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1. Introducio e justificativa

Ao longo do ciclo de vida, os animais lidam com alteracdes no estado nutricional,
relacionados a diferentes fatores endégenos e exdgenos, incluindo diferentes processos bioldgicos
de alta demanda energética (Figura 1; Sheridan, 1994, Zera e Harshman, 2001). De modo que, os
padrdes de alocacdo de recursos para manutencao, crescimento e reprodugdo sdo parte integrante
da histéria de vida de todos animais (Ricklefs e Wikelski, 2002). Neste sentido, o estudo de animais
em ambiente natural € essencial para a compreensdo das estratégias alimentares adotadas,
diversidade fisioldgica e necessidades nutricionais de cada espécie (Wikelski e Cooke, 2006;
Cooke et al., 2013; Gallagher et al., 2017a). Dada a elevada diversidade nas estratégias de histéria
de vida, os elasmobranquios (tubardes e raias) tornam-se interessantes modelos para o estudo de
relagcdes entre a fisiologia e interacdes ecoldgicas no ambiente marinho (Cortés, 2000; Frisk,
2010). Informacgdes estas, que sdo essenciais em modelos mecanicistas e para prever a capacidade
de resposta aos potenciais impactos associados com atividades humanas e mudangas ambientais
(Cooke et al., 2013).
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Figura 1- Modelo conceitual sobre o gasto de energia durante o ciclo de vida em tubardes
viviparos com ciclo anual e bienal.

Sendo eles predadores de topo ou mesopredadores, os elasmobranquios desempenham
destacado papel funcional na dindmica dos ecossistemas marinhos, estuarinos e dulcicolas
(Stevens et al., 2000, Ferretti et al., 2010). Ecologicamente, eles influenciam a transferéncia de
energia através de interacdes ecoldgicas diretas, como predacdo, e indiretas como competi¢io e
modificacdo do comportamento de niveis troficos inferiores (Figura 2) (Heithaus et al., 2008;

Dulvy et al., 2017). Nesse sentido, reducdes populacionais, principalmente de grandes tubardes,



podem levar a efeitos de cascata tréfica e consequente modificagdo de toda comunidade (Myers et
al., 2007, Ferretti et al., 2010).
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Figura 2- Interacdes tréficas em uma suposta cadeia alimentar. Modificado de Roff et al. (2016).

Compreender como estes animais afetam o fluxo de energia através das teias alimentares e
a magnitude dos impactos sobre este grupo e no ambiente marinho requer um conhecimento
detalhado de suas interagdes tréficas e caracteristicas da historia de vida (Hussey et al., 2015;
Grubbs et al., 2016). Tradicionalmente, estudos de dieta de elasmobranquios tém utilizado a
andlise do contetdo estomacal por meio de dissecacao letal, que fornece um dado quantitativo e
instantaneo da dieta (Cortés, 1999). Devido as limita¢des deste método, como a necessidade de
grande ndmero de individuos e a rdpida digestdo do alimento, métodos alternativos através do
rastreamento bioquimico por marcadores tréficos, como isétopos estdveis e dcidos graxos, t€m
sido bem estabelecidos para investigar a ecologia tréfica de consumidores (Budge et al., 2006;
Iverson, 2009; Hussey et al., 2012). Estes métodos bioquimicos fornecem ainda uma alternativa
pratica para investigar aspectos metabdlicos e ecoldgicos ao longo do tempo através de
amostragens ndo-letais (Hammerschlag e Sulikowski, 2011), tornando-se ferramentas atraentes,
especialmente considerando espécies ameacadas e com caracteristicas particulares de histéria de
vida, tais como os tubardes (i.e. crescimento lento, maturidade sexual tardia, baixa fecundidade e
um longo periodo de gestagcao (Cortés, 2000; Dulvy et al., 2014).

