijetivos especificos

-Determinar os pardmetros de crescimento de Anomalocardia flexuosa para o estuario
Apodi-Mossord e assim analisar a curva de crescimento desta espécie;

-Estimar taxa de mortalidade natural e por pesca, e a taxa de exploragdo de
Anomalocardia flexuosa na condicdo de hipersalinidade;

-ldentificar periodos de recrutamento da espécie na area de estudo;

-Avaliar a influéncia de fatores ambientais, como salinidade e precipitacdo, sobre as
taxas de mortalidade e recrutamento desta espécie;

-Determinar o rendimento maximo sustentavel e a taxa de exploracdo maxima suportada
pelo estoque de Anomalocardia flexuosa, e assim avaliar o estado de exploragéo deste

recurso pesqueiro.

13 MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo da area de estudo, procedimentos de campo e laboratério

A definicdo da area de estudo, assim como 0s aspectos relacionados aos
procedimentos de campo e laboratorio foram descritos no capitulo | desta tese. O

presente capitulo segue o mesmo procedimento relatado anteriormente.

Anélise dos dados

Histogramas mensais e tabelas de frequéncia de comprimento, considerando
apenas a variavel comprimento da concha, com diferentes intervalos de classe, foram
construidos a fim de definir qual deles ofertou a melhor estimativa dos parametros de
crescimento.

Todas as analises referentes a dindmica populacional foram desenvolvidas no
programa R 3.5.0 (R CORE TEAM, 2018), utilizando-se a rotina ELEFAN,
desenvolvida no software FISAT (GAYANILO et al., 2005) e adaptada pelo software R
através dos pacotes TropFishR (MILDENBERGER et al., 2019) e gpcr (ANDREJ-
NIKOLALI, 2018).

Dentro da rotina ELEFAN, foi possivel determinar os parametros relacionados
ao crescimento do animal, com base na equagdo de crescimento de VVon Bertalanffy -
VBGF (1938):Lt = L oo (1 — exp *t19) - em que, Lt = 0 comprimento do individuo na
idade “t”, o parametro Loo define o comprimento assintotico, ou comprimento maximo
que a espécie pode alcancar, o k = constante de crescimento, e t0 = idade tedrica em que

0 comprimento é zero.
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O modelo de curva de crescimento de VVon Bertallanffy (VBGF) é mais indicado
para descrever o crescimento de organismos em plena fase de exploragéo (DIAS, 2008).
As melhores estimativas foram escolhidas, levando em consideracdo o0s aspectos
bioldgicos ja conhecidos para a espécie, como também a partir da definicdo do score do
programa que determina o ajuste da curva aos dados observados, definido como Rn. O
Rn assume valores que oscilam de 0 a 1, quanto mais préximo de 1 melhor o ajuste da
curva e a estimativa dos parametros populacionais.

A partir da definicdo de todos os parametros de crescimento, utilizando a
equacdo de Von Bertalanffy para determinacdo das idades, uma curva de idade por
comprimento médio dos intervalos de classes (Lt) foi confeccionada. O indice de
desempenho de crescimento (¢) foi calculado, a partir da relagdo entre Loo e k, para a
comparacgdo das equaces de crescimento da espécie, no presente estudo e em diferentes
locais e periodos citados na literatura, como indica Fonteles-Filho (2011). A idade
maxima (tmax) foi calculada a partir da equacédo inversa de VBGF, definida para idade,
levando em consideracdo o valor de L como sendo Lggw, €m que 0 comprimento da
concha corresponde a 99% do comprimento assintético como proposto por Sparre et al.
(1989).

Para as estimativas das taxas de mortalidade, foram utilizadas diferentes
metodologias. A taxa instantanea de mortalidade natural (M) foi determinada a partir de
uma férmula empirica, proposta por Then et al. (2015) aplicada ao software R, que
utiliza os dados referentes aos parametros de crescimento (k e Loo) como pressupostos
para definir a taxa de mortalidade natural. Ja a taxa instantanea de mortalidade total (Z)
foi calculada com base na curva de captura linearizada da espécie, que leva em
consideracdo as frequéncias de comprimento dos individuos e a captura referente a cada
grupo. A curva de captura informa a sobrevivéncia dos individuos por classe etaria.
Portanto, a mortalidade total foi obtida a partir do ajuste de uma regresséo linear, do
tipo y = a-bx, aos dados com tendéncia decrescente na curva, onde o coeficiente b = -Z.

A mortalidade por pesca (F) foi obtida a partir da subtracdo da mortalidade
natural (M) e da taxa de mortalidade instantanea total (Z), onde Z = M + F, gerando
assimF=M- Z

A taxa de exploracdo pesqueira (E) foi obtida através da razdo entre a
mortalidade por pesca e a mortalidade total (E = F/Z).

Os periodos de recrutamento dos dois anos de amostragem deste estudo foram

avaliados a partir da andlise de progressdo modal, onde os diferentes grupos etérios
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foram investigados através das distribuicBes de frequéncia de comprimento. O intervalo
de classe para este tipo de analise foi determinado a partir da férmula proposta por
Sturges 1926 (k = 1 + 3,322(1og10 n), onde “k” representa o numero de classes e “n” o
numero de observagdes, estimando assim um intervalo de classe de 1,6 mm no presente
estudo. Os percentuais mensais do nimero de recrutas foram calculados com o objetivo
de verificar as variagdes mensais e anuais do recrutamento desta espécie.

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi calculado, no software Past 3.23
(HAMMER, 1999), para verificar as relacdes entre as taxas mensais de Mortalidade e
Recrutamento e os fatores abioticos (Salinidade e Pluviosidade).

O modelo analitico de avaliacdo de estoque pesqueiro de Beverton e Holt
(1956), que verifica o rendimento relativo por recruta (Y/R), foi escolhido, devido sua
versatilidade, para a definicdo do rendimento maximo sustentavel e taxa de exploragédo
pesqueira maxima registrada para Anomalocardia flexuosa no estuario Apodi-Mossoro.
Esta analise foi desenvolvida no software FISAT 1l (GAYANILO et al., 2005), devido a
facilidade de aplicacdo do modelo e maiores riqueza dos detalhes das informacdes.

O modelo de rendimento por recruta exige, como dados de entrada, os valores
dos parametros populacionais calculados para a espécie, além de uma estimativa de
tamanho de captura (Lc). A pesca de Anomalocardia flexuosa nesta regido estuarina
ocorre, preferencialmente, através da coleta manual dos individuos, o que dificulta a
determinacdo do Lc. Silva et al. (2011), através da coleta de conchas ap6s a
mariscagem, verificaram que individuos abaixo de 20 mm sdo poucos frequentes, no
entanto ainda sdo selecionados. A classe de comprimento mais explorada pela pesca
desta espécie nesta regido compreende os individuos de 22 a 26 mm de concha.

Portanto, neste estudo, 0s modelos de rendimento por recruta serdo aplicados sob
dois cenarios de pesca. O primeiro com valor definido para Lc de 16 mm, que
corresponde ao comprimento medio do menor individuo capturado pelos marisqueiros
desta regido. Ja para o segundo cenario, o valor de Lc atribuido sera de 24 mm, que foi
o valor central de comprimento da classe que apresentou maior frequéncia na captura.

Razdes entre Lc/Loo e M/k foram obtidas como pressupostos bésicos para
plotagem da curva de rendimento relativo por recruta. Pela curva, foi possivel
determinar a captura e a taxa de exploracdo maxima, além da definicdo de 3 pontos de
referéncias biologicos, que servem como indicativos de projeces a longo prazo das
captura. Estes pontos sdo: Eio, Eso, Emax. O E1o indica o local na curva de rendimento

que representa 10% da inclinacdo e simula a taxa de exploracdo deste rendimento. Eso
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representa 50% da biomassa desovante (Biomassa por recruta — B’/R) em relagdo a
biomassa virgem. Enquanto Emax sugere a taxa maxima de exploracdo que corresponde
ao rendimento maximo do estoque, ou seja, o limite onde o rendimento do estoque ndo
apresenta perdas significativas em sua estruturacdo, apoOs este valor os riscos de
sobrepesca sao bem elevados.

Portanto, para verificacdo do estado de exploracdo atual da espécie, a taxa de
exploracdo obtida para Anomalocardia flexuosa foi comparada com as indicagdes das

projecdes do modelo.

14 RESULTADOS

14.1 Dinamica populacional de Anomalocardia flexuosa

Devido, a amplitude de variacdo do comprimento da concha, os agrupamentos
com maiores intervalos de classe foram os que apresentaram melhores resultados dos
parametros e melhores ajustes do método computacional.

Durante os dois anos de amostragem, foram coletados 135.713 individuos, com
comprimento da concha entre 0,3 mm e 29,8 mm. O intervalo de classe que apresentou
o melhor valor do ajuste Rn e melhor estimativa dos pardmetros de crescimento foi de
5,2 mm. Todas as demais analises foram executadas utilizando-se este intervalo de
classe para montagem das tabelas de frequéncia de comprimento. Com exce¢do dos
histogramas de frequéncia de comprimento para analise de progressdo modal, onde o
intervalo de classe segue a recomendacéo da formula de Sturges.

Na tabela 1, estdo listados todos os valores dos parametros populacionais
definidos pelas analises no software R e na rotina ELEFAN. Vaérias estimativas dos
parametros de crescimento, com excelentes valores do score Rn, foram obtidas, no
entanto, os valores definitivos utilizados como referéncia para os parametros foram
escolhidos também com base nos conhecimentos prévios sobre a biologia de
Anomalocardia flexuosa. A melhor curva de crescimento ajustada aos dados determinou
um score Rn de 0,90, indicando um Loo de 34 mm e K igual a 0,7 (Tabela 3).

A partir da definicdo destes parametros, foi possivel definir uma curva de
crescimento, onde podemos observar os comprimentos médios de cada classe e as
referidas idades correspondentes (Figura 14). Assim, a idade maxima registrada para a

A. flexuosa foi de 2,31 anos, que representa 99% do comprimento assintético.
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Tabela 3 — Parametros da populagdo de Anomalocardia flexuosa do estuario Apodi-Mossoro, Rio Grande
do Norte. L o indica o comprimento assintotico, K o pardmetro de curvatura do crescimento, Rn indica o
ajuste do método computacional, ¢ indice de performance de crescimento, Z taxa instantanea de
mortalidade total, F taxa instantdnea de mortalidade por pesca, M taxa instantanea de mortalidade natural,
E taxa de exploracéo, tmax idade maxima.

Atributos populacionais

L oo (mm) 34,0
K (ano?) 0,70
Rn 0,90
0] 2,91
Z 1,79
F 0,80
M 0,99
E 0,45
tmax (an0) 2,31
Comprimento médio (mm) 14,46
Menor tamanho (mm) 0,30

Maior tamanho (mm) 29,80
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L (t) = 34,0 * [1-exp (-0,7(t-0,94))]
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Figura 14 — Curva de crescimento estimada, com as respectivas relagdes de idade x comprimento, para
Anomalocardia flexuosa no estuario Apodi-Mossor6, predita a partir da equagdo de crescimento de Von
Bertalanffy.

