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RESUMO

Os fendbmenos de blooms de aguas-vivas estdo aumentando e estes tém sido explicado
pelas diversas alteragdes ambientais como a eutrofizacdo, mudancas climaticas,
sobrepesca, criacdo de substratos artificiais marinhos e introducgdo de espécies invasoras.
Atualmente cinco espécies de medusas séo consideradas exoticas invasoras, € uma delas
é do género Cassiopea, conhecida como “a medusa de cabega para baixo” (upside-down
jellyfish). Uma caracteristica Unica desta agua-viva € a sua simbiose com o dinoflagelado
Symbiodinium sp; estratégia nutricional semelhante aos corais. Este trabalho de
dissertacdo de mestrado esta dividido em 2 capitulos, no qual o objetivo geral sera analisar
a ecologia populacional da medusa exdtica Cassiopea em manguezais e fazendas de
carcinicultura. O trabalho foi realizado nos meses de julho/18, outubro/18, janeiro/19 e
abril/19 em dois ambientes: fazenda de carcinicultura (municipio de Acaral) e
manguezais (municipio de Itarema) no Atlantico Equatorial (Ceara, Brasil). No capitulo
um foi feita a identificacdo de Cassiopea sp. pela analise molecular. A espécie exdtica
identificada foi C. andromeda que é nativa do Mar Vermelho. Além disso, mostramos o
primeiro registro de C. andromeda em atividades de aquicultura no mundo e discutimos
os efeitos desta invasdo, uma vez que a espécie apresenta apenas fémeas na populacéo
que devem estar se reproduzindo de modo assexuado com baixa variabilidade genética.
O capitulo dois foi focado na estrutura populacional e nos parametros ambientais
(temperatura, pH, salinidade, clorofila a, nitrogénio e fdésforo total) que podem estar
interferindo no éxito da invasdo das medusas nos dois ambientes. Os fatores ambientais
tiveram diferencas de um ambiente para o outro, no qual foi aplicado uma analise de
componentes principais (ACP) e anélise de clusters para o entendimento da variabilidade
espacial e temporal. Na carcinicultura, a medusa exética foi presente durante todos os
meses de estudo e teve maior tamanho comparado & populagdo no mangue, a qual
apresentou mais limitacGes para a sua sobrevivéncia e biomassa. Na carcinicultura, a
medusa exdtica apresentou 0s maiores tamanhos ja registrados no mundo, o que indica
que a atividade antrdpica auxilia no sucesso da invasdo. Assim, esta dissertacdo fornece
uma informacédo inédita de importancia ecoldgica e econbmica para a gestdo deste

fendbmeno de invasao.

Palavras-Chaves: espécie exotica; carcinicultura, manguezal; medusa
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ABSTRACT

The phenomena of jellyfish blooms are increasing and these have been explained by
environmental drivers such as eutrophication, climate change, overfishing, the spread of
artificial marine substrates and the introduction of invasive species. Currently five
jellyfish species are considered invasive , and one of them is from the genus Cassiopea,
known as "the upside-down jellyfish". A unique feature of this jellyfish is their symbiosis
with the dinoflagellate Symbiodinium spp; a coral-like nutritional strategy. This
dissertation is divided in 2 chapters, in which the general objective of this dissertation
will be to analyze the population ecology of the Cassiopea jellyfish in mangroves and
shrimp farms . The work was carried out in the months of July/18, October/18, January/19
and April/19 in two environments: shrimp farm (municipality of Acarad) and mangroves
(municipality of Itarema) in the Equatorial Atlantic (Ceara, Brazil). In chapter one,
Cassiopea sp. was identified by molecular analysis. The exotic species identified was C.
andromeda which is native to the Red Sea. Furthermore, we showed the first record of C.
andromeda in aquaculture activities worldwide and discussed the effects of this invasion
since the species presents only females in the population that must be reproducing
asexually with low genetic variability. Chapter two focused on population structure and
environmental parameters (temperature, pH, salinity, chlorophyll a, nitrogen and total
phosphorus) that may be interfering with the success of the jellyfish invasion in both
environments. The environmental factors had differences from one environment to the
other, in which a major component analysis (PCA) and cluster analysis was applied for
the understanding of spatial and temporal patterns. In shrimp farms, exotic jellyfish were
present during all months of study and were larger compared to the population in the
mangrove swamp, which had more limitations to its survival and biomass. In
carciniculture, the exotic jellyfish presented the largest sizes ever recorded worldwide,
which indicates that anthropic activity helps in the success of the invasion. Thus, this
dissertation provides unpublished information of ecological and economic importance for

the management of this invasion phenomenon.

Keywords: Exotic species; Shrimp farm, mangrove; jellyfish
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INTRODUCAO GERAL

O filo Cnidaria é um grupo de animais altamente diversificado e relativamente
simples, no qual incluem cerca de 11.000 espécies descritas como corais formadores de
recifes, anémona-do-mar, zoantideos, cubomedusas, hidrdides marinhos e de agua doce
(Daly et al., 2007; Zapata et al., 2015). Cnidaria compreende dois clados monofiléticos,
Anthozoa (classe Anthozoa) e Medusozoa (classe Hydrozoa, Staurozoa, Cubozoa e
Scyphozoa) (Daly et al., 2007). Dentro do clado Medusozoa sdo conhecidas
aproximadamente 3.700 espécies descritas (Daly et al., 2007), no qual existem para classe
Scyphozoa 200 espécies (Mianzan & Cornelius, 1999). Para o litoral brasileiro a fauna

conhecida de cifozoarios sdo de 22 espécies (Morandini et al., 2005).

A classe Scyphozoa no qual seus representantes sdo conhecidos como aguas-vivas
(cifomedusas), sdo animais costeiros e marinhos comumente encontrados em habitats
pelagicos de aguas rasas até profundas (Arai, 1997). As aguas-vivas chamam bastante
atencdo devido a uma caracteristica natural de formar grandes aglomeracdes conhecidas
como blooms (Boero et al., 2008). O aumento dos fendmenos de blooms de medusas tem
sido relacionado a diversas alteracdes ambientais como a eutrofizacdo, introducdo de
espécies, mudancas climaticas, sobrepesca e criacdo de substratos artificiais marinhos
(Richardson et al., 2009; Purcell, 2012; Feng et al., 2018; Kogovsek et al., 2018; Dong et

al., 2019).

Espécie exdtica pode ser definida como uma espécie que expande sua area de
ocorréncia geogréfica além das barreiras biogeogréaficas normais a sua propagacao
(Blackburn et al., 2011). Uma das medusas que sdo consideradas exaticas invasoras € do

énero Cassiopea, conhecida como “a medusa de cabeca para baixo” (upside-down
¢a p
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jellyfish), as quais sdo encontradas em ecossistemas de aguas rasas em todo mundo
(Lampert et al., 2016; Bayha & Graham, 2014) (Figura 1A). Esse comportamento
incomum de ficar “de cabeca para baixo” ¢ uma adaptagdo para melhorar o acesso dos
simbiontes a luz para a fotossintese, no qual o animal repousa a umbrela no substrato e

levanta seus tentaculos para cima, em direcdo a luz (Lampert et al., 2016) (Figura 1B).

Figura 1. (A) Cassiopea andromeda encontrada na regido de mangue na regido equatorial
(Fonte: Jorge Theé). (B) Cassiopea na posicdo “de cabega para baixo”, com a regido da
umbrela no substrato e seus tentaculos para cima (Fonte: Jorge Thé).

Medusas do género Cassiopea sdo presentes em bancos de fanerégamas marinhas,
recifes, lagoas e manguezais (Fleck & Fitt, 1999; Holland et al., 2004; Niggl & Wild,
2010). Os estuérios tropicais com florestas de mangues sdo ecossistemas altamente
produtivos (Ferreira & Larceda 2016) e tém uma importancia crucial para colonizacao e
metamorfose de Cassiopea. Apesar do mangue ser um aliado para seu desenvolvimento,
0 género Cassiopea pode causar impactos como diminuicdo da disponibilidade de
alimentos e de habitat para a fauna bentdnica, reducdo da cobertura de macrofitas,

competicdo por espaco com a flora e fauna (Stoner et al., 2011; 2014).

Os impactos (ecoldgicos e econdmicos), mecanismos de invasdes e blooms de
aguas-vivas tém recebido uma atencdo recentemente pela comunidade cientifica, 6rgdos
ambientais e pela sociedade em geral (Graham & Bayha, 2007; Gershwin, 2013; Pitt &
Lucas, 2014). No entanto ainda existem lacunas de conhecimento sobre aspectos
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populacionais e sobre sua ecologia tréfica para o ecossistema de manguezal bem para

fazendas de producédo de camardo.