Apesar do aumento de estudos descritivos nos tltimos anos sobre os padrdes ecoldgicos e
diferencas fisioldgicas entre espécies de tubardes, relacionados ao uso de habitat e filogenia
(Pethybridge et al., 2010), pouco ainda se sabe sobre como as variagdes sazonais, espaciais e do
estagio de vida afetam sua condi¢do nutricional e interagdes troéficas. Desta forma, realizar estudos

em condi¢Oes naturais para descri¢do de padrdes fisiolégicos fornece a oportunidade de testar e



refinar hipdteses para desenvolver quadros preditivos sobre os recursos energéticos utilizados em
determinados estdgios da vida, co-ocorréncia e declinio de espécies chaves nos ecossistemas
marinhos (Gallagher et al., 2017b; Shipley et al., 2019). Tal conhecimento é fundamental para
entender os efeitos de perturbagdes ambientais e antrOpicas nos processos fisiolégicos e na
transferéncia de energia nas redes tréficas de mesopredadores e predadores marinhos (Gongalves
etal.,2017). Por exemplo, em resposta a alteragdes ambientais e/ou antropogénicas, consumidores
que adotaram estratégias generalistas (maior amplitude de nicho alimentar, consumindo maior
variedade de presas) s@o mais resistentes a alteragdes no ecossistema que possam afetar a
disponibilidade de presas, por outro lado, espécies especialistas (menor amplitude de nicho
alimentar, consumindo alguns tipos de presa), sdo previstas para serem relativamente mais
suscetiveis a alteracdes antropicas que afetam sua cadeia alimentar (Frisk, 2010; Gallagher et al.,
2012).

Para preencher parte destas lacunas, o presente projeto de doutorado ird investigar os efeitos
da variagdo espacial, temporal e do estdgio de vida na condi¢d@o nutricional e relagdes tréficas em
tubardes de diferentes estratégias de histéria de vida, no contexto das mudancgas ambientais e
manejo em areas marinhas protegidas. Biomarcadores fisiologicos e troficos serdo utilizados como
ferramentas para acessar: (1) o status e ciclo reprodutivo através do perfil dos esteroides gonadais;
(2) o metabolismo energético e condi¢do nutricional, através do perfil hormonal e dos metabdlitos
lipidico e perfil de acidos graxos; e (3) a ecologia tréfica e interagdo entre os tubardes, através da
andlise do perfil de 4cidos graxos e isétopos estaveis. Parte deste projeto vem sendo realizado em
parceria com o Shark Research and Conservation Program, da Universidade de Miami (Figura 3).
Portanto, na presente proposta abordamos apenas a parte realizada com os tubardes estudados no
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Figura 3- Modelo ilustrativo das duas partes que compde o presente projeto de doutorado. Parte
1 vem sendo realizado com tubardes amostrados na regido do sul da Florida, EUA. Parte 2
realizada no arquipélago de Fernando de Noronha, Brasil, parte integrante da presente proposta.



Espécies moéveis, como tubardes, sdo conhecidas por usar alguns habitats-chave, para
sobreviver e maximizar o sucesso reprodutivo, usando essas dreas, com abundantes fontes de
alimento, para forrageio, reproducdo e bercario, bem como para evitar condi¢des ambientais
adversas (e.g. Lennox et al., 2016). Algumas espécies de tubardes apresentam fidelidade a estes
locais, por exemplo para acasalar, como visto para tubardes-lixa (Ginglymostoma cirratum) em
aguas rasas do parque nacional Dry Tortugas (Flérida, EUA) no inicio do verdo (Carrier et al.,
2003), ou como drea de bercario, como observado para tubardes-limdo em Bimini, Bahamas e
tubardes-de-pontas-negras-do-recife (Carcharhinus melanopterus) em Moorea, Polinésia
Francesa (e.g. Mourier e Planes 2013, Feldheim et al., 2014). A identificacdo e conservagdo desses
habitats sdo essenciais para a conservagao desses animais, que t€ém a maior proporcao de espécies
ameacadas de qualquer vertebrado marinho (Davidson e Dulvy, 2017; Heupel et al., 2018).
Atualmente, no entanto, ainda é muito pouco conhecido sobre como os tubardes estdo usando
habitats-chave (por exemplo, para forrageamento, crescimento, reproducao), no Oceano Atlantico
equatorial (Garla et al., 2006; 2009; Afonso et al. 2016; 2017).