Em relacdo a mortalidade, o valor obtido para a taxa instantanea de mortalidade
natural (M) foi de 0,99 e para a mortalidade total Z = 1,79 (Tabela 3). A curva de
captura linearizada informou apenas um periodo de mortalidade, concentrado nos
individuos adultos (Figura 15). Com a subtracdo das duas referidas taxas temos o valor
da mortalidade por pesca, que corresponde a 0,80. A taxa de exploracdo pesqueira para
A. flexuosa foi de 0,45 (Tabela 3).
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Figura 15 — Curva de Captura Linearizada ajustada para Anomalocardia flexuosa no estuario Apodi-

Mossoro.
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A taxa de mortalidade mensal variou bastante durante os dois anos de
amostragem, registrando os maiores valores nos meses de Janeiro de 2016 para o
primeiro periodo de estudo (Z = 1,61) e Abril de 2017 (Z = 1,69), durante o segundo
periodo. Os menores valores ocorreram nos meses de Junho de 2016 e Junho, Setembro
e Outubro de 2017. No geral, apresentando tendéncia decrescente, com excecdo dos
meses de mar¢o e abril, acompanhando o aumento do indice de pluviosidade (Figura
16).

Individuos recrutas estavam presentes em praticamente todo o periodo de estudo.
Para o primeiro ano de amostragem (novembro/2015 a outubro/2016), os recrutas foram
mais frequentes especialmente durante os meses de novembro e dezembro de 2015 e
janeiro, julho, agosto e setembro de 2016.

Durante 0s meses de novembro e dezembro de 2015 foram identificadas 3
coortes para A. flexuosa no estuario Apodi-Mossor6. Uma coorte de juvenis com
comprimento de até 2,5 mm e duas de adultos com em média 18,5 mm e 22 mm,
provavelmente em decorréncia de eventos p6s desova dos meses anteriores e de
recrutamento para o periodo analisado. A partir de Janeiro até junho de 2016 duas
coortes bem nitidas passaram a ser acompanhadas. Isto aconteceu devido
principalmente a progressdo de uma coorte de adultos que foi sendo progressivamente
substituida e deixou de ser observada em Janeiro. Desta forma, passando assim de um
periodo anterior de 3 para 2 coortes, 0 que permitiu que o percentual de recrutas no més
de Janeiro fosse maior ao observado nos meses anteriores.

Em julho de 2016, ocorreu o surgimento de uma nova terceira coorte, sendo
essas trés Ultimas coortes observadas durante todos os 4 meses finais do primeiro
periodo de estudo. A coorte que surgiu durante os primeiros meses de amostragem foi

acompanhada durante praticamente todo o primeiro ano de amostragem (Figura 17).
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Figura 16 — Variagbes mensais da taxa instantanea de mortalidade total (Z) de Anomalocardia flexuosa e

precipitagdo pluviométrica no estuario Apodi-Mossor6 durante o periodo de novembro/2015 a

outubro/2017.

O segundo periodo de avaliacdo das progressdes modais compreendeu 0s meses
de Novembro de 2016 a Julho de 2017. A coorte que surgiu em julho/2016 continuou a
ser observada nos meses seguintes, incluindo novembro e dezembro de 2016 e nos
meses referentes a 2017. Assim como também novas coortes surgiram entre dezembro
de 2016 e Janeiro de 2017, que foram acompanhadas ao longo do periodo de estudo e
apresentaram  provavelmente elevada sobrevivéncia ja que participaram
expressivamente das classes de comprimento superiores, especialmente entre Fevereiro
e Abril de 2017 (Figura 18).

A alta incidéncia de individuos adultos entre os meses de dezembro de 2016 a
marco de 2017 se deve a eventos p6s desova do ano de 2016, com desovas continuas
durante todo o periodo.

Coortes também foram sendo substituidas durante este segundo periodo entre 0s
meses de maio a junho de 2017, passando mais uma vez de momentos com 3 coortes

para 2 coortes.
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Figura 17 — Histogramas mensais de frequéncia de comprimento da concha de A. flexuosa no estuério

Apodi-Mossor6 durante o periodo de Novembro de 2015 & Outubro de 2016. As setas indicam as

diferentes coortes observadas em cada més.
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Figura 18 — Histogramas mensais de frequéncia de comprimento da concha de A. flexuosa no estuério
Apodi-Mossor6 durante o periodo de Novembro de 2016 & Julho de 2017. As setas indicam as diferentes

coortes observadas em cada més.

Na figura 19, é possivel observar que as variagdes mensais do percentual de
recrutas seguem padrdes similares as taxas de mortalidade, nas quais, os periodos onde
ocorrem incremento no percentual de recrutas coincidem com o aumento da taxa de
mortalidade. Os maiores percentuais de recrutas foram registrados durante os meses de
Novembro de 2015 e Janeiro de 2016 para o primeiro ano de amostragem, apds este

periodo tanto o numero de recrutas quanto a taxa de mortalidade decrescem. Para o
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segundo ano, novamente, 0s meses entre Novembro de 2016 e Janeiro de 2017
apresentaram 0s maiores registros nos percentuais de recrutas, com reducdo logo apos
este periodo. A taxa de mortalidade segue 0 mesmo padrdo para este segundo periodo
também, com reducdes mais expressivas apos 0s eventos de recrutamento (com excecao
de abril de 2017) (Figura 19).

Uma relacdo direta, positiva e forte (rs = 0,71) foi obtida, através do coeficiente
de correlagdo de Sperman, entre taxa de mortalidade total e porcentagem de recrutas, 0
que mais uma vez confirma a relacdo entre mortalidade e recrutamento. As variaveis
abioticas, salinidade e precipitacdo, ndo apresentaram correlacdes significativas com
recrutamento (p>0,05, Salinidade rs = 0,38, Precipitacdo rs = 0,40).
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Figura 19 — Varia¢fes mensais das taxas de recrutamento (R) e mortalidade total (Z) para A. flexuosa no
estuario Apodi-Mossor6 durante o periodo de novembro/2015 a outubro/2017.

14.2 Avaliacdo do estoque e determinacdo do rendimento por recruta maximo

sustentavel para o estoque de Anomalocardia flexuosa

As modelagens de avaliacdo de estoque para A. flexuosa incluiram os dois
cenarios de pesca definidos anteriormente. Os resultados obtidos, para o primeiro
cenario (a), indicam um Emax = 0,67, E10 = 0,56 e Eso = 0,35 (Figura 20a). A taxa de
exploracdo atual definida para este estoque, com base nos parametros de mortalidade
calculados no presente estudo, foi de 0,45, valor abaixo do maximo registrado para esta

espécie pelo modelo de avaliagdo de rendimento por recruta (Emax= 0,67).
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Figura 20 — Curvas de taxa de exploracdo (E) por Rendimento por Recruta (Y/R) e Biomassa por recruta
(B’/R) em dois diferentes cenarios de pesca (a e b) com diferentes tamanhos de captura (Lc). a) cendrio de
pesca indicando Lc¢c = 16 mm de concha, b) cenério de pesca indicando Lc = 24 mm de concha. Esp indica
a taxa de exploracdo para 50% da biomassa virgem, E1oexploracdo em 10% da inclinagdo da curva e Emax

taxa maxima de exploracao sustentavel.

De acordo com as projecdes obtidas pelo modelo do cenéario a, levando em
consideracdo o E atual de 0,45, se ocorrer um aumento na taxa de exploracdo de 0,15
registrando um E = 0,60, préximo do rendimento maximo, o rendimento por recruta
sera aproximadamente 4,2% maior que o anterior. No entanto, a reducdo na biomassa
por recruta seria de 68,3%. J& se ocorre uma reducdo da taxa de exploracdo atual para
um E = 0,40, a reducdo no rendimento por recruta seria de apenas 8,3%, contudo o
incremento na biomassa por recruta seria de 36,6%, 0 que, possivelmente, garantiria
uma maior estabilidade ao estoque pesqueiro (Tabela 4).

O segundo cenario (b) definiu Emax = E10= 1,00 e Eso = 0,43 (Figura 20b). As
projecdes do cenario b para o rendimento por recruta, aumentando-se o valor de E atual
de 0,45 para E = 0,60, como foi realizado anteriormente, indicam que o rendimento
sofreria um incremento de 12%, enquanto a biomassa reduziria 25,9% (Tabela 4). No
caso de um reducdo da taxa de exploracdo para E = 0,4, verifica-se que o rendimento
reduziria 16,3%, mas a biomassa aumentaria 22,2% do valor registrado atualmente.

O valor da taxa de exploragdo corrente (E = 0,45) ultrapassou a taxa que
proporciona 50% da biomassa do estoque virgem (Eso<E) nos dois cenarios. Ambos
cenarios apresentam oscilacfes bastante expressivas, especialmente, para a Biomassa

por recruta, caso ocorra aumento na taxa atual de exploracdo pesqueira.
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Tabela 4 — Taxas de exploragdo (E) e estimativas dos Rendimentos por Recruta (Y/R) e Biomassa por

Recruta (B’/R) em diferentes cenarios de pesca (a e b) obtidos para A. flexuosa no estuario Apodi-

Mossord. Os valores em negrito representam as taxas definidas para as projeces de aumento e reducédo

da taxa de exploracéo.

E YR (a) B'/R (a) YIR (b) B'/R (b)
0,2 0,027 0,684 0,024 0,732
0,3 0,037 0,544 0,034 0,608
0,4 0,044 0,418 0,043 0,491
05 0,048 0,306 0,050 0,382
0,6 0,050 0,210 0,056 0,283
0,7 0,048 0,131 0,059 0,194
0,8 0,044 0,070 0,061 0,117
0,9 0,038 0,027 0,061 0,052
1,0 0,031 0,000 0,059 0,000

Tabela 5 — Resumo das estimativas dos pardmetros populacionais de crescimento para A. flexuosa em

diferentes regides do Brasil, publicados durante os Gltimos 10 anos.

Latitude Salinidade k Loo  tmax ¢  Autores

22°56’° S - 0,71 37,62 2,64 3,00 Mattose Cardoso (2012)
23°37° S 24-30 0,53 42,47 334 298 Corteetal. (2015)
04°55° S 15-47 0,61 28,68 - 2,70  Rodrigues et al. (2013)
04°55* S 10-49 0,48 29,87 - 2,63 Rodrigues et al. (2013)
23°49’ S 32-35 0,37 46,03 341 2,89 Corteetal. (2017)
04°56° S 24-59 0,71 34,00 2,31 290 Presente estudo
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15 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam que, para o estuario Apodi-Mossoro,
Anomalocardia flexuosa apresenta crescimento e recrutamento continuos, com menores
indices de mortalidade durante o periodo chuvoso.

Os parametros de crescimento, definidos no presente estudo, exibiram valores
diferentes aos registrados para outras regides do pais. Contudo, os valores de ¢ foram
bem similares, o que demonstra que mesmo com as diferenciagdes entre 0s parametros,
0 crescimento ainda é eficaz e os valores podem refletir bastante as relacbes destes
parametros nas diferentes areas (Tabela 5).