Considerando as lacunas de conhecimento cientifico descritas acima e a
importancia do tema, o objetivo geral desta dissertacao é analisar a ecologia populacional
e trofica da medusa exdtica Cassiopea andromeda em manguezais e fazendas de
carcinicultura (Atlantico Equatorial, Brasil). Visando atingir este objetivo geral foram
feitas duas perguntas que devem ser respondidas com esta dissertagéo:

1 - A variacdo de tamanho e abundancia de Cassiopea andromeda é regulada por
algum (s) parametro (s) ambiental?

2 - Como Cassiopea andromeda se distribui espacialmente e temporalmente? Existe
diferenca na estrutura populacional entre fazendas de camarado e manguezais?

Com base nestas perguntas foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos
sdo:

1) Descrever a espécie e 0 evento de invasdo em manguezal e em carcinicultura;

2) Compreender a variacdo de tamanho, abundéncia e relagdo destes parametros
populacionais com fatores ambientais (salinidade, chuva, nutrientes); e

3) Analisar a variacdo espacial e temporal da espécie exotica.

Com isso, para a realizacdo do trabalho foram utilizadas metodologias diversas
como técnicas fotograficas (drones e fotoquadrados), uso de sondas multiparamétricas,
analises de amostras de agua e coleta de exemplares para identificacdo genética.

Com base nestas perguntas e objetivos especificos este trabalho de dissertacdo de
mestrado esta dividido em dois capitulos conectados pela espécie-alvo da pesquisa, 0s
quais serdo redigidos em lingua inglesa visando a publicacdo de artigos em revistas de
alto impacto. O capitulo um fala da identificagdo da medusa exdtica Cassiopea

andromeda através de teécnicas moleculares e do primeiro registro da espéecie em
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atividades de aquicultura no mundo. O capitulo dois aborda aspectos de ecologia
populacional, como abundancia, tamanho e de alguns parametros ambientais que possam

estar impulsionando a proliferacdo dessa espécie em manguezais e fazendas de camarao.
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ABSTRACT

Invasive species are one of the biggest threats to coastal areas. Exotic jellyfish, when
found in aquaculture systems, may cause major economic damage. Jellyfish are already
present in many aquaculture facilities of the Mediterranean, Yellow, and Bohai seas. In
this paper, we describe for the first time the occurrence of the exotic upside-down jellyfish
(genus Cassiopea) in shrimp farms (Penaeus vannamei). The observed specimens were
collected on the equatorial Southwestern Atlantic coast (Northeast Brazil) for
identification by genetic sequence data (COIl). The results indicate that the jellyfish in
aquaculture systems are similar to those found in natural environments in Bermuda,
Egypt, Hawaii, Florida, and Brazil (Rio de Janeiro), which are related to specimens
originally from the Red Sea (Cassiopea andromeda). The study also showed the
northward expansion of C. andromeda on the Brazilian equatorial margin. Only female

jellyfishes were observed, suggesting the maintenance and spread of the exotic population
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by asexual reproduction. The high abundance and presence of juvenile and adult animals
may have major economic impacts on a high-value industry, being also a potential bridge
for the spreading to tropical mangroves where the shrimp farms are installed.
Keywords: Aquaculture; Biological invasions; Jellyfish blooms; Penaeus vannamei;

Shrimp farming

INTRODUCTION

Invasive species are one of the major threats in several coastal communities
(Carlton, 1989; Carlton, 2001; Paul & Kar, 2016), being responsible for ecological,
economical, and social impacts, such as the loss of biodiversity, biomass, and damage to
ecosystem goods and services (Bellard et al., 2016; Gallardo et al., 2016; Vila & Hulme,
2018; Walsh et al., 2016). Jellyfish are considered animals with high invasive potential
due to the ability of their planktonic stage to survive under drastic environmental changes;
however, worldwide, there are only five species with proven reports of biological
invasion (Bayha & Graham, 2014). Besides being a threat to marine ecosystem function
(Graham et al., 2003; Paul & Kar, 2016), non-indigenous jellyfishes can cause significant
economic problems by impacting aquaculture systems (Purcell et al., 2013; Dong et al.,

2017).

The occurrence of jellyfish species in aquaculture activities (e.g., fish and shrimp
farming) was studied along the Chinese coast with species from the Bohai and Yellow
Seas like Rhopilema esculentum (Dong et al., 2009), Aurelia aurita, Cyanea nozaki,
Nemopilema nomurai (Dong et al., 2010), Aurelia sp. (Dong et al., 2017), Aurelia

coerulea (Dong et al., 2018), and Phyllorhiza sp. (Dong et al., 2019), as well as in the
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Mediterranean Sea with the presence of Pelagia noctiluca (Bosch-Belmar et al., 2016;

Bosch-Belmar et al., 2017).

One of these non-indigenous jellyfishes found, to date, in natural environments is
from the genus Cassiopea, also known as upside-down jellyfish. This benthic medusa is
commonly found in shallow waters (Ohdera et al., 2018) and is considered invasive in
several areas like the Caribbean, USA, and Mediterranean (Holland et al., 2004). In the
Southwestern Atlantic (Brazil) the first record of the genus Cassiopea was published by
Migotto et al. (2002). However, Morandini et al. (2017) identified a non-indigenous
population of Cassiopea andromeda based on morphology and a molecular marker (COIl),
hypothesizing that it has inhabited the Brazilian coast for more than 500 years. This
species is considered native to the Red Sea where it can aggregate in large numbers in
natural ecosystems, such as seagrass beds, coral reefs, lagoons, and mangrove habitats
(Holland et al. 2004, Niggl & Wild 2010). Besides being considered invasive or non-
indigenous in many coastal environments worldwide, Cassiopea has never been reported

in aquaculture ponds.

Here, we report the occurrence of Cassiopea andromeda in shrimp farms
(carciniculture) in Northeast Brazil (Ceara state). This record is important because it
shows a northward expansion of the C. andromeda invasion in the Western Equatorial
Atlantic, and it is the first mention in the literature of the presence of such jellyfish species

in aquaculture activities worldwide.

MATERIALS AND METHODS
The field activities were conducted on shrimp farms located in the municipality
of Acarau, Ceara state (NE Brazil) (Figure 1). The study area is located in the Brazilian

Equatorial Margin (Figure 1), western equatorial Atlantic Ocean, under oligotrophic
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conditions and a semi-arid climate. In this area, the rainfall pattern is defined by two
seasons: rainy (January to May) and dry (June to December) (Barroso et al. 2018). The
study area is also immersed in the continuous subequatorial atmospheric circulation of
the trade winds, which are persistent and intense throughout the year (Gomes et al. 2014).
Moreover, the study area is of special interest owing to the occurrence of an easterly
flowing equatorial current (North Brazil current) that links the western equatorial Atlantic
and the Amazon coast at this tropical latitude. In the coastal areas, there are shallow and
hypersaline estuaries characterized by freshwater-deprived conditions (e.g., multiple
dams and severe droughts) and mangrove forests (Barroso et al., 2018), where the shrimp
farms are generally found (Queiroz et al., 2013).

Figure 1. Map of Brazil showing previous reports of Cassiopea andromeda along

the coast (circles, according to Morandini et al., 2017), and the new record at shrimp
farms on the Ceara (CE) coast (star).
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During the last four decades, industrial shrimp farming (Penaeus vannamei) in

Northeast Brazil has experienced intense development and is one of the main producers
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in Latin American (Meireles et al., 2007). At the end of the 1990s, this aquaculture
activity expanded and shrimp farming became an important food export industry, due to
government assistance, public-bank financing, academic collaboration, and legislative

permissiveness, especially on mangrove forests (Queiroz et al., 2013).

Biological sampling and environmental data collection occurred in July 2018 (end
of rainy season). We measured pH, salinity, and water temperature using a multiparameter
probe (YSI 6602). To calculate the density of jellyfishes, three belt transects (BTs) of 20
x 2 m (40 m?) were made. On these BTs we haphazardly distributed quadrats of 50 x 50
cm and took images of the benthic jellyfishes to analyze the size structure of the
population. We also used a drone to photograph the area inside the shrimp farms. The
data from the BTs and photoquadrats were collected at the border of the circulating canal
at a depth of 50 cm (Figure 2). The images were analyzed using the software IMAGE J
to count the number of specimens in the area and measure the population characteristics

(e.g., length).
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Figure 2. Shrimp farms and the study site (delimited by red lines) in Acarad, Northeast
Brazil (A). Closer view of the flooding canal where the medusae were collected, some
specimens can be seen on the margin (red arrow) (B). View of the flooding canal where
samples occurred (C). Closer view of the flooding canal with specimens visible (red
arrow) (D). A from Google Earth; B from the field survey; C and D from an aerial view
using a drone.