A drea de protecdo ambiental marinha de Fernando de Noronha fornece uma grande
oportunidade para o estudo destes animais, uma vez que a regido tem sido descrita como
importante drea de reproducio e bercario do tubardo-lixa G. cirratum, como bercario do tubarao-
limao e tubardo-cabecga-de-cesto (N. brevirostris e Carcharhinus perezi; Garla et al., 2006; 2009),
e também utilizada por tubardes-tigre juvenis Galeocerdo cuvier (Afonso et al., 2017). No entanto,
algumas perguntas permanecem inexploradas, por exemplo: (1) espécies que sdo encontradas
durante todo o ano, apresentam diferentes estdgios do ciclo de vida e reprodutivo?; (2) uma
variacdo na qualidade nutricional poderia estar relacionada ao ciclo de vida, ou a uma mudanca
nos nutrientes locais?; (3) como os tubardes que estdo co-ocorrendo nesta regido estdo
particionando ou competindo pelos mesmos recursos alimentares? (4) hd uma estabilidade
temporal nesta interagdo trofica?

Neste sentido, usando biomarcadores fisiol6gicos, obtidos através de amostragens nao letais,
serdo testadas as seguintes hipoteses:

(1) Dado que estas espécies utilizam a regido durante o ciclo reprodutivo, como para cpula,
gestacdo, parto, e também por juvenis (Garla et al., 2006; 2009; Afonso et al., 2016; 2017), espera-
se encontrar um padrdo hormonal distinto para cada estdgio (Figura 4) bem como uma variagao
sazonal no status reprodutivo. Com base em estudos anteriores (revisio em Awruch, 2013),
esperamos que seja possivel distinguir fémeas em periodo de vitelogénese e gestacdo, através de
suas altas concentracOes de estradiol e progesterona. Consequentemente, espera-se encontrar

baixas concentracdes desses hormdnios em fémeas que nao estdo no periodo reprodutivo.
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Figura 4- Previsdo tedrica sobre o perfil hormonal em fémeas e machos durante diferentes estagios
de vida, de imatura a pés-parto.

(2) Considerando os altos custos metabdlicos do investimento materno em fémeas e
comportamento reprodutivo em machos, espera-se que eles usem energia armazenada previamente
para a reproducdo (Figura 5). No entanto, devido a grande diversidade de estratégia de historia de
vida dos tubardes estudados na regido de estudo, espera-se encontrar uma variagao nestes padroes
entre as espécies, e uma relacao direta entre a alocacdo de energia e a fase do ciclo de vida. Espera-
se desta forma, encontrar indicadores de alta demanda energética e de mobilizacido dos estoques

energéticos em fémeas nas fases de vitelogénese e gestagdo, e em machos nos periodos de

acasalamento.
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Figura 5- Modelo conceitual. (a) Ciclo sazonal do estoque energético e uso durante a reproducao
em machos e (b) em fémeas. Usando como exemplo o tubardo-lixa, Ginglymostoma cirratum.

(3) Biomarcadores tréficos (isétopos estdveis e dcidos graxos) serdo utilizados como

ferramentas para testar a hipotese de que os tubardes-tigre, limdo, lixa e cabega-de-cesto (G.



cuvier, N. brevirostris, G. cirratum e C. perezi, respectivamente) particionam recursos alimentares
na regido de estudo (Figura 6), dado que esta é uma estratégia comumente encontrada em tubardes
simpdtricos, para facilitar a co-ocorréncia e evitar a competicdo (e.g. Gallagher et al., 2017b;
Shipley et al., 2019). Neste sentido, espera-se encontrar uma estabilidade temporal nas relacdes
tréficas entre eles. Especificamente para tubardes tigre, espera-se encontra pelo menos dois grupos
distintos, uma vez que a competicao intraespecifica foi relatada para a espécie na regido, onde
alguns tubardes patrulhavam continuamente as 4guas costeiras por periodos prolongados,
enquanto outros tubardes repetidamente fazem breves incursdes nesses habitats, seguidos de

periodos mais longos de auséncia (Afonso et al., 2019).
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Figura 6- Modelo conceitual sobre a relacdo tréfica intra e interespecifica dos tubardes na regido.
Galeocerdo cuvier (azul e laranja); Negaprion brevirostris (verde); Ginglymostoma cirratum
(roxo) e Carcharhinus perezi (rosa).