Rodrigues et al. (2013), coletando em praias adjacentes a regido estuarina do
presente estudo nos anos de 2007 a 2008, registraram valores de k e Loo abaixo aos
definidos no presente estudo. Estes mesmos autores relatam que, durante o periodo de
estudo, as pluviosidades foram consideradas atipicas para a regido, onde o excesso de
chuva ocasionou reducdo expressiva na abundancia de A. flexuosa.

Como ja foi verificado no capitulo 1 desta tese, a precipitacdo apresenta
correlacdo, mesmo que fraca, positiva com abundancia desta espécie, neste estuario, o
que indica incidéncias de efeitos positivos sobre a densidade desta populagéo. Contudo,
precipitacOes elevadas ndo sdo comuns para esta regido, o que interferiu na regulacéo da
abundancia de A. flexuosa. Consequentemente, a chuva, também, age sob os processos
de regulacdo de sobrevivéncia, que serdo descritos logo em seguida. Este fato pode ter
afetado a representatividade das frequéncias de comprimento e com isso 0s ajustes dos
métodos computacionais e nas estimativas dos parametros. Além disso, um periodo de
tempo de 8 anos entre as amostragens pode indicar também mudancas na estruturacdo
desta populacéo.

Os demais trabalhos que, em sua maioria, definiram estimativas dos parametros
de crescimento para A. flexuosa, registraram valores de Loo maiores e k menores que os
valores calculados no presente estudo (Tabela 5). Estudos estes, desenvolvidos na
regido sudeste do Brasil.

Organismos que habitam regides de maior latitude podem apresentar variaces
em seu crescimento, apresentando maiores tamanhos e menores taxas de crescimento,
seguindo a lei de Bergmann (BLANCKENHORN e DEMONT, 2004). Menores
temperaturas podem ocasionar modificagdes no metabolismo, permitindo um

crescimento mais lento, além de afetar outros processos como respiracéo e alimentacao
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(ATKINSON e SIBLY, 1997; ANGILLETA et al., 2004). Em regides frias, o
prolongamento do crescimento pode retardar inclusive processos reprodutivos
(ANGILLETA et al., 2004) e assim diferenciar os aspectos da historia de vida das
especie. Isto, provavelmente, ajuda a explicar as diferencas entre os valores obtidos para
a regido sudeste (CORTE et al., 2015, 2017 e demais estudos — tabela 5) e nordeste do
Brasil (presente estudo) dos parametros de crescimento para A. flexuosa.

Comparando os valores do coeficiente de crescimento k nas diferentes
localidades onde A. flexuosa foi estudada (Tabela 5), podemos observar que o presente
estudo obteve uma das maiores taxas de crescimento para a espécie. Os organismos
podem estar direcionando energias em crescer mais rapidamente para atingir maiores
tamanhos. Maiores velocidades de crescimento fazem com que os individuos atinjam o
tamanho de maturacdo mais rapidamente (ANGILLETA et al., 2004) e participem do
estoque adulto, garantindo a renovacgédo da populacdo com mais sucesso.

Oscilagdes sobre os aspectos de histéria de vida entre regiGes tropicais e
subtropicais também j& foram descritas para outras espécies de bivalves, como Tivela
mactroides (TURRA et al., 2014) e Donax hanleyanus (HERRMANN et al., 2009).

Os processos densidade-dependentes também podem agir regulando as
estimativas dos parametros de crescimento, jA que a abundancia pode atuar sobre a
competicdo por espaco e por recurso (TURRA et al., 2013). Como relatado no capitulo
1, os bancos de A. flexuosa, registrados no presente estudo, apresentaram elevadas
densidades. Crescer rapidamente pode ser vantajoso em condicdes de elevada
abundancia, para garantir renovacao da populagdo, permitindo espaco e recurso para as
novas coortes. As conchas coletadas no presente estudo, por muitas vezes, apresentaram
deformacdes e fragilidades (observacdo pessoal) incomuns para a espécie que
caracteriza-se pela concha inflada e sélida (DENADAI et al., 2006), o0 que pode também
ter ocorrido devido as peculiaridades de crescer em maior velocidade em bancos de
elevada abundancia. No entanto, estas deformacdes ainda estdo sendo melhor avaliadas.

As estimativas de tmax, que retratam a longevidade da espécie, na maioria das
vezes, diferem bastante entre os trabalhos, devido, especialmente, as diversas
metodologias existentes para o calculo deste parametro, mas auxiliam na compreensao
destas caracteristicas da historia de vida do animal.

Avaliando a velocidade de crescimento (k), o comprimento assintotico (L) e a
idade méxima (tmax) Obtidos para A. flexuosa, no presente estudo, € possivel concluir

que a espécie apresenta crescimento rapido para alcancar um comprimento maximo
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inferior, e em um periodo de tempo de vida menor, comparado a outras regides do
Brasil (Tabela 5). Maiores valores de taxa de crescimento podem indicar metabolismo
mais acelerado, o que reduz o tempo de vida util da populacdo (TURRA et al., 2013).
Portanto, as caracteristicas do habitat podem estar proporcionando modificacbes nos
aspectos de historia de vida da espécie. Especialmente em estuarios tropicais, como
também relatam Monti et al. (1991), que definiram um ciclo de vida de até dois anos
com menores tamanho e um crescimento relativo.

Variagbes mais expressivas na salinidade, principalmente relacionadas aos
episddios de chuva, exercem um importante papel nas oscilagdes de abundéncia e na
biologia populacional desta espécie (BARREIRA e ARAUJO, 2005; BELEM et al.,
2013; BOEHS, et al., 2008; CORTE et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2013). No presente trabalho, a relacdo entre precipitacdo e
densidade foi positiva, além do que os registros de abundancia da espécie foram
bastante elevados.

Levando em consideracdo que este estuario € considerado um ambiente
hipersalino, as chuvas podem ndo ocasionar grandes diluicdes na agua e interferir
menos na sobrevivéncia. Logo, o aporte de matéria organica carreado com a chuva
serve de fonte de alimento para 0s organismos, 0 que pode favorecer a abundancia e o
crescimento. Assim, em densidades maiores, a espécie precisa crescer mais rapidamente
para conseguir atingir um tamanho de maturacdo em curto periodo, se reproduzir, gerar
descendentes e, com isso, concluir seu ciclo em menor tempo de vida para garantir uma
estabilizagc&o da populacéo.

Desta forma, a relacéo entre fatores abioticos e o crescimento dos animais pode
ofertar informacdes bastante relevantes ao estudo de historia de vida das espécies,
especialmente sobre a ocorréncia e caracterizacdo de trade-offs e das diversas
adaptacGes. Outros fatores exdgenos/antropicos também podem interferir nas variacoes
dos parametros de crescimento, especialmente se as populacbes sdo exploradas
comercialmente.

A atividade pesqueira pode ocasionar modificagbes nestes parametros a partir da
intensidade de mortalidade aplicada ao estoque. Reducdes na amplitude e média de
comprimento dos organismos que estdo submetidos a exploracdo pesqueira podem
sugerir baixa produtividade (FONTELES-FILHO, 2011). Trabalhos realizados em
épocas anteriores e na mesma area de estudo (BELEM et al., 2013; RODRIGUES et al.,

2013) ndo apresentaram grandes variacoes na amplitude de comprimento dos
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individuos, comparando-se aos coletados durante o presente periodo. Além disso, 0s
individuos de maior tamanho foram mais frequentes nas amostragens durante os dois
anos de analise. Assim, estes fatos ainda ndo apontam indicios de sobrepesca para este
estoque.

A taxa instantanea de mortalidade total obtida para o presente estudo foi bem
similar aos valores obtidos por Corte et al. (2015) e Corte et al. (2017). Estes mesmos
autores indicaram dois periodos, um para juvenis e outro para adultos, de maior
incidéncia de mortalidade para a espécie na regido Sudeste do Brasil, diferentemente do
observado neste estudo. Mattos e Cardoso (2012), também em estudos na regido
Sudeste, determinaram um valor de mortalidade bem acima dos demais estudos. Eles
indicam que as oscilagbes de temperatura e o suprimento alimentar podem estar
interferindo na sobrevivéncia desta espécie. Desta forma, fatores locais séo
determinantes para andlises das interferéncias das oscilacbes de sobrevivéncia das
espécies.

A estimativa de mortalidade total demonstra uma maior participacdo da
mortalidade natural dentro da taxa geral obtida para a espécie no presente estudo. Com
isto, provavelmente, os processos ambientais, bioldgicos e ecoldgicos ainda podem estar
exercendo maior influéncia que a pesca sobre a estruturagéo desta populacao.

As oscilagdes mensais da taxa de mortalidade total indicam para o primeiro ano
uma tendéncia decrescente de Z em relacdo aos periodos de maior pluviosidade. Periodo
este que também coincidiu com elevadas densidades (resultado do capitulo 1). Para o
segundo ano, durante os meses de margo e abril, Z sofreu um incremento. O maior
registro de chuva para todo o periodo analisado ocorreu em fevereiro de 2017, o que
pode ter ocasionado esta mortalidade mais intensa nos meses de marco e abril, uma vez
que os efeitos sobre as populacfes ndo sdo imediatos. As precipitacdes mais elevadas
podem ocasionar mortalidades mais expressivas (BELEM et al., 2013; BOEHS et al.,
2008; MONTI et al., 1991).

Ainda em relacdo as estimativas de taxa de mortalidade, a curva de captura
indicou a existéncia de um periodo mais expressivo de mortalidade, especialmente de
individuos adultos, que sdo mais susceptiveis a exploracdo pesqueira ou sujeitos a
mortalidade natural por competicdo ou velhice. Assim, a pesca pode ainda ndo ser a
principal fonte de mortalidade desta espécie, mas parece contribuir significativamente
para a remocdo de individuos deste estoque. Além disto, A. flexuosa apresenta

autoregulacdo de densidade, especialmente entre abundancia de juvenis e adultos
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(BOEHS, 2000), o que interfere na sobrevivéncia. Ja que os individuos adultos também
podem ser acometidos com eventos de mortalidade em massa regulados pelo processos
de oscilagdes de densidade (TURRA et al., 2013).

Anomalocardia flexuosa apresenta ciclo reprodutivo continuo em areas
estuarinas do nordeste brasileiro (BARREIRA e ARAUJO, 2005; GROTTA e
LUNETTA, 1980; LAVANDER et al., 2011; LUZ e BOEHS, 2011), o que justifica a
presenca de individuos de menor tamanho durante todo o periodo de estudo. Barreira e
Araujo (2005) constataram, em uma regido estuarina proxima a area do presente estudo,
dois periodos de maior liberagdo de gametas, um ocorrendo entre os meses de julho a
outubro e um segundo entre os meses de fevereiro a abril. Padrdo similar deve ocorrer
no estuario Apodi-Mossoro, onde, de acordo com as progressdes modais observadas nos
resultados do presente estudo, o primeiro periodo de desova, provavelmente, favoreceu
0 recrutamento dos juvenis entre novembro e janeiro, e o segundo periodo proporcionou
0 recrutamento dos juvenis em julho de 2016.