To determine the sex of the specimens, the gonads (n = 40) were exposed by
cutting away the oral arms (Schiariti et al., 2012) and observing the lower part of the
umbrella under the microscope (following Kienberger et al., 2018). For molecular
identification, samples of different tissues (oral arms, umbrella margin, and gonads) of
10 specimens were preserved in 90% ethanol prior to analysis. The same 10 specimens

were preserved in 4% formaldehyde solution in seawater for morphological observations.

DNA extraction, amplification, sequencing and assembling

A protocol based on ammonium acetate was used to extract DNA from the

umbrellar tissue (Fetzner 1999). A 700-bp fragment, including the standard barcoding
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region of Cytochrome C Oxidase | (COX1), was amplified (Hebert et al., 2003). One
microliter of the extraction was used as a template in a final PCR reaction volume of 25
pl. The primers used were FishF1-5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3"and
med-cox1-R—5"-TGGTGNGCYCANACNATRAANCC-3' (Lawley et al. 2016; Ward et
al. 2005). The PCR thermal program consisted of an initial denaturation step of 3 min at
95°C, followed by 35 cycles of 30 s at 95°C, 40 s at 54°C, and 50 s at 72°C; with a final
extension of 7 min at 72°C. PCR products were visualized on 2% agarose gels and
purified using AmPure XP. Products were labeled using the BigDye Terminator V.3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc) using the same primers and annealing
temperature as those in the PCR reaction. Dye-labeled DNA was sequenced
bidirectionally using an ABI 3730 sequencer at the Biosciences Institute, Botany

Department, University of Sdo Paulo (USP).

Sequence identification and phylogenetic analysis.

Sequences were assembled and edited using Geneious ™ 6.1.8. and analyzed using
the BLAST server against the sequences within the NCBI databases. Sequence

identification was made based on BLAST scores and percent identity.

Cassiopea andromeda sequences obtained from our specimens (two from the
shrimp farm MN384761 and MN384762, and two from the surrounding mangrove
MN384763 and MN384764) and gathered from GenBank were aligned using MAFFT
and visualized and edited in BioEdit. Aligned sequences were submitted to TNT v.1.5
(Goloboff and Catalano, 2016) to be analyzed under parsimony as the optimality criterion
using “New Technology” searches (Goloboff, 1999; Nixon, 1999). Node support was

assessed by Goodman-Bremer support values (Goodman et al., 1982; Bremer, 1994;
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Grant and Kluge, 2008). Cassiopea frondosa was used as the outgroup (GenBank

accession number: AY319467; Holland et al. 2004).

RESULTS

The water temperature and salinity were recorded as 27.8°C and 39 ppt,
respectively. The density of individuals found was 1.75 specimens/m? and the mean size
was 19.5 £ 5.94 cm (n = 211). We observed both young and adult specimens in the
population on the shrimp farms (Figure 4A) but, curiously, only females were found
(Figure 4B). In some young specimens it was not possible to check sex due to
undifferentiated gonadal tissues.

The specimens sampled from the shrimp farm could be clearly identified as
belonging to the genus Cassiopea based on the general morphology (upside-down habit).
The number of oral arms and rhopalia varied similarly to other populations in Brazil (7—
10 oral arms; 14-20 rhopalia), as did the bell diameter (2-25 cm) and color pattern
(greenish to brownish).

The COX1 data obtained from the four specimens were identical, and the results
of the BLAST search with GenBank sequences are shown in Table 1 (using only one
sequence for comparison). The specimens collected correspond to C. andromeda (sensu
Holland et al. 2004), being related with other C. andromeda sequences including those
from the Red Sea (the type locality of C. andromeda), Bermuda, Brazil, French Polynesia,
Mexico, and USA. The phylogenetic hypothesis obtained (Figure 3) was poorly resolved
with mostly polytomic branching patterns, and the Goodman—Bremer support values
were weak. Cassiopea andromeda from Ceara are more related to specimens from
Bermuda, Brazil, Egypt, and the USA. However, the dataset was not variable enough to

show full resolution within the C. andromeda subclade.

Fortaleza
2020



17

Table 1. Comparison of BLAST results considering samples of Cassiopea from shrimp

farms on the Ceara coast (this study) and other published works.

GenBank ID

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
andromeda

Cassiopea sp.

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
xamachana

Cassiopea
xamachana

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
xamachana

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
xamachana

Cassiopea
xamachana

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
andromeda

Cassiopea
andromeda

Cassiopea sp.

Cassiopea
andromeda

Max and
Total
Score

1245

1175

1112

1112

1088

1083

1079

1077

1077

1066

1066

1053

1046

1044

1042

1040

1035

1033

1026

Query
Cover

100%

96%

89%

89%

87%

87%

87%

87%

87%

87%

87%

87%

84%

84%

83%

84%

84%

82%

84%

E
value

Per.
Ident

99.42%

98.64%

99.51%

99.51%

99.50%

99.33%

99.16%

99.00%

99.00%

98.66%

98.66%

98.16%

99.31%

99.13%

99.48%

99.13%

98.96%

99.47%

98.62%

GenBank
accession

JN700934.1

KC464458.1

MF742169.1

HF930521.1

AY319463.1

AY319464.1

AY319458.1

AY319468.1

AY319453.1

AY319466.1

AY319465.1

AY319454.1

AY319449.1

AF231109.1

KC464459.1

AY319451.1

AY319450.1

MF742172.1

AY319448.1

Fortaleza
2020

Collection locality Reference (DOI)

Tiahura, Moorea,
French Polynesia,
France

10.1093/gbe/evr123

Cabo Frio, Brazil  10.1017/S0025315416000400

Richardson’s Bay, 10.3354/meps12521

Bermuda

Subarea 51.1, .

Western Indian Ocean 10.1016/j.foodres.2013.10.003

Walsingham Pond, - 1 557/600227-004-1409-4

Bermuda

Richardson’s Bay, 4, 107/500227-004-1409-4
Bermuda

Bl Ghardaga, Red  147/600227-004-1409-4
Sea, Egypt

Key Largo, Florida N4 )
Keys, USA 10.1007/s00227-004-1409-4

Kainaone fishpond,

Molokart, Hawali, USA 10-1007/500227-004-1409-4

Walsingham Pond, 1 607/600227-004-1409-4

Bermuda

Richardson's Bay, 4, 1607/500227-004-1409-4
Bermuda

Kainaone fishpond,

Molokart, Hawali, USA 10-1007/500227-004-1409-4

Oahu, Hilton Leeward, -, 1 47/600227-004-1409-4
Hawaii, USA

Oahu, Waikiki Beach,

Hilton Lagoon, Hawaii, 10.1007/s00227-004-1409-4

USA

Cabo Frio, Brazil  10.1017/S0025315416000400

Oahu, Hilton Leeward, - , 1 57/600227-004-1409-4
Hawaii, USA
Oahu, Hilton Leeward,  , 1 57/500227-004-1409-4
Hawaii, USA
Walsingham Pond, 10.3354/meps12521

Bermuda
Oahu, Hilton Leeward,

Hawaii, USA 10.1007/s00227-004-1409-4



Richardson’s Bay,
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Cassiopea sp. 990 79% 99.45% MF742168.1 10.3354/meps12521
Bermuda
Cassiopeasp. 985  79% 99.27% MF742213.1 _Moorea French 10.3354/meps12521
Polynesia, France
Cassiopea g3 7994 99.26% KY610556.1  Daja California Sur, 10.1071/1S16055
andromeda Isla San Jose, Mexico
Cassiopea g3 7905 99.26% KY610555.1  Daja California Sur, 10.1071/1S16055
andromeda Isla San Jose, Mexico
Cassiopea g3 7994 99.26% KY610553.1 Da California Sur, 10.1071/1S16055
andromeda Isla San Jose, Mexico
Cassiopea g3 7994 99.26% KY610552.1  Daja California Sur, 10.1071/1S16055
andromeda Isla San Jose, Mexico
Cassiopea g5 g9, 99.26% KY610551.1 DA California Sur, 10.1071/1S16055
andromeda Isla San Jose, Mexico
Cassiopeasp. 981  79% 99.08% MF742215.1 _Moorea French 10.3354/meps12521
Polynesia, France
Cassiopea o0 g9, 99.08% KY610554.1 Daja California Sur, 10.1071/1S16055
andromeda Isla San Jose, Mexico
Fortaleza
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Figure 3. Phylogenetic hypothesis of Cassiopea spp. and Cassiopea andromeda using the
mitochondrial Cytochrome C Oxidase | gene. Lower left corner — Cassiopea spp.
simplified cladogram representation obtained by Holland et al. (2004), Morandini et al.
(2017), and also recovered in this analysis under parsimony optimality criterion. Right
panel: topology inferred under parsimony with 94 steps in length and Goodman—Bremer
support values based on a 442-bp fragment of the COX1 gene of Cassiopea andromeda,
and Cassiopea frondosa (as an outgroup). More information about the OTU codes can be
found in Table 1.
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Figure 4. (A) Oral and aboral view of different specimens of Cassiopea andromeda
sampled from the shrimp farms. (B) Different amplification views (4x, 10%, and 40x) of
the female gonad of C. andromeda from the shrimp farm.