(4) Dado que nao foi observado nenhum efeito negativo do ecoturismo em estudos prévios
em outras regides (e.g. Hammerschlag et al., 2012; Meyer et al., 2019), espera-se encontrar
padrdes uniformes de uso de recursos alimentares e na condi¢do nutricional nos tubardes ocupando

regides com atividade turistica em baixa e alta temporada.
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2. Objetivo geral

Investigar os aspectos fisioldgicos relacionados a reproducdo, estado nutricional e relagdes
tréficas em tubardes de diferentes estratégias de histéria de vida, no sistema insular de Fernando
de Noronha, avaliando a importancia dessa area para o ciclo de vida de cada espécie e como tais
ferramentas poderdo auxiliar no manejo em dreas marinhas protegidas e a prever os efeitos de

perturbacdes ambientais.

2.1 Objetivos especificos

1) Identificar o estagio reprodutivo de tubardes das espécies G. cuvier, N. brevirostris, G.
cirratum e C. perezi, avaliando o ciclo reprodutivo e como o estigio de vida influencia
sazonalmente suas condicoes nutricionais e interacoes troficas;

2) Analisar a influéncia temporal nos indicadores de qualidade nutricional e demanda
metabodlica em tubardes de diferentes estratégias alimentares, identificando nutrientes essenciais
para cada espécie e como eles variam sazonalmente e em resposta ao ciclo de vida;

3) Explorar a complexidade trofica dos tubardes desta regido, identificando o nivel tréfico
e relacdo trofica entre as quatro espécies, mais especificamente explorando relacdes de competi¢ao
ou particao de recursos alimentares, e as variagdes intra e interespecificas;

4) Avaliar o impacto do ecoturismo na qualidade nutricional e relagdes tréficas de tubardes,
comparando locais com e sem atividade (visitagdo/mergulho), bem como periodos de baixa e alta
temporada;

5) Comparar parametros fisioldgicos entre as populagdes do arquipélago de Fernando de
Noronha e do sul da Flérida, avaliando se os parametros reprodutivos, nutricionais e tréficos
variam espacialmente nas quatro espécies e quais poderiam ser as implicacdes em termos de
monitoramento em dreas marinhas protegidas;

6) Caracterizar a resposta fisiologica especie-especifica ao estresse de captura em tubardes
expostos a uma interacdo experimental de pesca padronizada, bem como

identificar se fatores como tamanho, espécie e duracdo da pesca influenciam esta resposta;

3. Metodologia
3.1. Local de estudo

Foi selecionada a regido do arquipélago de Fernando de Noronha, um grupo isolado de
pequenas ilhas vulcanicas localizadas no Atlantico equatorial ocidental (03'51'S; 3225'W), 345
km ao nordeste do Brasil, primeiramente devido a alta taxa de captura e abundancia de tubardes

na regido, uma drea de protecao marinha (Garla et al., 2006; 2009; Afonso et al., 2017), garantindo



assim um ndmero amostral significativo para o teste das hipéteses propostas no presente estudo;
segundamente por ser uma regido de grande importancia no ciclo de vida destes animais, seja para
alimentacdo e/ou reproducdo (Garla et al., 2006; 2009). Além disso, o arquipélago de Fernando de
Noronha é uma regido que apresenta grande potencial ecoturistico, incluindo a interagdo com
tubardes no mergulho e na pesquisa, permitindo efetivas acdes de educagcdo ambiental (Garla et
al., 2015; Pires et al., 2016).