Estudos realizados no litoral de S&o Paulo informam a existéncia de duas a trés
coortes anuais para A. flexuosa (ARRUDA-SOARES et al., 1982; CORTE, 2011;
SCHAEFFER-NOVELLLI, 1980). Assim como também observaram, Monti (1991) em
uma ilha caribenha, e Boehs (2008) no Parana.

Na presente area de estudo e em regides proximas, Rodrigues et al. (2013),
informaram a ocorréncia de trés coortes anuais, que segue o padrdo encontrado no
presente estudo. Contudo, o periodo e a representatividade do recrutamento
apresentaram distingdes entre os trabalhos. O fato das amostragens terem ocorrido em
periodos de pluviosidades atipicas na regido, que influenciaram na abundancia da
espécie (RODRIGUES et al., 2013) e consequentemente na representatividade das
frequéncias de comprimento, pode ter interferido nos acompanhamentos das
progressdes modais, ja que a espécie apresenta intensos processos que sdo regulados
pela densidade (processos densidade-dependentes).

A substituicdo de uma coorte de adultos por uma de juvenis de maior
representatividade em Janeiro de 2016, no presente estudo, corrobora com as
observagdes de competicdo intraespecifica ja mencionada para a espécie em estudos
anteriores e discutidas aqui anteriormente. A remocao dos adultos proporciona liberagédo
de espaco e maior disponibilidade de recursos alimentares para os juvenis (BOEHS et
al., 2008).
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Desta coorte, inicialmente observada entre novembro de 2015 e janeiro de 2016,
menos da metade dos individuos foram acompanhados e evoluiram para os tamanhos
intermediérios nos meses posteriores, 0 que pode ser um indicativo de mortalidade
durante os primeiros estagios de vida. O recrutamento parece ser quantitativamente mais
importante durante o primeiro pico (nov/15-jan/16), mas o0 sucesso do assentamento
pode ter sido relativamente maior durante o segundo pico (julho/2016) deste primeiro
ano de estudo, pois muitos individuos que recrutaram no més de julho apresentaram
evolucéo do crescimento durante 0s meses seguintes. Este fato pode estar associado aos
eventos pés chuva, que apresentam maior ocorréncia e intensidade durante os primeiros
meses do ano e podem interferir, mesmo que em menores niveis (correlagdo nao
apresentou significancia), no estabelecimento e sobrevivéncia dos novos recrutas. A
elevada abundancia dos organismos nesta area pode mascarar os possiveis efeitos. Além
disto, o incremento da mortalidade nos primeiros meses de recrutamento indica que,
mesmo ndo sendo representativos, diante da elevada densidade, os eventos de
mortalidade ocorrem para juvenis.

Durante o primeiro ano de estudo (nov/2015-out/2016), o pico de pluviosidade
(jan/2016) ocorreu quando os individuos estavam recrutando, 0 que pode ter ocasionado
mortalidade. J& no segundo ano (nov/2016-out/2017), o maior registro de precipitagdo
ocorreu ap6s 0 maior periodo de recrutamento (nov/2016-jan/2017). Deste modo, 0s
juvenis provavelmente ja tinham assentado, 0 que aumentou a sobrevivéncia, ja que sdo
individuos menos vulneraveis que os recrutas. Portanto, a representatividade nas demais
classes de comprimento na progressdo destas modas foi bastante expressiva comparada
ao primeiro pico de recrutamento do primeiro ano de amostragem.

Aspectos bioldgicos como competicdo por espaco e recurso podem também
ocasionar interferéncias na dinamica populacional das espécies, especialmente
relacionadas ao recrutamento e processos densidade-dependentes em filtradores
(DAVID et al., 1997; MATTOS E CARDOSO, 2012). Os maiores picos de
recrutamento podem ocorrer simultaneamente nos periodos de mortalidade dos
individuos considerados adultos. Os histogramas de frequéncia de comprimento e a
andlise de progressdo modal reforcam esta hipotese. Da mesma forma que existem
muitos individuos por area também se torna necessario morrer muitos outros.

Os resultados dos modelos de avaliagio demonstram, na populacdo de A.
flexuosa estudada no presente estudo, em ambos cenarios de pesca, taxas de exploracdes

atuais abaixo do rendimento sustentavel. Entretanto, as projecGes futuras indicam niveis
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de exploracdo preocupantes. Adicionalmente, a curva de captura indicou um periodo
expressivo de mortalidade para individuos adultos, o que pode corresponder a
exploragao pesqueira.

Efeitos sobre o recrutamento sdo mais importantes que as mudancas que podem
ocorrer no crescimento e mortalidade e podem indicar vulnerabilidade dos estoques
(FONTELES-FILHO, 2011). Para A. flexuosa no presente estudo o recrutamento parece
ndo ter sofrido falhas expressivas, onde as coortes recém-recrutadas foram bastante
numerosas e periddicas. A espécie apresentou ainda elevada abundancia, crescimento
rapido, ciclo de vida curto, aspectos estes que também podem favorecer a plena
recuperacdo dos estoques, dependendo dos niveis de exploracdo aplicados.

Esta falsa impressdo ocasionada pela elevada abundéncia de A. flexuosa pode
mascarar as conclusdes sobre as oscilacbes dos estoques pesqueiros. Ja que as maiores
densidades muitas vezes estdo acompanhadas de recrutamentos bem expressivos, 0 que
pode estar relacionado a maior remoc¢do dos individuos adultos e garantindo assim
espaco e recursos para juvenis. Aspectos estes ja relatados para a espécie em outras
regibes. Além disto, a elevada densidade pode ndo proporcionar maior biomassa
(SILVA-CAVALCANTI e COSTA 2011), j& que os individuos podem maturar mais
rapidamente e assim ndo apresentar incorporagdes no crescimento.

Porém, ndo foram observadas, ainda, reduces significativas nos comprimentos
dos individuos amostrados atualmente, que possam indicar estagio de sobrepesca. Os
modelos de avaliacdo indicaram rendimento atual inferior ao maximo sustentavel. Além
do que, o comprimento de maturacdo (Lso = 13,8 mm) definido para a espécie no
corrente estudo (Capitulo 2) esta abaixo do tamanho de captura registrado por Silva et
al. (2011), e dentro das estimativas de tamanho de maturacao ja obtidas para a espécie
por Barreira e Araldjo (2005) em estudos histolégicos.

A definicdo do rendimento maximo sustentavel para uma espécie ocorre quando
a exploracdo apresenta elevada produtividade, o que ocasiona aumento na densidade,
onde a captura pode ser formada por individuos de médio porte, que sdo muito
numerosos e garantem a incorporagdo de novos recrutas. Neste caso a populacdo
continua em equilibrio, em seu estado de exploracdo 6timo, mas com intensa remogéo
da biomassa excedente (FONTELES-FILHO, 2011), aspectos estes que parecem ocorrer
no presente estudo para A. flexuosa, onde o rendimento maximo esta proximo de ser

alcancado. A populacdo se encontra em seu estagio de exploracdo Otima, porém, as
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projecdes indicam que isto pode ndo permanecer caso 0 esforco de pesca ou taxas de
capturas ndo sejam mantidas sob controle.

Mesmo com aplicagdo de técnicas mais seletivas, como coleta manual, com
incidéncia de pesca sobre os individuos de maior comprimento, e pelas caracteristicas
bioldgicas/ecoldgicas da espécie citadas anteriormente, a taxa de exploracdo empregada
pode indicar, inicialmente, estagios de alerta para o estado de conservagdo do recurso na
area estudada.

As projecOes relataram baixos incrementos no rendimento, mesmo em diferentes
valores de estimativas do tamanho de captura. Segundo Feitosa et al. 2004, estes
resultados podem indicar incidéncias futuras do comprometimento do estoque e
estabelecimento do estado de sobrepesca, que por enquanto ndo foi alcangado. Defeo
(2003) cita ainda que pescarias de invertebrados bentdnicos se tornam ainda mais
susceptiveis ao esgotamento repentino dos recursos devido as agregacGes que 0s
organismos podem formar, o que facilita a acentuada exploracéo.

Para que ndo ocorra o colapso desta pescaria a longo prazo, o corrente estudo
ainda indica reducdes mais expressivas nas taxas de exploracdo aplicadas ao recurso e
consequentemente nas taxas de captura da espécie, 0 que pode garantir o equilibrio na
estrutura da populacdo. Para isto, a implantacdo de cotas talvez seja primordial a
garantia do estabelecimento do estoque em condic¢des ideais e para a manutencdo das
capturas. No entanto, as oscilacbes do esforco de pesca deste tipo de pescaria limita as
aplicacbes das estratégias de manejo indicadas. Além disso, a informalidade da
atividade também acarreta sérios problemas na quantificacdo do esforco de pesca.

Lembrando que este foi o primeiro estudo de avaliagdo de estoque desta espécie
no Brasil. Foram levados em consideracdo dados populacionais de apenas dois anos de
coleta, assim, mesmo que os parametros aqui obtidos, sejam reflexos da biologia da
espécie para esta regido, dados sobre a composicdo e expressividade das capturas e
esforgo de pesca podem auxiliar nas estimativas dos modelos de produgdo e tornar
assim mais robustas as conclusdes sobre as interferéncias da pesca neste estoque.

Um dos principais desafios dos estudos de dinamica pesqueira é separar 0S
efeitos da pesca, dos demais, sobre a estrutura de uma populagéo (BLAUBER et al.,
2000). Além disto, a comprovacdo dos potenciais impactos causados pela pesca nos
estoques sao de dificil determinacdo (GRAY, 2016) No entanto, para o presente estoque

a pesca parece ainda ocasionar efeitos reversiveis. Assim, pode-se concluir que A.
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flexuosa apresenta ampla resisténcia e resiliéncia aos fatores de mortalidade que
removem individuos da populagdo, quer sejam naturais ou antrdpicos.

Os processos densidade-dependentes parecem interferir bastante na regulacdo
desta populacéo e isto pode sinalizar que os fatores ambientais/biologicos e de pesca
podem estar agindo sobre a estruturacdo e estabilizacdo desta populacdo. A
continuidade de estudos de monitoramentos a longo prazo podem facilitar e melhorar a
compreensdo das suposicdes sugeridas anteriormente. Além de garantir o estado de

conservacao da espécie.
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Capitulo 1V — Relagdes simbioticas entre a Anomalocardia flexuosa e

microbiota em um estuario hipersalino.

17 INTRODUCAO

Os moluscos apresentam adaptacGes para sobreviverem nas mais diversas
condicBes ambientais, incluindo ambientes extemos como estuarios hipersalinos, lagoas
litoraneas, regibes &ridas costeiras e salinas. Especialmente os bivalves apresentam
dominéncia em densidade, biomassa e produtividade dentro destes ecossistemas
(HICKMAN, 2003).

Em ambientes hipersalinos, a osmorregulacéo para organismos filtradores é um
mecanismo que pode sofrer flutuacGes. Copeland (1967) cita que o aumento da
salinidade pode afetar o balanceamento de ions presente na agua, pH, solubilidade e
disponibilidade de oxigénio, exigindo assim do animal regulacGes no metabolismo para
permitir seu estabelecimento, adaptacao e sobrevivéncia.