Female gonad
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DISCUSSION

Morphological identification of the specimens sampled was inconclusive. This
was somewhat expected due to high variation in morphology and few diagnostic features
of species belonging to the genus Cassiopea (Morandini et al., 2017). However, the
genetic analyses confirmed the first record worldwide of the invasive upside-down
jellyfish Cassiopea andromeda in shrimp (Penaeus vannamei) farms.

Our study recorded for the first time the blooming presence of C. andromeda in
aquaculture facilities (shrimp farms), and its northward expansion on the Brazilian
equatorial margin (Figure 1). The species has expanded its range 24 km to the west
compared to the first report in mangroves in Ceara state (from Morandini et al. 2017).
Interestingly, we reported only females from the cultivation and flooding canals of the
shrimp farm. The presence of a single sex in the population studied by us reinforces the
hypothesis of Morandini et al. (2017) that the species arrived in Brazil through fouling on
ship hulls, and are establishing and expanding their populations through asexual
reproduction.

The estuarine environments have a wide range of salinity profiles due to the influx
of freshwater and tidal action (Azhikodan & Yokoyama, 2016). However, the studied
shallow estuary is located on the equatorial coast, having thermal stability (ranging from
26-29°C) and, sometimes, the higher salinities characteristic of the hypersaline estuaries
(Barroso et al., 2018) that favor the occurrence of Cassiopea spp. Besides that, the pelagic
and benthic fauna in this area has a high food availability due to the high levels of organic
matter and phytoplankton productivity (Barroso et al., 2018).

The high abundance and presence of young and adult individuals of C. andromeda
(Figure 4) in the shrimp farm is due to the infrastructure having been installed in a

mangrove area. Such an environment is ideal for the life cycle of the species; it has
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shallow and transparent waters, and also high levels of available organic matter (Fitt &
Costley, 1998; Fleck & Fitt, 1999). The medusae are gathered only at the edge of the
channel, where light harvesting by the symbiont cells is possible. The aquaculture
activities in the surroundings promote the eutrophication of the waters due to input of
phosphorus, nitrogen, and surplus organic matter, which favor phytoplankton growth
(Barcellos et al., 2019). The eutrophication can further favor the establishment of
Cassiopea by providing nutrients for the symbiotic algae Symbiodinium and plankton for
heterotrophic feeding (Ohdera et al., 2018). Thus, the mixotrophic strategy of the species

is an advantage in this environment.

Jellyfish blooms in aquaculture systems have already been detected in China,
where Phyllorhiza sp. was detected (Dong et al., 2019). In the Mediterranean Sea, the
mauve stinger (Pelagia noctiluca) was detected in piscicultures, reducing the growth rates
and even causing the death of European seabass (Dicentrarchus labrax) (Baxter et al.,
2011). In UK and Ireland, the jellyfishes Aurelia aurita and Pelagia noctiluca were also
reported to cause the death of many fish in salmon farms (Doyle et al., 2008; Marcos-
Lépez et al., 2014; Mitchell et al., 2013; Purcell et al., 2013). Aquaculture activities
provide artificial substrates that can be used as settling areas for proliferating polyps,
contributing to the increase in possible medusae (Lo et al., 2008; Richardson et al., 2009;
Dong, Liu and Keesing, 2010; Purcell et al., 2007; Purcell, 2012; Duarte et al., 2013;
Dong et al., 2018). We suggest that this is the cause of the specimens detected by us.
Polyps of Cassiopea andromeda are using the substrates of the shrimp farm to settle and
the population is established. Additionally, the availability of natural substrates
(mangrove roots and leaves) in the surroundings of the aquaculture ponds also favors the

invasive process.
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The genetic marker COX1 confirmed the first record overseas of Cassiopea
andromeda in shrimp farm industry. Different genetic markers have been used to answer
distinct questions on the systematics of medusozoans. Slowly evolving genes have shown
to be appropriate for inferring relationships among scyphozoan jellyfish families (e.g.,
18S and 28S) (Bayha et al. 2010). COX1 has been reported as useful for revealing
diversity in genera such as Aurelia, Cassiopea, and Cyanea; being able to reveal that taxa
such as Aurelia aurita, C. andromeda, and Cyanea capillata did not comprise a single
taxonomic unit as previously assumed (Dawson & Jacobs 2001; Holland et al. 2004;

Dawson 2005).

COX1 has also been employed in biogeographic, population genetics, and
phylogeographic studies of scyphozoans; thus, it was useful to distinguish two
reciprocally monophyletic clades of Catostylus mosaicus, showing evidence of early
evolution (Dawson et al., 2005). On the contrary, nor geographic clusters neither genetic
structure was observed in the jellyfish Rhizostoma pulmo over the Mediterranean Sea
using COX1 and internal transcribed spacer 1 sequences (RamsSak et al. 2012). As in R.
pulmo, according to our parsimony hypothesis, there was no evidence of geographical
clustering of subclades of C. andromeda using COX1, and we do not have good resolution

neither well-supported clades (Ramsak et al., 2012).

Seasonal studies aiming to understand the reproductive patterns, population
structure, and factors favoring the increase in abundance and size of jellyfish in
aquaculture activities are urgently needed. Other important issues to be addressed are the
ecological, social, and economical consequences of the proliferation of C. andromeda to
the farms producing the shrimp Penaeus vannamei, which is considered a valuable

aquaculture resource globally (FAO 2018).
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RESUMO

Cassiopea andromeda (upside-down jellyfish) é uma medusa exotica que tem expandido
sua distribuicdo e € encontrada em diversos ambientes rasos ao redor do mundo.
Entretanto, estudos comparativos analisando fatores populacionais como abundancia,
distribuicdo e tamanho em manguezais e em fazendas de carcinicultura sdo inexistentes.
Com isso, o objetivo do estudo foi analisar estes fatores e relacionar com variaveis
ambientais (nitrogénio total, fosforo total, temperatura, salinidade e pH) e a biomassa
fitoplanctonica (clorofila a). Os resultados indicam que Cassiopea andromeda da fazenda
de carcinicultura apresentou tamanhos maiores do que no manguezal. Na carcinicultura
foram detectadas medusas adultas ao longo do ano, porém para 0 mangue os adultos
foram encontrados somente nos meses do periodo seco. Portanto, as medusas exoticas na
area de carcinicultura foram mais frequentes que na area de manguezal. A temperatura,
nutrientes, clorofila a e salinidade foram mais homogéneas ao longo do ano na
carcinicultura (comparada ao manguezal) devido as trocas periddicas da agua marinha no
canal de abastecimento. Portanto, valores menos extremos dos pardmetros ambientais
estudados da carcinicultura, provavelmente favoreceram a reprodugdo assexuada.
Hipotetizamos que o0 aumento na frequéncia de ocorréncia e no tamanho esta relacionado
a atividade antropica da carcinicultura que cria um ambiente artificial diferenciado que

pode estar contribuindo para o sucesso da invasao da espécie exotica.

Palavras-chave: shrimp farm; exotic jellyfish, jellyfish; mangrove, invasive species
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1. INTRODUCAO

Cassiopea spp. sdo &guas vivas bentbnicas conhecidas como “upside-down
jellyfish” que s&o comumente encontradas em ecossistemas costeiros tropicais e
subtropicais rasos como manguezais e bancos de ervas marinhas (Ohdera et al., 2018). O
aumento na abundéncia e tamanho de medusas do género Cassiopea tem sido observado
em areas sob acgdo antrdpica (Stoner et al., 2011; Zarnoch et al., 2020). Essa relacdo tem
sido explicada pelo input de nutrientes em locais impactados por a¢gdes humanas que
impulsionam os blooms de medusas que possuem zooxantelas associadas em seus tecidos
(Stoner et al., 2016). Como em outros animais que possuem simbiose com dinoflagelados
(e.g., corals), Cassiopea, por depender de seus simbiontes (Symbiodinium sp.) para
sobrevivéncia, € muito dependente de fatores ambientais (Fitt and Costley, 1998; Stoner
et al., 2011; Stoner et al., 2014; Freeman et al., 2016; Aljbour et al., 2017, Aljbour et al.,

2019).