A coleta de amostras teve inicio este ano, em parceria com o Laboratério de Oceanografia
Pesqueira, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, liderado pelo Prof. Dr. Fabio Hissa
Vieira Hazin, conduzidas mediante as seguintes autorizagdes: Instituto Chico Mendes para a
Conservagao da Biodiversidade (ICMBio #67989-1) e comité de ética (n° da licenca 059/2019, n°
do processo 23082.011664/2019-55), cadastro CGen (#AS1BEA9). Os tubardes G. cuvier, N.
brevirostris, G. cirratum ¢ C. perezi foram escolhidas para o presente estudo devido a alta taxa de

captura das espécies na regido (Camila Araidjo, comunicacdo pessoal).

3.2. Captura, manejo e amostragem dos animais

Os tubardes vém sendo capturados através do uso de drumlines e espinhel peldgico de
superficie e fundo, descrito detalhadamente em Afonso et al. (2017). Em resumo, o espinhel ou
drumline sdo lancados e retirados apds aproximadamente 2-3h para verificacdo da presenca de
tubardes. Os tubardes sdo lacados pela cauda e embarcados, € entdo uma mangueira de dgua €
inserida na boca do tubardo para bombear ativamente a 4gua sobre as branquias enquanto o animal
fica temporariamente imobilizado (Figura 8). Todos os tubardes capturados passam pelos
seguintes procedimentos: (1) identificados a nivel de espécie com base em suas caracteristicas
morfoldgicas; (2) sexo identificado através da presenca/auséncia do clasper; (3) recebem uma
marca pléstica do tipo 7-bar, com um nimero de identificacdo no caso de recapturas; (4) obtidos
dados biométricos (comprimento total, furcal com excec¢do do G. Cirratum, pré-caudal e inter-
dorsal, todas em cm) e morfoldgicos, descritos abaixo; (5) coletadas amostras de tecido dérmico e
muscular (biépsia de 6 mm); (6) coletadas amostras de sangue, obtidas por puncao da vasculatura
caudal (~10 ml), utilizando seringas descartaveis e heparinizadas (EDTA) (Figura 8b); e por fim,
(7) alguns animais selecionados recebem também uma marca acustica, cirurgicamente implantadas
na cavidade celomica (Figura 8b), para permitir a deteccao de tubardes marcados por um arranjo
estaciondrio composto por 12 receptores acusticos submarinos (VR2W, Vemco) estrategicamente
arranjados na regido de estudo.

Sub-amostras de sangue sdo entdo centrifugadas (1300 rpm) por 5 minutos em temperatura

ambiente para separagdo do plasma. Todas as amostras de tecido, sangue total e plasma sdo



colocadas em tubos criogénicos, congeladas em nitrogénio liquido, até serem acondicionados em

freezer em temperatura de -20°C, onde permanecem até o periodo das andlises (Tabela 1).

L1

Figura 8- (a) Procedimento de marcagdo, com marca acustica e (b) coleta de sangue em um

tubardo-tigre (Galeocerdo cuvier). (c) manejo de um tubardo-limao (Negaprion brevirostris) e
tubardo-lixa (Ginglymostoma cirratum) Fotos: © Laboratério de Oceanografia Pesqueira, UFRPE.

Tabela 1- Andlises que serdo realizadas nos tubardes do presente estudo indicando o tecido
correspondente em cada uma. Nao serdo coletadas amostras de musculo e derme para o tubardo-
lixa (), devido a sua camada de pele e denticulos dérmicos.