Além das modificacbes das condicbes fisicas e quimicas do ambiente, a
disponibilidade e acesso aos nutrientes e energia também podem ser afetados. Neste
sentido, 0s microrganismos podem auxiliar neste processo de acessibilidade
(HICKMAN, 2003). Relagcbes de simbioses entre invertebrados marinhos e
microrganismos sdo atualmente bastante citadas na literatura como alternativas para
sobrevivéncia em condicdes de adversidades ambientais, podendo ocorrer em diferentes
grupos, como corais (RABELO et al., 2015), esponjas (WEIGEL e ERWIN, 2016),
ascidias (OLIVEIRA et al., 2012). Para moluscos, Marifio et al. (2018), avaliando as
contribui¢bes da simbiose com microrganismos em espécies da familia Thyasiridae,
verificaram que este tipo de relacdo bioldgica possibilita uma fonte adicional de
nutriente que permite inclusive alocacdo para manutencdo dos processos reprodutivos.

A microbiota associada ao organismo aquatico pode sofrer influéncia do meio
em que vive (OLIVEIRA et al., 2012; RABELO et al., 2015). Entretanto, poucos
estudos avaliam a contribuicdo dos fatores ambientais na diversidade da microbiota
associada a organismos aquaticos, em relac6es de simbioses.

Em ambientes ricos em sulfetos, como manguezais, por exemplo, esta nova

fonte de energia pode ser utilizada pelos organismos marinhos a partir das relagdes de
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simbiose que estes estabelecem com bactérias que sdo capazes de transformar e fornecer
este tipo de energia (FELBECK et al. 1983). A familia Lucinidae apresenta diversos
representantes que possuem simbioses com microrganismos. Alguns deles habitam
areas com deficiéncia de oxigénio e a simbiose com bactérias que oxidam sulfetos
permite a absorcdo de uma nova fonte energética a partir da modificacdo de compostos
organicos (STEWART et al., 2006).

Apesar de sua importancia, a diversidade de bactérias associadas aos moluscos
filtradores, entretanto, ainda € pouco documentada. Em ambientes considerados
extremos, diante das alteracdes ja mencionadas, a simbiose com bactérias pode ofertar
uma nova fonte de absor¢do de energia e nutrientes para sobrevivéncia em condig¢oes
limitadas, reduzindo os custos para manutencdo. Diante disto, este estudo tem como
objetivo avaliar a microbiota associada ao bivalve filtrador Anomalocardia flexuosa em
um estuario hipersalino. Essa avaliacdo foi feita através da Eletroforese em Gel de
Gradiente Desnaturante (DGGE) e por sequenciamento de nova geragéo do gene rRNA
16S. Nessa avaliagdo, comparamos a estrutura da comunidade de simbiontes em trés
areas de um estudrio hipersalino assim como simbiontes associados a outras espécies de

bivalves.

17.1 HIPOTESE

A condigdo de hipersalinidade afeta a composi¢cdo da microbiota associada a
Anomalocardia flexuosa, por assimilacdo através da filtragem da agua. Além disso, o
bivalve em questdo possui uma microbiota propria diferente de outros moluscos

bivalves.

17.2 OBJETIVOS
Objetivo Geral
Avaliar se a estrutura e composicdo da microbiota associada a Anomalocardia

flexuosa ¢ afetada pela condigéo de hipersalinidade.

Obijetivos especificos
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- Comparar a microbiota associada a A. flexuosa em estuario hipersalino e diferentes
espécies de bivalves, com isso avaliar se a microbiota de A. flexuosa é especifica ou
compartilhada por outros bivalves do estuério hipersalino;

- Determinar se existem diferencas na composi¢do da microbiota em diferentes regides
do corpo do animal, especialmente entre branquias e demais regioes;

- Verificar diferencas na composi¢cdo da microbiota associada as branquias de A.
flexuosa coletadas em diferentes regiGes de um estuério hipersalino e compara-la com a
microbiota presente nas amostras de agua;

- Identificar os grupos taxondmicos de bactérias associadas as branquias e restante do
corpo de A. flexuosa e comparar com os bivalves Tivela mactroides e Phacoides

pectinatus coletados na regido.

18 MATERIAS E METODOS
Coleta e processamento das amostras

Foram coletadas amostras de 3 espécies de bivalves, para fins comparativos, na
regido hipersalina que compreende o estudrio Apodi/Mossord, localizado no litoral
oeste do Rio Grande do Norte, regido inserida na Costa Branca (para descri¢cdo da area
de estudo verificar o capitulo 1 desta tese). As espécies foram: Anomalocardia flexuosa
e Tivela mactroides (Born, 1778) ambas pertencentes a familia Veneridae, que
apresentam comportamento e habito alimentar similares, e Phacoides pectinatus
(Gmelin, 1791), bivalve detritivoro pertencente a familia Lucinidae, ja conhecido por
apresentar relacdes de simbioses com bactérias (DOTY, 2015).

Os organismos foram amostrados em trés diferentes regibes desta planicie
estuarina, uma area localizada estuario acima (A), uma segunda area distando 1 km da
area A (B) e uma éarea na regido de foz deste estuario (C) (localizacdo das areas e
descricdo no capitulo 1). As amostras foram recolhidas manualmente até uma
profundidade de 5 cm do substrato marinho e alocadas em sacos plasticos, sendo
transportadas em caixa térmica com gelo ao laboratorio. As conchas dos moluscos,
ainda vivos, foram limpas, seccionadas e amostras das branquias e do tecido do restante
do corpo do animal foram recolhidas para posterior analise molecular. O material foi
armazenado a uma temperatura de -20 °C a extracdo do DNA metagendmico.

Amostras do bivalve A. flexuosa também foram recolhidas em outro estuario

para fins comparativos. O estuario Timonha/Ubatuba, localizado no estado do Ceara, foi
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escolhido por apresentar condi¢cdes ambientais distintas do estuario Apodi/Mossord. Os
critérios para a definicdo do local foram: a ocorréncia da espécie nesta planicie
fluviomarinha e o fato de que esta foi a regido mais préxima que apresenta menor
influéncia das condi¢cfes de semiaridez. O aporte de agua pelas dunas parece influenciar
0S processos estuarinos e garantem a continuidade dos indices ideais de agua doce, ndo
permitindo a salinizacdo destes corpos de &gua durante todo o ano, ja que durante o
periodo chuvoso o aporte de agua doce é garantido (MEIRELES e CAMPQS, 2010). No
estuario Apodi/Mossor0, a agua de origem marinha exerce maior influéncia que o
aporte irregular de agua doce, além das altas taxas de evaporacgéo, favorecendo assim a

hipersalinizagdo constante deste sistema estuarino (MEDEIROS et al., 2018).

Extracdo de DNA das amostras

Os procedimentos de Biologia Molecular utilizados para caracterizar a
microbiota simbionte foram realizados no Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LEWMBIOTECH), do Departamento de Biologia da UFC. A extragio
do DNA das amostras de estudo foi realizada de acordo com o protocolo de extracao de
DNA CTAB 2X (WARNER, 1996). Apo0s extracdo, as amostras de DNA extraidas
foram entdo quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop Technologies, EUA) para
estimar os parametros de qualidade do DNA, indicativos da contaminacdo com
proteinas, fenois, acidos himicos e outros compostos, razdo de absorbancia 260/280 nm
e 260/230 nm.

Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante por meio de Reacdo em Cadeia de
Polimerase com iniciadores para o gene rRNA 16S

Para proceder a avaliacdo dos perfis estruturais das assembleias de Bacteria
presentes nas amostras estudadas por DGGE, as amostras de DNA obtidas tiveram sua
regido V3 do gene codificador do rRNA 16S amplificada por meio de PCR (Reagédo em
Cadeia da Polimerase; termociclador de modelo Mastercycler EP Gradient S,
Eppendorf, EUA). Na PCR, foi aplicado 1 uL de DNA de cada amostra (contendo
10ng/mL de DNA) como molde. Foi utilizado o par de iniciadores 338F GC (5'-CGC
CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG
AGG CAG CAG -3") e 518R (5’ - ATT ACC GCG GCT GCT GG -3’) (MUYZER et.
al., 1993). As condicOes da reacgdo, de volume final de 30 pL, consistiram de 3,0 pL de

cada iniciador (5 puM), 0,6 pL da solugcdo de desoxirribonucleotideos trifosfatados
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(dNTPs; 10mM), 1,8 uL de MgCl, (50 mM), 6,0 uL de tampé&o de reacdo 5X, 0,2 uL de
Gotaq DNA polimerase (5U/mL) e 4gua MilliQ ultrapura para completar o volume da
reacdo. O programa de corrida consistiu de desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min,
seguida de 30 ciclos consistindo de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C
por 1 min e 72° C de extensdo por 2 min, seguidos de um passo de extensdo final a
72°C por 5 min.

Os produtos de PCR amplificados foram visualizados em um fotodocumentador
com iluminacdo ultravioleta apos eletroforese em gel de agarose a 2% (m/v) adicionado
do corante SyBr-Safe DNA em tampéo Tris-Borato-EDTA 0,5X (45 mM Tris Base, 45
mM de &cido boérico e 1 mM de EDTA pH 8,0) (Life Technologies, EUA). Um
marcador molecular de 1 Kb foi utilizado como padrdo de peso molecular. Quando
todas as amostras de DNA de cada estacdo de coleta eram amplificadas na auséncia de
amplificacdo do controle negativo, procedia-se o procedimento de DGGE.

Apo6s a amplificacdo das amostras de DNA obtidas, foram realizadas corridas de
DGGE conforme descrito por Heuer et al. (1997) com o equipamento BioRad Dcode-
System (BioRad, EUA). Em cada corrida, as amostras foram aplicadas em diferentes
poc¢os, assim como um marcador de 50 pb. Cada amostra foi analisada em trés géis e
reagOes de polimerizacdo independentes.

Os géis de poliacrilamida a 8% (m/v) foram preparados a partir de solucdes de
concentracdo 0% e 100% de desnaturacdo (7 M de uréia e 40% de formamida), as quais
foram combinadas para formar um gradiente de 35% a 65% de desnaturacdo. A
eletroforese foi realizada a uma temperatura constante de 60°C e a uma voltagem de
200V por quatro horas em tampéo Tris-Acetato-EDTA 0.5X (20 mM de Tris, 20 mM de
acetato e 1 mM de EDTA pH 8.0). Apds a eletroforese, o gel foi retirado e corado com
SyBr-Green | (Life Technologies, EUA) por uma hora. Em seguida, foi visualizado e

fotografado em um fotodocumentador com iluminacdo ultravioleta.

Analise dos géis de DGGE

Os perfis de DGGE obtidos foram analisados e comparados no programa
Bionumerics versdo 7.0 (Applied Maths, Bélgica). No programa, a imagem de cada gel
foi normalizada e avaliada de forma padronizada para identificar as bandas presentes em
cada amostra, sendo em seguida convertida em matrizes de presenca e auséncia de
bandas (matrizes binarias). Tais matrizes foram utilizadas em analises quali-

guantitativas da estrutura das assembleias de Bacteria presentes nas amostras. As
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analises de agrupamento por similaridade das diferentes amostras foram realizadas no
proprio programa Bionumerics, permitindo distinguir as amostras quanto a sua

composicdo de UTOs (Unidades Taxondmicas Operacionais).