A temperatura é um dos fatores fundamentais para seu ciclo de vida, uma vez que
o cifistoma (fase de p6lipo do ciclo vida) exige determinadas condicfes de temperatura
para o assentamento, metamorfose (estrobilizacdo) e alimentagdo do pdlipo (Fitt and
Costley, 1998; Newkirk et al., 2018). Além disso, as chuvas, a produtividade primaria
aquatica e a concentracao de nutrientes sdo outros fatores que junto com a temperatura
afetam diretamente Cassiopea (Freeman et a., 2017; Welsh et al., 2009)). Mesmo se
alimentando de pequenas presas, medusas do género Cassiopea dependem para seu
crescimento e desenvolvimento tanto dos nutrientes fornecidos pelas algas
endossimbidticas, como daqueles nutrientes dissolvidos na coluna d”agua (Lampert et al.,
2016; Stoner et al., 2016; Freeman et al., 2017; Ohdera et al., 2018; Djeghri et al., 2020).
Cassiopea andromeda tem sido encontrada em estuarios tropicais rasos e com baixo

aporte fluvial na regido do Atlantico equatorial (Morandini et al.,, 2017) e mais
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recentemente em fazendas de carcinicultura (Thé et al. in press). A carcinicultura e o
crescimento urbano sdo os grandes responsaveis pela eutrofizacdo de manguezais no
mundo (Lacerda, 2006; Suarez-Abelenda et al., 2014). Os principais nutrientes que
intensificam o processo de eutrofizacdo séo o fosforo e nitrogénio (Diaz et al., 2017).
Como sintomas do processo de eutrofizacdo, estimulada pela elevada carga desses
nutrientes provenientes da carcinicultura, pode-se destacar a proliferacdo de algas, as
quais podem incluir aquelas simbiontes (Symbiodinium sp.), 0 que consequentemente
pode contribuir para o aumento populacional de Cassiopea sp. (Stoner et al., 2011; Stoner
et al., 2016). Entretanto, estudos comparando Cassiopea em ambientes de manguezal,
com condi¢bes mais conservadas do ambiente natural, e fazendas de carcinicultura séo
inexistentes na literatura.

Assim, a regido do Atlantico equatorial (Brasil) por possuir temperaturas altas e
estaveis (Soares et al., 2019) e baixas taxas de precipitacdo pluviométrica (Barroso et al.,
2018) fornece uma oportunidade Unica para entender as variacbes de tamanho,
distribuicdo espacial, abundéancia e frequéncia de Cassiopea andromeda em manguezais
e nas fazendas de producdo de camardes. Portanto, possibilita gerar um modelo inédito
sobre quais fatores podem levar ao sucesso da invasdo em ambientes tropicais naturais e
com influéncia antropica. Este estudo tem como objetivo esclarecer os padrdes de
distribuicdo espaco-temporal de Cassiopea andromeda no manguezal e em uma fazenda
de carcinicultura, relacionando com fatores ambientais (nutrientes, temperatura,
salinidade e pH) e biomassa fitoplanctonica (clorofila a). Tem-se por hipo6tese que as
medusas de Cassiopea devem ser maiores e mais frequentes no ambiente de carcinicultura
(quando comparadas as de manguezal) devido principalmente ao maior aporte de

nutrientes.

Fortaleza
2020



34

2. METODOLOGIA

2.1 AREA DE ESTUDO

A pesquisa foi conduzida na costa do estado do Ceara (figura 1), Atlantico
Equatorial (Brasil) em duas localidades. Na primeira localidade (Acaral), a medusa C.
andromeda esta presente nos canais de uma fazenda de carcinicultura (Figura 1, A-C) e
na segunda localidade (Itarema) as medusas sdo encontradas em um estuario raso com
cerca de 1-2m de profundidade e presenca de manguezal (Figura 1, D-F). As duas
localidades distam cerca de 20 km uma da outra.

A regido estudada localiza-se préximo a linha do equador, no qual a temperatura
da 4gua marinha € alta, porém com baixa variabilidade durante todo o ano (26 a 30 °C) e
com chuvas escassas (500-1000 mm) (Soares et al., 2017). Este clima costeiro semi-arido
apresenta dois periodos distintos e bem definidos: chuvoso (janeiro a junho) e seco (julho
a dezembro) (Barroso et al., 2018).

O estudo foi realizado em quatro campanhas nos anos de 2018 e 2019 (Figura 1)
nos dois ambientes (manguezal versus fazenda de carcinicultura). As campanhas foram
feitas no periodo chuvoso (janeiro e abril) e seco (julho e outubro) visando entender a
variacdo sazonal. Em cada campanha foram feitos trés transectos perpendicular a linha de
costa (de 20 metros cada um) para o estudo populacional da medusa. Foram analisadas
imagens fotograficas, pardmetros ambientais (temperatura, pH e salinidade) e analise de

agua (clorofila e nutrientes) conforme detalhamento metodologico descrito adiante.
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Figura 1. Locais de estudo das populacGes de Cassiopea andromeda. (A) imagem de drone dos
canais de abastecimento na Shrimp farm onde C. andromeda foi encontrada. (B) e (C) Cassiopea
andromeda na margem do canal de abastecimento (tracejado em vermelho). (D) e (E) Regido de
mangrove onde C. andromeda foi vista. (F) Aglomeracfes de C. andromeda na margem do
manguezal. CE = Ceara coast (northeastern Brazil).
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2.2.COLETA DE DADOS

2.2.1. PARAMETROS AMBIENTAIS E CLOROFILA A

Para os parametros ambientais (temperatura, salinidade e pH) foi utilizado uma
sonda multiparamétrica (medidor multipardmetros a prova d’agua, AK87), que foi

medido em uma profundidade maxima de aproximadamente 50 cm nos dois locais de
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estudo, no mangue e na fazenda de carcinicultura. Além disso, amostras de agua
superficiais foram coletadas para determinacdo em laboratério de clorofila a e nutrientes.
Apbs a coleta, para clorofila a, as amostras foram filtradas em menos de oito horas
apos a coleta in glass fiber filters of 0.7 um nominal pore size (Macherey-Nagel) e 0s mesmos
foram congeladas a -20°C até 0 momento da andlise. Os pigmentos foram extraidos com
acetona 90% (24 horas no escuro a 4°C) e foram feitas leituras em um espectrofotometro,
sendo os valores inseridos na equacao de Jeffrey and Humphrey (1975). Parte das amostras
de 4gua nao filtrada foram usada para quantificacdo de nitrogénio total (TN) e fdésforo
total (TP) de acordo com a UNESCO (1983). Todas as andlises foram realizadas em

quadruplicatas.

2.2.2. DADOS POPULACIONAIS (ABUNDANCIA E ESTRUTURA DE

TAMANHO, DISTRIBUICAO ESPACIAL)

Para os dados populacionais de C. andromeda nos locais de estudo, foram feitos
trés transectos mensais de 20 metros, no qual foi lancado um quadrante de 50 x 50 cm,
onde tinha a presenca de C. andromeda. Apds isso, todos 0s animais no transecto foram
contabilizados através de fotografias usando o software ImageJ 1.51k para célculo de
abundancia, densidade e tamanho médio. Para o estudo de distribuicdo espacial de C.
andromeda os animais presentes dentro dos transectos foram divididos em unidades
amostrais (parcelas) para a utilizacdo da férmula proposta por Morisita para calculo da

distribuicdo espacial (Amaral et al., 2014).

Devido as diferencas de tamanhos de C. andromeda, no qual foram encontradas
medusas jovens e adultas, tivemos a necessidade de distinguir através de caracteres
morfoldgicos e desenvolvimento de gonadas. A defini¢cdo de medusas jovens (recrutas)

e adultas foi baseada em Schiariti et al., (2012) que distinguiu Lychnorhiza lucerna pela
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observacdo de gonadas e seu grau de maturagdo. Com isso, nesse estudo com C.
andromeda, definimos medusas jovens medindo entre 0-6 cm, aproximadamente, e
medusas adultas acima de 7 cm, aproximadamente. As medusas jovens possuiram
caracteristicas morfoldgicas como a presenca de apéndices dos bragos orais e gdnadas em
desenvolvimento. As medusas adultas apresentavam maior numero de apéndices orais (n
>15) e presenca de gbnada de cor marrom sendo visivel a presenca das células gaméticas,
no qual para C. andromeda jovens ndo era possivel distinguir entre macho e fémea (Thé

et al., no prelo).

2.3.ANALISE ESTATISTICA

A fim de observar se o tamanho médio da populacdo de C. andromeda variou
sazonalmente foram aplicados os testes de ANOVA (Anélise de Variancia) e Tukey (p6s-
teste quando houve diferenga significativa entre as 4 campanhas). Estes testes foram
escolhidos ap6s o teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicar que os dados eram

paramétricos. O nivel de significancia das anéalises foi de 5%.