Amplificacdo e construcdo da biblioteca de rRNA 16S metagenémico

O DNA metagenomico isolado de cada amostra foi utilizado como substrato
para reagdes da polimerase em cadeia (PCR) para amplificagdo da regido de
hipervariabilidade V4 do rDNA 16S das comunidades de Bacteria e Archaea. As
reacOes de polimerizacdo (PCRs) foram realizadas seguindo 0s seguintes parametros:
para cada reagédo de 25 pL, foram adicionados 4,0 pL do DNA metagendmico de cada
amostra (encerrando 10 ng), 2,5 pL do tampéo de reagdo 10X (Tris-HCI 60 mM, pH
8.0; (NH4)2S04), 0,5 uL de solu¢ao de dNTP’s (10 mM cada), 1,0 pL de cada
iniciador, cada um na concentracdo 5,0 uM, 0,2 pL enzima Platinum Taq DNA
Polimerase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 14,8 uL de agua ultrapura.
Para a reacdo controle, foi adicionada agua no lugar do DNA. As reacbes foram
incubadas no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient Thermal Cycler
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), e consistiram em uma etapa de desnaturacao inicial
a 95 °C por 4 minutos, uma etapa de anelamento a 60 °C por 1 minuto e uma etapa de
extensdo a 72 °C por 2 minutos. Esse ciclo foi seguido por mais 25 ciclos de 94 °C por 1
minuto, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos. Os oligonucleotideos iniciadores
(primers) apresentam em sua porg¢do 5°- uma regido especifica, complementar aos
indexes que serdo utilizados como identificadores das amostras durante o
sequenciamento (CAPORASO et al., 2012). Ao término da reacdo, o volume total de
cada reacdo foi misturado ao tampédo de amostra (glicerol 30%, azul de bromofenol
0,25% em TE pH 8,0) e entdo aplicado em gel de agarose 1% e revelado com SybrSafe
DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) na concentracdo final 1x. A eletroforese foi
mantida a 100 V num sistema horizontal, com o gel submerso em tampéo TBE (Tris-
Borato 45 mM pH 8,0; EDTA 1,0 mM). A solugdo de DNA obtida para cada amostra
foi armazenada em freezer -20 °C até o uso.

Apos a confirmacdo do sucesso da primeira etapa de amplificagdo, os
fragmentos foram submetidos a uma nova PCR para a inser¢do dos identificadores de
sequenciamento (indexes ou barcodes). Esses adaptadores adicionados permitem a

posterior fixacdo dos fragmentos ao suporte de sequenciamento e Sa0 0S responsaveis
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pelo enderecamento dos dados brutos gerados (sequéncias) para as suas respectivas
amostras de origem.

Finalizada a etapa de indexagdo, a concentragdo dos fragmentos gerados
(bibliotecas de amplicons) foi estimada através de fluorimetria, utilizando o kit dSDNA
BR Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) no fluorimetro QubitTM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Quantidades equimolares de cada uma das amostras indexadas

foram misturadas em uma Unica solucgdo para a introdugdo no sequenciador.

Sequenciamento de fase sélida na plataforma Illumina MiSeq®

As amostras foram submetidas ao sequenciamento por meio da plataforma de
nova geragdo MiSeq System (lllumina, San Diego, CA), utilizando-se o MiSeq Reagent
Kit V2 — 300 ciclos (lllumina, San Diego, CA), de acordo com as especificacdes do
fabricante. O cartucho contendo as amostras foi aplicado na plataforma Illumina MiSeq,
com a adicdo de 20% do controle positivo (PhiX control V3 — Illumina, San Diego, CA)
como controle positivo do sequenciamento. O sequenciamento foi realizado nos dois

sentidos (paired-end), com 150 ciclos de sequenciamento para cada fita.

Analise das sequéncias das bibliotecas de rRNA 16S

Os dados obtidos pelo sequenciamento da regido de variabilidade V4 do rRNA
16S das comunidades bacterianas das amostras foram submetidos a analise in silico pela
empresa Eureka.omics utilizando ferramentas de bioinforméatica. Os adaptadores da
Illumina foram removidos de arquivos demultiplexados utilizando o Cutadapt v1.8 e a
qualidade dos reads foi aferida utilizando o FastQC v.0.11.8 (MARTIN, 2011) e
vsearch v2.10.4 (ROGNES et al., 2016). As andlises subsequentes foram feitas no
ambiente R v3.5.3 (R CORE TEAM, 2018), seqguindo o pacote DADA2 v1.11.1
(CALLAHAN et al., 2016), com parametros sugeridos pelos autores ajustados aos
nossos dados. Como resultado, foi obtida uma tabela de variantes de sequéncias de
amplicons (amplicon sequence variants, ASVs) ndo quiméricos (CALLAHAN et al.,
2017), a qual contém o numero de vezes que cada ASV foi observada em cada amostra,
ou seja, sua abundancia. A classificagdo taxonémica foi realizada com o pacote DADA2
contra o banco de dados SILVA referéncia 132 (CALLAHAN, 2018).

Andlise dos dados
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Os resultados do DGGE foram inicialmente utilizados para comparacGes
quantitativas das diferentes bandas presentes em todas as amostras analisadas.

Gréficos de barras empilhados foram construidos com o objetivo de verificar o
percentual de ocorréncia das diferentes familias de bactérias presentes nas diferentes
amostras. Na construcdo dos graficos, diante do elevado nimero de taxons, para as
amostras de agua e a comparagdo entre espécies, as familias que apresentaram mais de
2% de ocorréncia nas amostras foram utilizadas para fins de comparagdo. Ja o
parametro de selecdo dos taxons para comparativos intraespecificos de A. flexuosa foi

de ocorréncia de mais 0,1% da composicéo total.

19 RESULTADOS

19.1 PERFIL DO DGGE

A anélise do gel em DGGE evidenciou multiplas bandas diferenciadas para a
comunidade microbial associada a Anomalocardia flexuosa e a agua do local de coleta.
As similaridades entre amostras de dgua e amostras deste bivalve foram de mais de
45%. No entanto, as amostras de dgua se apresentaram mais dispersas, com a amostra
da &rea A separando-se completamente das demais (Figura 21).

As amostras deste bivalve coletadas em diferentes &reas do estuario
Apodi/Mossor6 também apresentaram distingdes nas bandas, com agrupamento mais
similar das amostras das areas A e B (72% de similaridade), formando dois subgrupos
um para branquia e outro para os demais tecidos do animal. J& a area C foi 60% similar
as demais, reunindo com 80% de similaridade amostras de branquias e total (Figura 21).

As variacdes da microbiota também ocorreram em diferentes regides do corpo
de A. flexuosa. Algumas bandas foram evidentes para amostras contendo todos os
tecidos do corpo, as quais ndo estiveram presentes nas amostras de branquia do animal,
tendo ocorrido também bandas exclisivas das amostras de branquia. VariacOes
intraespecificas também foram observadas na composicdo das bandas nas amostras de
A. flexuosa dos dois estuarios analisados (Apodi/Mossor6 e Timonha/Ubatuba) (Figura
21). As amostras de branquias e de todos os tecidos do animal coletado no estuario
Timonha/Ubatuba formaram um grupo com 61% de similaridade entre suas amostras e
44% de similaridade com amostras coletadas nas areas A, B e C do estuério

Apodi/Mossoro.
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Figura 21 — Similaridades para a comunidade bacteriolégica presente em diferentes partes do corpo do
bivalve Anomalocardia flexuosa coletada em diferentes regifes de um estuario hipersalino do Rio Grande
do Norte e em um estuario do Ceara, além das amostras de agua dos locais e os referidos padrdes das
bandas em DGGE para cada uma das amostras. AT: tecido total de A. flexuosa coletada na area A, BT:
tecido total de A. flexuosa coletada na area B, CT: tecido total de A. flexuosa coletada na &rea C, AB:
branquia de A. flexuosa coletada na area A, BB: branquia de A. flexuosa coletada na area B, CB: brénquia
de A. flexuosa coletada na &rea C, TIMT: tecido total de A. flexuosa coletada no estuario
Timonha/Ubatuba, TIMB: branquia de A. flexuosa coletada no estuario Timonha/Ubatuba, WA: amostra

de 4gua da area A, WB: amostra de adgua da area B, WC: amostra de agua da area C.

19.2 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAQAO

A caracterizagdo geral da microbiota associada a A. flexuosa no estuario
hipersalino Apodi/Mossord, obtida através do resultado do sequenciamento, indicou que
os filos mais frequentes, tanto para amostras de branquias como demais partes do corpo
do animal, foram Proteobacteria (mais de 90%), especialmente a classe
Gammaproteobacteria, e Spirochaetes (4-7%).

Levando em consideracdo a comunidade de bactérias associadas as branquias e
as demais regifes do corpo do bivalve, a diversidade de familias nas branquias foi
menor (5 familias apresentaram maior representatitividade). Contudo, Moraxellaceae
ocorreu, em maior abundancia, nas demais partes do corpo do animal e
Mycoplasmataceae ndo foi registrada na branquia. A familia Vibrionaceae foi
registrada, mesmo que reduzidas frequéncias, em ambas amostras, branquias e total
(Figura 22). Algumas familias, como Chthoniobacteraceae e Litoricolaceae, foram

encontradas, exclusivamente, nas branquias, porém, a abundancia foi bem inferior as
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demais familias de bactérias que estdo associadas a este 6rgdo do bivalve. Estas familias
também foram encontradas nas amostras de dgua dos locais de coleta.

Na figura 23 podemos constatar que algumas familias apresentaram maior
ocorréncia, preferencialmente, nas amostras de branquias das areas A e B, como
Clostridiaceae e Rhizobiaceae. As mais frequentes em todas as amostras de tecido

branquial de A. flexuosa foram Endozoicomonadaceae e Spirochaetaceae.
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Figura 22 - Percentual de ocorréncia das diferentes familias de bactérias presentes nas amostras do tecido

branquial (Branquia) e demais regides (Total) do corpo de A. flexuosa no estuario hipersalino
Apodi/Mossoré - RN.

Comparando as amostras de dagua das diferentes regides do estuario
Apodi/Mossor6 e amostras do tecido do animal observou-se que a microbiota da agua
foi mais diversa e diferiu da microbiota associada ao bivalve, como mencionado
anteriormente. Muitos grupos que foram registrados nas amostras do tecido do animal
também foram encontrados na agua, com excecdo da familia Koribacteraceae que
ocorreu somente nas amostras de branquia do bivalve na area A (Figura 23). No entanto,
0s percentuais de ocorréncia diferem. As familias que apresentaram maior ocorréncia
nas amostras de agua ndo sdo as mesmas que encontradas nas amostras de tecido do
animal (Figura 24).
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Figura 23 - Percentual de ocorréncia das diferentes familias de bactérias presentes nas amostras do tecido
branquial de A. flexuosa coletadas em 3 diferentes regiGes do estudrio hipersalino Apodi/Mossoro. A:
branquia de A. flexuosa coletada na area A, B: branquia de A. flexuosa coletada na area B, C: branquia de
A. flexuosa coletada na area C.
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Figura 24 — Percentual de ocorréncia das diferentes familias de bactérias presentes nas amostras de gua
coletadas em 3 diferentes regides do estuario hipersalino Apodi/Mossor6. WA: amostra de 4gua da &rea

A, WB: amostra de &gua da &rea B, WC: amostra de agua da éarea C.
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O agrupamento por similaridade separou em diferentes grupos as 3 espécies de
bivalves analisadas, onde Phacoides pectinatus apresentou menor similaridade com os
simbiontes das demais. Os bivalves filtradores Tivela mactroides e Anomalocardia
flexuosa apresentaram 31% de similaridade. Desta forma, os filtradores compartilharam

mais simbiontes, porém as diferencas representaram aproximadamente 70% (Figura 25).

I T. mactroides

T mactroides branquia

4 flexuosa
L 4 flexuosa branquia

| I P. pectinatus
P, pectinatus branquia

Figura 25 — Anélise de similaridade para a composi¢do da microbiota associada a branquia e as demais

partes do corpo dos bivalves: Anomalocardia flexuosa, Tivela mactroides e Phacoides pectinatus.

Considerando os taxons de maior representatividade, T. mactroides apresentou o
maior nimero de familias de bactérias associadas tanto as branquias como o restante do
corpo. Nem todas as familias presentes no tecido do animal foram encontradas em
abundancia associadas as branquias dos 3 bivalves (Figuras 26 e 27). As familias que
foram mais abundantemente encontradas em A. flexuosa ndo foram as mais frequentes
nas demais espécies, considerando os simbiontes de todo o tecido do animal. As
familias Bacillaceae, Rhizobiaceae, Mycoplasmataceae e Spirochaetaceae ocorreram
em maiores abundancias em T. mactroides. Enquanto a familia Sedimenticolaceae em
P. pectinatus. Desta forma, A. flexuosa e P. pectinatus apresentaram menores riquezas,
diferente de T. mactroides (Figura 26).

Endozoicomonadaceae e Spirochaetaceae também foram as familias com
maiores ocorréncias para branquias de T. mactroides, assim como ocorreu para A.
flexuosa. Mais uma vez a familia Sedimenticolaceae foi a mais abundante também na

branquia de P. pectinatus (Figura 27).
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Figura 26 — Percentual de ocorréncias das diferentes familias de bactérias associadas ao tecido de bivalves

das espécies Anomalocardia flexuosa, Tivela mactroides e Phacoides pectinatus no estudrio hipersalino

Apodi/Mossoré — RN.

As variagOes das bandas observadas no DGGE para as branquias A. flexuosa

coletadas nos dois estuarios, provavelmente, ocorreram devido a representatividade das

familias Moraxellaceae, mais abundante nas amostras do estuario Apodi/Mossoro, e

Rhizobiaceae, mais abundante no estuario Timonha/Ubatuba (Figura 26). Os géneros

Chthoniobacter e Enhydrobacter, mesmo com reduzidas abundancias, ocorreram apenas

nas branquias de A. flexuosa no estuario Apodi/Mossoro.
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Figura 27 — Percentual de ocorréncia das diferentes familias de bactérias associadas as branquias dos
bivalves Anomalocardia flexuosa (A. flexuosa RN: amostra de branquia do bivalve coletado no estuario
Apodi/Mossord, Rio Grande do Norte — RN, e A. flexuosa CE: amostra de branquia do bivalve coletado

no estuério Timonha/Ubatuba, Ceard) Tivela mactroides e Phacoides pectinatus.

20 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo informaram que existe uma microbiota
propria associada a A. flexuosa, porém ela pode variar entre os locais. Contudo, os
grupos dominantes sdo mantidos, o que explica os 70% de similaridade. Além disso, a
microbiota associada a A. flexuosa apresentou poucas variagdes entre diferentes regides
do corpo do animal, entretanto, diferente das outras espécies de bivalves. Tais
diferengas foram ocasionadas por modifica¢fes na abundéncia relativa de alguns taxons
bacterianos dominantes como também pela presenca de taxons raros.

Simbiose entre invertebrados e bactérias quimioautotréficas podem ocorrer
comumente no ambiente marinho. Os simbiontes poderiam funcionar como um fonte
interna de nutricdo para o hospedeiro através dos processos de quimioautotrofia
(DUPERRON et al., 2013; KING et al., 2012; KRUEGER et al., 1992; WATER et al.,
2016). Solemya velum (Say, 1822) considerado um bivalve comedor de depdsito

apresentou também, mesmo que em pequenas quantidades, ingestdo de particulas a
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partir da filtragem da agua. Provavelmente, em decorréncia do pouco desenvolvimento
de suas bréanquias, essa filtragem foi pouco efetiva. No entanto, ocorreu, o que
demonstra que mesmo apresentando habito alimentar j& definido a suspenséo alimentar
complementa sua fonte nutricional. E as bactérias associadas as suas branquias
apresentam importante papel para oxidacdo dos compostos de enxofre (KRUEGER et
al., 1992), incorporando assim 0s processos nutricionais.

Do mesmo modo, para organismos essencialmente filtradores estudos indicam
que além das fontes primarias de nutricdo, como o fitoplancton, outras fontes
alimentares adicionais como bactérias, detritos e zooplancton (ARAPOV et al., 2010),
complementam sua dieta.

Anomalocardia flexuosa, um bivalve conhecidamente filtrador e lamelibranquio
(R10S, 2009; RODRIGUES et al., 2010), apresenta branquias mais desenvolvidas e
consegue ter maior capacidade de filtracdo que S. velum, com isso pode ingerir
microrganismos da agua que auxiliem nos processos nutricionais ou respiratorios, a
partir da incorporagdo de fontes de carbono e nitrogénio (KRUEGER et al., 1992). Isto
pode ser importante, especialmente, em ambientes com condicGes extremas de
salinidade, pois variacdes de temperatura e salinidade podem ocasionar diferencas nos
processos osmorregulatorios (LIMA et al., 2009) e nas taxas de alimentacdo de bivalves
(RESGALLA JUNIOR e PIOVEZAN, 2009).

A composicao de bactérias presentes nas amostras de agua das 3 areas analisadas
no estuadrio Apodi/Mossor6 demonstrou que na area A a microbiota apresentou um
padrdo diferenciado das demais, o que pode ter ocorrido devido, especialmente, esta ser
a area de maior registro de salinidade. Ambiente que pode nao ser favoravel a todos os
grupos de microorganismos.

Enquanto o comparativo entre amostras de agua e do tecido de A. flexuosa
definiu que a microbiota da agua foi bem mais diversa e diferiu dos simbiontes
associados a A. flexuosa no estuario Apodi/Mossor6. O ambiente contribui para a
composi¢do da comunidade da microbiota associada aos organismos aquéaticos (KING
et al., 2012), através da assimilacdo da agua ou do sedimento (ESPINOSA et al., 2013),
no entanto, podem existir bactérias que sdo hospedeiras especificas permanentes
(SCHILL et al., 2017).

La Valley et al. (2009) verificaram que a similaridade entre amostras de agua e a
composi¢do de bactérias associadas as ostras foi reduzida, assim como observado em a

esponjas por Weigel e Erwin, 2016. No presente estudo, também analisando amostras
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de um organismo filtrador, a similaridade entre microbiota do tecido do animal e 4gua
foi de 45%. Assim, a dgua, que apresentou microbiota mais diversa, representa apenas
uma das fontes de assimilacdo de bactérias para o bivalve A. flexuosa.

Assim a forma de transmissdo das bactérias para os hospedeiros também é
bastante discutida. Os microorganismos podem ser repassados do ambiente para o
hospedeiro adulto via transmissédo horizontal ou por transmissédo vertical, entre as
geragBes (BRISSAC et al., 2009). Em bivalves da familia Teredinadae as relagdes de
simbiose ocorrem com bactérias associadas as branquias que sdo responsaveis pela
degradacdo da celulose e sdo repassadas para 0s organismos por transmissao vertical,
onde os tecidos gonadais j& apresentaram registros das células bactérianas (SIPE et al.,
2000). Para A. flexuosa este processo ainda ndo pode ser bem definido.

Os resultados do DGGE demonstraram algumas distincbes de bactérias
associadas a branquia e demais partes do corpo de A. flexuosa, o que pode sugerir
capacidade de selecdo do material que é ingerido por filtragem. Organismos infaunais
apresentam maior capacidade de selecéo das particulas ingeridas (BACON et al., 1998).

Pequenas varia¢fes na composi¢do da microbiota associada a branquia de A.
flexuosa foram observadas nas amostras das trés diferentes areas analisadas no estuério
Apodi/Mossor6. A familia Koribacteraceae, encontrada preferencialmente em solos
agricultaveis (PERSHINA et al., 2015), foi registrada nas branquias, contudo, somente
na area A. O ambiente pode, consideravelmente, exercer influéncias sobre a composicao
da microbiota deste bivalve, uma vez que a exposicdo a contaminantes e condicdes
ambientais estressantes podem ocasionar diferenciacdes na composi¢do da microbiota
(SCHILL et al., 2017).

As familias Chthoniobacteraceae e Litoricolaceae, que estavam presentes na
agua, foram registradas nas branquias de A. flexuosa, o que reforca a possibilidade de
assimilacdo de bactérias através da agua. Litoricolaceae, familia pertencente a classe
Gammaproteobacteria, relne bactérias gram-negativas quimioheterotréficas (WEBB et
al., 2014) sua ocorréncia, contudo, e funcdo nas branquias ainda ndo foi completamente
compreendida.

As diferenciacbes da representatividade das familias que foram observadas nas
comunidades de bactérias presentes nas amostras de A. flexuosa de populagdes em dois
estuarios distintos corraboram com as sugestdes do ambiente modulando a composigéo
de bactérias associadas a este bivalve. Visto que, um dos géneros que foi encontrado

apenas em amostras do estuario Apodi/Mossord, Chthoniobacter, € composto por
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bactérias heterotrdficas que estdo envolvidas na transformacéo de compostos organicos
de carbono no solo (SANGWAN et al., 2004). Assim, o substrato pode contribuir para
aquisicdo e/ou assimilagdo das bactérias pelos bivalves.

As especificidades dos ambientes podem modificar a composicdo dos
microorganismos ali presentes. Fatores abidticos como luz, concentracdo de nutrientes,
temperatura, exposicdo e dessecacdo sdo citados como possiveis causadores de
variacOes intraespecificas da microbiota simbionte em esponjas (WEIGEL e ERWIN,
2016), o que pode também interferir na composicdo da comunidade associada a
bivalves, que também s&o filtradores. Porém, a escassez de informacdes sobre relacbes
de simbioses neste grupo ndo permitem melhores consideragoes.