Para saber a distribuicdo espacial de C. andromeda, o indice de Morisita foi
aplicado na populacgéo estudada de acordo com a formula:
Id = n x ZX2-N/N (N-1)

Onde: n: n° de unidades amostrais; N: é o numero total de individuos contados
em todas as n unidades amostrais; ZX2: é o quadrado do numero de individuos por unidade
amostral, somadas todas as unidades. Se: a dispersdo € aleatdria, Id = 1,0; se é
perfeitamente uniforme, Id = 0 (Id < 1,0); e o padrdo agregado é dado por Id > 1,0, com
0 méximo de agregagéo sendo Id = n (quando todos os individuos sdo encontrados em 1

unidade amostral).
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Para entender a variabilidade espacial e temporal dos dados ambientais (NT, PT
temperatura, salinidade) e clorofila a foi aplicada uma anélise de componentes principais
(ACP) e uma andlise de cluster. Os dados ambientais (NT, PT, Temperatura, Salinidade
e pH) e clorofila a foram transformados e padronizados para uso da ACP. A padronizagédo
foi feita através da formula (x-mean)/sd), onde X é o valor do pardmetro ambiental, mean
a sua média e sd seu desvio padrdo. Por sua vez, para analise de agrupamentos foi baseada
na distancia euclidiana e no método de ligacdo completa, os dados foram previamente
transformados por log (x + 1). O software de estatistica PAST v. 3.20 (Hammer et al.,
2001) foi usado para a analise de PCA e o software PRIMER v. 6.0 (Clarke e Gorley,
2006) foi usado para a analise de cluster e a construcdo dos dendrogramas visando

entender a variabilidade ambiental no manguezal e na fazenda de carcinicultura.

3.RESULTADOS
3.1.DADOS POPULACIONAIS

Foram contados 758 individuos no manguezal e 559 individuos na carcinicultura
durante o periodo de estudo. Os individuos variaram de 6,76 — 9,6 cm (8,18 +/- 3,4 cm) e
de 17,4 — 37,36 cm (24,71+/- 5,8 cm), respectivamente. As menores classes de tamanho
(0-5 e 5-10 cm) foram registradas somente no periodo seco (julho/2018 e outubro/2018)
para 0 manguezal. Porém, para a carcinicultura, as medusas jovens (< 6 cm) apareceram
tanto na estacdo seca (julho/2018) quanto na chuvosa (abril/2019). Isto indica a entrada
de coorte (recrutamento) nos dois ambientes, porém em periodos sazonais diferentes

(Figura 2).

A presenca de medusas adultas (> 7 cm) de C. andromeda foi presente durante 0s
dois periodos sazonais para a carcinicultura. Entretanto, para 0 mangue a presenca de

medusas adultas s foi vista no periodo seco (julho/2018 e outubro/2018), sem a presenca
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de medusas na estacdo chuvosa (janeiro/2019 e abril/2019) (Figura 2). A populacéo de

medusas da fazenda de carcinicultura apresenta tamanhos médios maiores (P<0,05,

Tukey test) em todos 0s meses quando comparadas com as medusas do mangue (Figura

3).

Figura 2. Histograma mostrando a faixa etaria por tamanho da umbrela da meduda Casiopea
andromeda durante os meses de estudo na fazenda de camardo (shrimp farm) e no mangue

(mangrove).
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Figura 3. Tamanho das medusas de Cassiopea andromeda nos ambientes e meses estudados.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica significante (P<0,05, Tukey test).
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Para a abundancia absoluta, 0 manguezal apresentou maiores quantidades de
medusas em julho (546 individuos) e em outubro (212 individuos), quando comparado
aos mesmos meses na fazenda de carcinicultura que teve em julho (211 individuos) e em
outubro (103 individuos) menor abundancia (Figura 4). Porém, Cassiopea andromeda é
mais frequente na carcinicultura do que no manguezal pois ocorre em todos 0S meses

tanto no periodo chuvoso quanto no seco.
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Figura 4. Abundancia absoluta de Cassiopea andromeda na fazenda (Shrimp farm) e no mangue.
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Tabela 1. Indice de Morisita (Id) mostrando o tipo de padrdo de distribuigdo para os dois locais

estudados, shrimp farm e mangrove. Id = 1,0; se é perfeitamente uniforme, Id =0 (Id < 1,0); e 0

padrdo agregado é dado por Id > 1,0.

Sites Month/Year Id Distribution
July/2018 3,6 Aggregate
October/2018 1,71 Aggregate
Shrimp farm
January/2019 1,98 Aggregate
April/2019 2,73 Aggregate
July/2018 1,22 Aggregate
October/2018 2,04 Aggregate
Mangrove
January/2019 - -
April/2019 - -

3.2 DADOS AMBIENTAIS

Para os dados ambientais, destaca-se que os valores de salinidade e pH variaram

temporalmente de maneira similar em ambas as areas de estudo, com valores minimos no

periodo chuvoso (abril/19) e maximos no meio do periodo seco (out/2018) (Tabela 2),

indicando o fendmeno da hipersalinidade (salinidade maior do que o mar) (Barroso et al.

2018) no periodo de estiagem. Para os valores de temperatura da dgua, o ambiente da

carcinicultura apresentou menores valores quando comparado ao ambiente de manguezal

provavelmente pelo menor tempo de residéncia da dgua. A temperatura atingiu maiores

valores em out/2018 (31,5 °C) para a carcinicultura, ja no mangue a temperatura pouco

variou entre os meses, atingindo a maior temperatura em janeiro (verdao chuvoso) com 34

°C.
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As andlises de NT e PT em ambos os locais ficaram relativamente estaveis ao
longo do ano. A excecdo foi 0 més de abril/2019 (periodo chuvoso) para a carcinicultura
que apresentou valores semelhantes ao do ambiente de manguezal. As concentracGes de
NT e PT do ambiente de mangue foi, no geral, maior do que na carciniculura (Tabela 2).
O mesmo aconteceu com a biomassa fitoplanctonica estimada através da clorofila a, que
apresentou menores concentragcdes na carcinicultura do que no manguezal, com excec¢ao
no més de abril/2019 que teve um aumento, atingindo valores maximos de 13,21 mg/m3

(Tabela2).
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Tabela 2. Valores dos dados obtidos durante os meses estudados nos dois locais de estudo. Legenda: Jul = julho, Oct = outubro. Jan = janeiro. Apr

= abril

Site Month/Year  Abundance  Density Aerage Size Temperature  Salinity  Chlorophyll a pH NT"lM PTuM
Jul./18 211ind. 1,75 ind/m? 19,5 £ 5,94 27,8° 39,9 ppt 1,70 mg/m? 7,9 18,38 1,05

Shrimp ~ Oct/18 103ind.  085ind/m?> 24,594 £ 5,56 31,5° 46,2 ppt 0,76 mg/m* 8,4 13,30 0,31
WY eie S rsanget  SUSERE ape  @gesr  emge® B 1S od
Apr./19 60 ind. 0,5 ind/m? 17,40 £ 6,9 28,6° 316 ppt 13,21 mg/m’ 8,0 42,78 1,81

Jul/18 546ind.  4,55ind/m*> 6,76 +4,15cm 317 38,9 ppt 5,08 mg/m? 8,0 52,84 2,76

Mangiove Oct./18 212ind. 1,76 ind/m? 9,606 £ 2,78 cm  31g8° 46,9 ppt 3,26 mg/m? 7.9 4228 1,87
Jan./19 - - . 34° 44,5 ppt 2,18 mg/m? 8,3 64,70 2,13

Apr./19* . - - 30,4° 244 ppt 2,45 mg/m? 8,1 42,06 1,79

*Longest rainy period in the last 11 years (FUNCEME)
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Com base nas diferencas entre as variaveis ambientais ao longo do periodo de
estudo, dois grupos foram evidenciados na analise de agrupamento (Cluster) (Figura 5)
conforme também apresentado na ACP (Figura 6). Na ACP, os dois primeiros eixos
explicaram 76% da variacdo total dos dados ambientais. O eixo 1 (42%) foi
correlacionado negativamente com a temperatura (r = -0,15), pH (r = -0.35) e salinidade
(r =-0,41) e positivamente com NT (r = 0,42), PT (r = 0,53) e clorofila a (r = 0,45). Por
sua vez, o0 eixo 2 (34%) foi negativamente correlacionado com clorofila a (r = —0,14) ¢
positivamente com a temperatura (r = 0,67), salinidade (r = 0,23), NT (r = 0,50), PT (r =
0,32) e pH (r =0,33).

O grupo | incluiu as amostragens realizadas na area de manguezal, nos periodos
seco e chuvoso, e na area de carcinicultura no periodo chuvoso. Isso indica uma maior
similaridade entre as areas em decorréncia das chuvas no més de abril/2019. Este grupo |
se caracterizou principalmente por maiores valores de nutrientes e clorofila a, além de
menores valores de salinidade em abril/2019 em ambas as localidades (Figura 5 e 6).

De maneira contrastante, o grupo Il foi formado pelas amostragens realizadas na
area de carcinicultura no periodo seco e inicio do periodo chuvoso, sendo estas
caracterizadas por menores valores de nutrientes e clorofila a (Figuras 5 e 6). Estas
analises indicam a formacdo de dois ambientes bem marcados do ponto de vista das

variacdes de temperatura, salinidade, clorofila a e nutrientes.
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Figura 5. Analise de Cluster mostrando a separacdo dos dados ambientais em dois grupos.

Complete linkage

Transform: Log(X+1)
Resemblance: D1 Euclidean distance

Ganuary/lQ - Mangrove

1

October/18 - Mangrove

July/18 - Mangrove

April/19 - Mangrove

\April/19 - Shrimp farm )

January/19 - Shrimp farm

October/18 - Shrimp farm

! ! T

July/18 - Shrimp farm

1,5 10
Distance

0
Samples

Group |

Group Il

Figura 6. Anélise de componentes principais (ACP), mostrando a variagao espacial e temporal 0s

dados ambientais (NT, PT temperatura, salinidade e clorofila a).
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4.DISCUSSAO

Component 1

Os dados populacionais obtidos indicaram a presenca durante todas as estacGes

(seca e chuvosa) de C. andromeda na shrimp farm (ambiente artificial), e apenas na

estacdo seca (julho e outubro de 2018) na regido de mangrove. Os maiores tamanhos de

C. andromeda foi na de shrimp farm do que no ambiente natural, mangrove. No entanto,
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diferente de estudos ja feitos (Todd et al., 2006; Stoner et al., 2011; Zarnoch et al., 2020)
e da hipdtese inicial, n6s mostramos que C. andromeda atingiu tamanhos maiores e foi
mais frequente em ambiente com menor concentracdo de nutrientes (Shrimp farm), do
que em elevadas concentracdes de NT e PT (mangrove) (Tabela 2; Figura 6). Portanto, a
hipbtese inicial de que o tamanho e aumento da frequéncia seriam maior na shrimp farm

devido aos altos teores de nutrientes foi refutada.

Com isso, foi formulada uma hipdtese alternativa baseada nos resultados obtidos
(Tabela 2, Figura 6) em que que o ambiente artificial gerado pela carcinicultura fornece
um ambiente mais favoravel (pard@metros ambientais dentro dos limites para suprir suas
necessidades fisiologicas) quando comparado ao ambiente de manguezal, que sofre
grandes mudangas temporais ao longo do ano. Assim esse ambiente artificial gerado pela
carcinicultura propicia condi¢fes para C. andromeda se reproduzir assexuadamente,
aumentar seu tamanho, favorece a presenca da espécie ao longo do ano e,

consequentemente, aumenta a probabilidade do sucesso da invaséo (Figura 7).
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Figura 7. Fluxo de energia na shrimp farm e na regido de mangrove. Os esquemas mostram uma

hip6tese de armazenamento de energia para suprir as necessidades fisioldgicas de C. andromeda

na shrimp farm (A) e o desequilibrio desse fluxo de energia causado pelas mudancas ao longo do

ano no manguezal (B). Circulos vermelhos indicam auséncia da espécie nos meses chuvosos no

manguezal.
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Trabalhos com o cifozoario zooxantelado Cassiopea sp. tem aumentado muito nos

ultimos anos por ser considerado um modelo didatico para entender eventos de invaséo e

mecanismos de simbiose devido terem as mesmas caracteristicas de corais com nutricao

parcialmente fornecida por microalgas (Odhera et al., 2018; Djeghri et al., 2019). O

aumento de tamanho, densidade e frequéncia de Cassiopea sp. esta relacionado com o
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aumento dos fendmenos de eutrofizacdo ligada as areas sob influéncia antropica (Stoner
et al., 2011; Zarnoch et al., 2020). Entretanto, a nossa hipotese inicial foi refutada, pois
onde se teve maior teor de nutrientes (manguezal) se teve menor tamanho e menor
frequéncia ao longo do ano, podem ter sido um fator estressante para C. andromeda. Essas
condi¢cdes mais estressantes encontradas na regido de manguezal podem ter contribuido
para seu desaparecimento, e isso pode ser explicado devido-a baixa variabilidade genética
(populagdo composta apenas por fémea) (Thé et al., in press). O mesmo aconteceu para
C. andromeda encontrada em Cabo Frio, Rio de Janeiro, que possuia uma populacao
composta apenas por machos (Morandini et al., 2017) e desapareceu por nao ter resistido
as mudancas ambientais. Cassiopea sp. normalmente é vista atingindo tamanhos
pequenos ndo passando de 15 cm de didametro da umbrela (Niggl and Wild, Stoner et al.,
2011; Stoner et al., 2014a, b; Zarnoch et al., 2020). No entanto, nossos resultados
demostraram Cassiopea andromeda atingindo os maiores tamanhos ja visto na literatura
(até 49 cm) em locais com menores concentracdes de nutrientes (tabela 2, figura 6) nos

canais de abastecimento com agua marinha na area de carcinicultura.

Uma das possiveis explicacdes é a diferenca de concentracdo de nutrientes,
fésforo total (PT) e nitrogénio total (NT), entre os ambientes. As concentracdes PT para
0 ambiente de carcinicultura apresentou as menores concentragoes, (entre 0,3 a 1,81 umol
de PT), quando comparado ao manguezal (1,79 a 2,76 umol de PT) (tabela 2). Trabalho
ja feito com Cassiopea sp. foi observado que as maiores densidades foram em locais onde
as concentracdes de fosforo total (PT) ndo ultrapassaram de 1,5 uMol (Stoner et al.,
2011). Todd et al. (2006) observaram algo similar para Cassiopea xamachana, usando o
fosfato inorgdnico que quando foram expostas a elevadas concentracdes (2umol e
20umol) e sua taxa de absorcdo foi menor do que em baixas concentracdes (0,2uMol;

0,5uMol e 1uMol). O mesmo aconteceu para 0 molusco Tridacna gigas que tambeém
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possui simbiose com Symbiodinium sp. que apresentou uma menor captacdo de fosfato
em concentragdes clevadas (10uM) (Belda and Yellowlees, 1995). Apesar de nosso
estudo ter analisado concentracdo de fosforo total (fésforo inorganico e organico), o
mesmo pode ter acontecido como foi observado por Todd et al., (2006) e Belda and
Yellowlees (1995) para fosfato inorganico. Portanto o crescimento para invertebrados
marinhos é favorecido em ambientes com menores concentracdes de fosforo que em altas
concentracdes, devido uma maior capacidade de captacdo desse nutriente em baixas
concentragoes.

Cassiopea andromeda por apresentar simbiontes (Symbiodium sp.) em seus
tecidos (semelhante aos corais) adquirem nutrientes dissolvidos em aguas normalmente
oligotroficas para atender as suas necessidades metabdlicas (Pomeroy and Kuenzler,
1969). Com isso, elevadas concentracdes de nutrientes, principalmente o fésforo podem
reduzir o crescimento e reproducdo desses animais que contem simbiontes e contribuir
para a proliferacéo e crescimento da comunidade de outros organismos com macroalgas
e microalgas (Koop et al., 2001; Loya et al., 2004). O ambiente de manguezal analisado
é um estuario raso com manguezal, com baixo aporte fluvial (Barroso et al. 2018) e tem
as aguas represadas por estradas limitando as trocas de agua com a maré. Isto gera um
aumento significativo de nutrientes na area do manguezal. Porém, na area da
carcinicultura devido ser agua captada do mar e as trocas periddicas possui menor teor de
nutrientes.