Desta forma, fatores locais podem interferir na composi¢do da microbiota e
ocasionar varia¢es na comunidade de bactérias associadas a A. flexuosa, especialmente
diante dos aspectos citados anteriormente. Contudo, a dgua ndo parece ser o principal
mediador dos processos de simbioses, ja que a sua microbiota diferiu bastante da
microbiota presente nas branquias de A. flexuosa. Isto mostra que hd uma sele¢do de sua
microbiota pelo animal. Avaliaces da comunidade de bactérias presente no sedimento
ndo foram verificadas no presente estudo. Por ser um organismo endofaunal, a as
caractersisticas do sedimento podem interferir na composicdo de bactérias nos tecidos
deste bivalve. Algumas familias relatadas na literatura como ocorrendo
preferencialmente em sedimentos foram encontradas associadas a este bivalve. Portanto,
para determinar as interferéncias do meio sobre a aquisicdo dos microrganismos em A.
flexuosa seria necessario uma abordagem de avaliacdo mais ampla, analisando ndo s6 a
agua do local de coleta, como também o sedimento.

O comparativo geral das familias de bactérias associadas as branquias de A.
flexuosa nos dois estuarios aqui analisados informou ainda a prevaléncia geral de
determinados grupos em associacdo com este bivalve, independente da area de estudo,
sugerindo uma uniformidade nas populacdes de bactérias. Assim as bactérias foram
consideradas espécie-especificas.

A composicdo total das familias apresentou pequenas variagdes nas duas regides
estuarinas, sendo Endozoicomonadaceae e Spirochaetaceae as mais abundantes em
ambos estuarios. Estas familias ndo exibiram elevadas abundéncias nas amostras de
agua dos locais de coleta, o que pode indicar que sua incorporacéo no tecido do animal

é independente da sua maior disponibilidade na agua.
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Schill et al. (2017) afirmaram que todos os organismos detém uma comunidade
bacteriana residente em associacdo com seus tecidos. Bactérias associadas as branquias
comumente sdo relatadas como, verdadeiramente, em simbiose (CHEN et al., 2016).
Para mexilhdes, as Endozoicomas também foram bactérias abundantemente associadas
as branquias e ao intestino destes animais. No entanto, tal relacdo ainda permanece
pouco conhecida, alguns estudos indicam que esta siombiose pode estar relacionada as
regulacGes dos processos digestivos (SCHILL et al., 2017).

Duperron et al. (2013) citam Gammaproteobacteria como sendo um taxon
importante para regulacdes dos processos de simbioses, especialmente por apresentar
bactérias que s8o oxidantes do enxofre. Esta classe engloba a familia
Endozoicomonadaceae registrada em elevada ocorréncia nas branquias de A. flexuosa.
Este bivalve habita regides abrigadas como areas de manguezais, baias e regides
estuarinas (NARCHI, 1974), ambientes que apresentam reducdo da disponibilidade de
oxigénio, elevada incorporacdao de matéria organica (MAIA, 2016) e alta concentracao
de enxofre, onde as bactérias sdo fontes importantes para a ciclagem de nutrientes
(CABRERA, 2005).

Spirochaetes também ja foram relatadas associadas aos processos digestivos em
moluscos (KING et al., 2012; FERNANDEZ et al., 2014). Para o coral vermelho
Corallium rubrum (Linnaeus, 1758), este tadxon atua na ciclagem de nutrientes,
nitrogénio, carbono e enxofre, sendo uma importante fonte de simbiose neste grupo
(WATER et al., 2016). Duperron et al. (2007) citam Spirochaetes como 0 mais novo
taxon envolvido em relacdes de simbiose em bivalves de ambientes extremos, como
mar profundo ou fontes termais.

Phacoides pectinatus apresentou pouca similaridade com A. flexuosa, indicando
prevaléncia de familias distintas. Sedimenticolaceae foi a familia mais abundantemente
encontrada nas amostras de P. pectinatus e consta na literatura como sendo importante
para as relagdes quimioautotroficas entre o bivalve e as bactérias (DOTY et al., 2015).
Talvez o habito alimentar, modo de vida, e as caracteristicas fisiologicas destas espécies
também exercam influéncias nas composic¢des das familias que regulam as associacdes
bacterianas. Duperron et al. (2013) citam que diferentes familias podem apresentar
padrdes distintos de associacdo entre simbiontes e hospedeiros.

Importante ressaltar também que a familia Vibrionaceae, mesmo em baixa
ocorréncia, foi registrada nas amostras do bivalve A. flexuosa. Tal familia apresenta

grupos patogénicos que podem ocasionar processos infecciosos em humanos, e ja foram
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encontrados abundantemente em organismos filtradores, especialmente em ostras
(KING et al., 2012; SCHILL et al., 2017; VALLEY et al., 2009). Como A. flexuosa €
considerada um importante recurso pesqueiro, sendo comercializada e consumida em
varias comunidades da regido da Costa Branca, area de estudo do presente trabalho, esta
constatacdo se torna um alerta para adequada manipulacdo e consumo da carne.

Os filos Bacteroidetes e Firminicutes sédo abundantes em solos hipersalinos
(SORENSEN, 2005). Nas amostras de &gua do estuario Apodi/Mossor0 tais filos
também foram abundantes, porém suas ocorréncias nas amostras de A. flexuosa foram
raras. Com isto, concluimos que o ambiente pode agir influenciando a composicao da
microbiota associada a este bivalve, contudo, a condi¢do de hipersalinidade nao foi
determinante neste processo. Futuros estudos destinados a reforcar as relagdes
simbioticas das bactérias aqui observadas como sendo residentes em A. flexuosa e as
funcBes especificas destas relacdes sdo necessarios. Deve-se levar em consideracao,
especialmente, o fato de que os estudos com simbioses em organismos aquaticos de

regides estuarinos/costeiras ainda Sao escassos.
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Considerac0es Finalis

O presente trabalho nos permitiu considerar que Anomalocardia flexuosa
conseguiu se estabelecer, formando bancos de elevada densidade, em um ambiente
hipersalino. A espécie apresentou ampla tolerancia as variagdes mais expressivas de
salinidade, sendo encontrada abundantemente em areas estuarinas com salinidade de até
59. Além disso, a pluviosidade demonstrou ter um importante papel nas regulacdes
temporais de abundancia nestas condicdes de hipersalinidade.

A salinidade, contudo, ndo foi o Unico fator abi6tico considerado importante
para determinacdo dos limites de tolerancia da espécie e dos fatores que regulam sua
distribuicdo na area estudada. Embora A. flexuosa seja considerada um organismo que
habita preferencialmente ambientes com reduzidas propor¢des de sedimento fino, esta
espécie foi encontrada em areas onde o substrato era constituido essencialmente, cerca
de 80%, por silte e argila. O que mais uma vez confirma sua elevada resisténcia as
variagOes de diversos fatores abidticos.

Apesar da espécie conseguir tolerar muito bem variacfes de fatores abidticos, o
mesmo parece ndo ocorrer com relacdo aos fatores bidticos. A competi¢do por espaco e
recurso, por exemplo, podem ser limitantes para a espécie. Competicdo intraespecifica
ja é conhecidamente uma caracteristica que estimula a reestruturacdo desta populacéo,
onde a espécie promove a autoregulacdo. A competicdo interespecifica que parece ser
problematica. Uma pradaria de angiosperma marinha, recém estabelecida em uma das
areas analisadas no presente estudo, limitou a distribuicdo e abundancia de A. flexuosa.

A espécie apresentou crescimento isométrico quando juvenil e alométrico
quando adulto, o que informa diferencia¢Ges ontogenéticas na morfologia. A populacéo
de A. flexuosa exibiu um tamanho de maturacdo dentro dos valores estabelecidos
anteriormente na literatura, tendo elevada velocidade de crescimento e ciclo de vida,
relativamente, curto. Tais caracteristicas estdo de acordo com aquelas indicadas para
organismos que habitam regibes tropicais. A mortalidade total foi expressivamente
maior para individuos adultos. Além disto, mortalidade natural foi maior que a
mortalidade por pesca. Os menores valores de taxa de mortalidade ocorreram durante o

periodo chuvoso. O recrutamento € constante, porém com periodos de maior
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intentsidade. A mortalidade total e o recrutamento apresentaram correlacdo forte
positiva. A abundancia dos recrutas parece ser regulada pela sobrevivéncia de adultos
em decorréncia da competicdo por espago e recurso. Deste modo, a abundancia de A.
flexuosa também interferiu nos processos estruturais desta populacdo, ocasionando
efeitos de denso-dependéncia.

A hipersalinidade néo parece limitar o desenvolvimento da espécie, assim como
também ndo foi primordial para a selecdo da microbiota associada a este bivalve, que
apresentou bactérias espécie-especificas. Ja que as bactérias registradas associadas A.
flexuosa foram similares nos dois diferentes estuédrios analisados e diferentes da
comunidade presente nas amostras de &gua. As principais familias de bactérias no
microbioma de A. flexuosa foram definidas como sendo importantes tdxons em relacdes
de simbioses em ambientes com limitacGes nutricionais. Contudo, ainda nao foi possivel
definir a natureza e finalidade dessas relacdes. Pode indicar uma estratégia desenvolvida
pela espécie para viver adequadamente em ambientes considerados extremos.

Por ser considerado um importante recurso pesqueiro para a regido, nao
podemos deixar de considerar os efeitos da predacdo por pesca sobre este estoque. As
elevadas densidades registradas, devido, provavelmente, o maior percentual de
individuos considerados juvenis foram aspectos considerados preocupantes. No entanto,
ndo podemos avaliar apenas estas caracteristicas para definir estadgio de exploracdo de
um estoque pesqueiro. As modelagens de avaliacdo pesqueira, definidas no capitulo 3
desta tese, informam que o nivel atual de exploracdo aplicado sobre este estoque ainda
ndo alcangou o limite maximo suportado pela espécie. No entanto, as previsdes dos dois
cenarios futuros de pesca, com modificagdes na taxa de exploracdo, emitem alertas
bastante relevantes. A populacao parece estar conseguindo reverter a predacdo por pesca
no estoque, porém, caso este cendrio atual se modifique, ndo se pode garantir o mesmo
para os efeitos futuros, com aumento na taxa de exploragéo.

Com isso, consideramos que os fatores abioticos parecem exercer pressdes que
sdo contornaveis para a espécie, diferentemente do que ocorre com fatores bidticos.
Competicéo e predacéo, especialmente pelo efeitos da pesca, podem ser mais limitantes
para estruturacdo desta populagdo, e sdo dois fatores considerados de extrema
importancia dentro dos aspectos de sua historia de vida. Os efeitos densidade-
dependentes foram importantes para a reestruturacdo da populacdo, informando que os
processos podem sofrer influéncia da abundancia e assim da competicéo intraespecifica.

As implicacOes da propagacédo deste prado de angiosperma marinha sobre a populagéo
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deste bivalve precisam ser melhor definidos. E os estudos de monitoramento e registros
de captura e esforco aplicados pela pesca sobre esta populagdo precisam ser
desenvolvidos e acompanhandos para a garantia de sustentabilidade do estoque e da
pesca. O que facilitard na aplicacdo de medidas de controle que possam garantir a

adequada gestdo desta atividade.