Embora haja uma relacéo de concentracéo de fosforo com densidade de Cassiopea
sp. (Stoner et al., 2011) e para o nitrogénio a relacdo € um pouco mais confusa, variando
de acordo com sua fragdo (amoénio e nitrato) (Zarnoch et al., 2020). Mesmo sabendo que
a eutrofizagdo é uma das causas para 0 aumento de blooms de medusas, ndo h& na

literatura uma relacéo clara que relacione e explique como Cassiopea sp. se comporta em
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concentracdes elevadas de nitrogénio no ecossistema (Stoner et al., 2011). Nossos
resultados corroboram exatamente isso, uma vez que a regido de manguezal por
apresentar niveis 3 a 4 vezes mais altos que na shrimp farm, apresentou medusas de
tamanhos menores e até ausentes no periodo chuvoso (janeiro e abril). Isso mostra que a
relacdo de medusas do género Cassiopea com 0 nitrogénio pode possuir uma relacao
ecologica nos ecossistemas bem mais complexa do que se sabe (Zarnoch et al., 2020).
No entanto, o tamanho de medusas nao € apenas influenciado pelo input de
nutrientes principalmente devido ser uma espécie mixotréfica onde os simbiontes
fornecem a maior parte da nutricdo (Solosse et al., 2017), mas também outros fatores
ambientais como temperatura e salinidade que podem ser determinantes. A salinidade e
a temperatura possuem importancia vital para o ciclo de vida do animal (estrobilizacéo e
metamorfose) (Fitt and Costley, 1998; Klein et al., 2016b; Newkirk et al., 2018). Nosso
trabalho observou que no ambiente de shrimp farm (group I1) (Figuras 5 e 6) as
temperaturas foram menores, ndo ultrapassando 32° C (Tabela 2). Essa faixa de
temperatura onde 0s animais desse grupo foram encontrados sdo consideradas ideais para
o desenvolvimento da medusa (desde planula a medusa adulta) (Fitt and Costley, 1998;
Klein et al., 2016b; Newkirk et al., 2018; Aljbour et al., 2019). Ja na regido de manguezal,
no periodo chuvoso (janeiro/19), a temperatura atingiu valores de 34°C sendo esse
parametro o que pode ter contribuido para o desaparecimento de C. andromeda.
Experimentos anteriores demostraram que temperaturas altas podem ser fatais para
medusas zooxanteladas como Cassiopea andromeda devido ao fendmeno de
brangueamento (Fitt and Costley, 1998; Klein et al., 2016b; Newkirk et al., 2018; Aljbour
et al., 2019) semelhante ao que ocorre com 0s corais pois reduz a sua capacidade
nutricional (Ainsworth et al., 2016; Hughes et al., 2017). A maior temperatura (34°C em

janeiro de 2019 no manguezal) é coincidente o com o desaparecimento da espécie (figura

Fortaleza
2020



50

7). Portanto, tem-se por hipotese de gque esta alta temperatura do inicio do verdo chuvoso
pode ter sido o responsavel para morte de medusas adultas e de pdlipos para o ecossistema
de manguezal, uma vez que C. andromeda ndo foi mais encontrada nessa regido. Além
disso, houve um decréscimo significativo da salinidade pois o inicio do verao coincide
com altos indices de chuva. A queda da salinidade com a alta temperatura pode ter
contribuido para este desaparecimento, uma vez que a queda de salinidade é responsavel
pela diminuicdo em tamanho em Cassiopea e a permanéncias desses parametros por

tempos maiores pode levar a morte de medusas do género Cassiopea (Klein et al., 2016a).

Um fator que colabora neste sentido é o fato da espécie ser reproduzir
assexuadamente na area somente com fémeas (The et al. in press) e o seu tipo de
distribuicdo espacial. Cassiopea andromeda apresentou distribuicdo do tipo agregada
(Tabela 1) nos dois ambientes e em todos 0s periodos estudados. Esse tipo de distribuicdo
espacial indica que a disponibilidade de recurso tem alta probabilidade de influenciar a
localizacdo dos individuos de uma mesma espécie, ou seja, fatores abidticos podem estar
influenciando na estruturacdo da populacdo (Legendre and Fortin 1989). Portanto, uma
mudanca ambiental dréastica no ambiente de manguezal como detectado pela reducdo da
salinidade e aumento significativo temperatura (34°C) tem alto potencial de aumentar a

mortalidade de Cassiopea, especialmente devido sua baixa variabilidade genética.

E um outro fator que diferiu entre os ambientes foi a biomassa fitoplanctonica
(clorofila a), no qual os valores para 0 mangue foram maiores durante a estacdo quente
(julho e outubro de 2018) e na estagdo chuvosa (janeiro/2019). A excec¢éo foi 0 més de
abril (estacdo chuvosa) para carcinicultura que foi maior nessa campanha. Este fenémeno
é provavelmente explicado devido a captacdo da agua da carcinicultura ser feita no
ambiente marinho com trocas periodicas (baixo tempo de residéncia). Entretanto, no

ambiente de manguezal, tem-se maior tempo de residéncia com hipersalinidade
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favorecendo o crescimento de espécies adaptadas do fitoplancton (Barroso et al. 2018) e,
consequentemente, aumento da biomassa fitoplanctonica total (clorofila a). Esse valor de
abril de 2019 poderia tambem ser explicado devido a descarga fluvial que traz nutriente
favorecendo o aumento da comunidade do fitoplancton (Mackey et al., 2017) (relagéo
positiva de nutriente e clorofila a). Esses valores mais elevados coincidem ao elevado
volume de que atingiu 0 municipio de Acarau, o maior dos Gltimos 11 anos de acordo
com a FUNCEME (2019). Os valores mais altos de clorofila a para o ambiente de
manguezal significa que possui mais particulas em suspensdo na agua, turbidez mais alta,
sendo um parametro que poderia afetar a captacdo de luz para os simbiontes (Lampert et
al., 2016). No entanto acreditamos que esse fator ndo seja tdo importante para Cassiopea
andromeda quanto os outros citados (temperatura, salinidade e nutrientes), devido a essas
medusas estarem sempre na borda dos ambientes estudados, onde a profundidade nao
ultrapassa de 50 cm do fundo. Com isso a turbidez para ambos ambientes (carcinicultura
e manguezal) ndo é limitante quanto os outros.

A diferenca grande de tamanho e sua frequéncia entre ambiente artificial (shrimp
farm) e natural (mangrove) pode ser explicada por ser uma espécie exotica no Brasil
(Holland et al., 2004; Morandini et al., 2017; Thé et al., in press) e depender de diversos
parametros ambientais, 0s quais exigem condicdes Otimas para seu desenvolvimento.
Com isso qualquer mudanca ambiental que nédo seja favoravel para seu crescimento pode
desencadear seu desaparecimento, uma vez que todo individuo € gerado pela reproducéo
assexuada, ou seja sem variabilidade genética (Thé et al., in press). Sendo assim a shrimp
farm (Figura 7) com valores ideais dos parametros ambientais (temperatura e salinidade)
e baixos teores de nutrientes oferece um ambiente ideal para manutencdo do evento de

invasdo com medusas sempre frequentes e maiores do que as encontradas no manguezal.
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Portanto, nosso trabalho demostrou que atividades de aquicultura favorecem o
evento de invasdo de C. andromeda pois oferece um ambiente perfeito para a medusa,
contribuindo assim para a manutencdo da populacdo mesmo com reproducdo assexuada.
Apesar das limitacbes, no qual ndo foi possivel a realizacdo de experimentos para
compreensdo da assimilacdo de nutrientes e até o estudo de varidveis bidticas (predagédo
e competicdo), esse estudo possui uma importancia fundamental para o entendimento do
comportamento e um pouco da ecologia de cifozoarios zooxantelados, pois comparamos
populacdes que foram vistas e estudadas pela primeira vez dentro de atividades de
carcinicultura; uma atividade em expansao nas regides tropicais (Queiroz et al., 2013).
No entanto estudos futuros devem ser feitos para esclarecer o papel de C. andromeda tem
na ciclagem de nutrientes, suas preferéncias nutricionais com uso de biomarcadores e seu

papel tréfico em ambientes de manguezais e de fazendas de carcinicultura.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O primeiro capitulo registrou pela primeira vez Cassiopea andromeda em
atividades de aquacultura no mundo, sendo a identificacdo dos exemplares coletados
feitos a partir de caracteristicas morfologicas e dados moleculares (COIl). A populacdo de
medusa estudada foi relacionada geneticamente com C. andromeda das Bermudas,
Estados Unidos e do Rio de Janeiro (Brasil). Alem disso, foi visto que toda populacdo era
composta apenas por individuos do sexo feminino, comprovando que esse animal esta se

reproduzindo apenas assexuadamente.

No Segundo capitulo foi demonstrado diferencgas de tamanho e frequéncia entre
dois ambientes (carcinicultura versus manguezal). Na carcinicultura C. andromeda
apresentou os maiores tamanhos registrados na literatura e frequenteao longo de todo o
ano do estudo. J& C. andromeda do manguezal apresentou tamanhos semelhantes aos
encontardos na literature, sendo ausente no periodo chuvoso. Essa variagdo de tamanho
entre os ambientes pode ter sido regularizada principalmente pela salinidade, temperatura

e nutrientes que apresentaram valores distintos temporalmente e espacialmente.

O terceiro capitulo sobre ecologia trofica e nutricional de C. andromeda esta em
processso de elaboragdo.Esses dados foram analisados durante o estagio feito na
Universita del Salento, sendoos resultados Uteis para auxiliar na compreensdo das
diferencas de tamanho observados no capitulo dois. Nesse capitulo sera abordado a
ecologia tréfica e nutricional de C. andromeda utilizando isdtopos estaveis de C*3%e N e

a quantificacdo de lipideos e carboidratos em diferentes tecidos dessa medusa.
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