Espécies
Anidlise Tecido/fluido  Galeocerdo  Negaprion  Ginglymostoma Carcharhinus
cuvier brevirostris cirratum perezi
Perfil de acidos graxos Plasma X X X X
Musculo X X - X
Derme X X - X
Sangue total X X X X
Metabdlitos
Triglicérides Plasma X X X X
Colesterol Plasma X X X X
8-hydroxybutyrate Plasma X X X X
Ureia Plasma X X X X
Lactato Plasma X X X X
Glicose Plasma X X X X
Hormonios esteroides
178-estradiol Plasma X X X X
Progesterona Plasma X X X X
Testosterona Plasma X X X X
Corticosterona Plasma X X X X
Isétopos estaveis Sangue total X X X X
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3.3. Caracterizagdo do status reprodutivo

Para caracterizar o status reprodutivo serd usada a andlise de hormoénios gonadais. A
concentra¢do plasmatica dos hormonios esteroides 17f3-estradiol, testosterona e progesterona das
espécies de tubardes serd quantificada utilizando-se kits comerciais (Cayman Chemical Company,
Michigan, EUA) pelo método de Elisaimunoensaio (ELISA). Todas as amostras de plasma serdo
analisadas em duplicatas e as medi¢des de absorbancia serdo realizadas em um leitor de
microplacas (Spectra Max 250 Molecular Devices), seguindo os protocolos que vem sendo

utilizados para elasmobranquios no laboratdrio.

3.4. Condicdo nutricional e metabolismo energético

A condic¢do nutricional serd avaliada através de medidas morfométricas (condi¢c@o corpdrea)
e varidveis fisioldgicas (metabdlitos lipidicos e perfil de dcidos graxos). A condi¢do corporal dos
tubardes serd avaliada para cada individuo com base em cinco medidas morfoldgicas (ver detalhes
em Irschick e Hammerschlag 2014, Figura 9). Em resumo, estas medi¢des incluem (1)
comprimento pré-caudal, a distancia da ponta do focinho até a inser¢do da nadadeira caudal; (2)
extensdo lateral, (3) amplitude frontal, (4) extensdo proximal e (5) circunferéncia da quilha caudal

(Irschick e Hammerschlag 2014).

(1)

Figura 9- Medidas para cdlculo da condi¢do corporal. Modificado de Irschick e Hammerschlag
(2014).

A concentrag@o plasmatica de corticosterona serd quantificada utilizando-se kit comercial
(Cayman Chemical Company, Michigan, EUA) pelo método de Elisaimunoensaio (ELISA),
mesmo método descrito acima. Os metabdlitos de triglicérides, colesterol e os corpos cetdonicos
(B-hidroxibutirato- f-HB) ser@o analisados para avaliar a demanda metabdlica e a variacdo da
condi¢do nutricional durante diferentes fases do ciclo de vida. Os metabdlitos serdo medidos em

amostras de plasma utilizando kits comerciais (triglicérides e colesterol: Labtest ®; -HB: Cayman
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®) e métodos colorimétricos correspondentes, utilizando-se um espectrofotometro ELISA
(Spectra Max 250, Molecular Devices).

O perfil de 4cidos graxos serd utilizado para avaliar a varia¢do da qualidade nutricional dos
tubardes. Amostras de musculo (15-70 mg), derme (15-25 mg), sangue total e plasma (100puL)
serdo analisados por transmetilacdo direta descrita por Parrish ef al. (2015). As amostras serdao
homogeneizadas em 3mL da solucdo metanol: diclorometano: dcido cloridrico concentrado
(10:1:1 v:v:v) e mantidas em banho-maria por 2 horas a 80°C. Ap0és a retirada e resfriamento, serdo
adicionados 1.5 ml de 4gua Milli-Q, seguido de 1.5 ml de hexano e 0.3 ml de diclorometano. Apds
a mistura completa, os tubos serdo centrifugados a 2.000 rpm durante 5 min. A camada superior
organica serd entdo removida e transferidas para os vials de inje¢do e evaporadas em nitrogénio.
Os acidos graxos serdo analisados com o cromatégrafo a gas (Varian modelo 3900) acoplado a um
ionizador de chama e autoinjetor (CP8410). Os dcidos graxos serdo identificados com base no
tempo de retengao, utilizando-se padrdes conhecidos (Supelco, 37 components — Sigma — Aldrich,

dentre outros).

3.5 Interacoes troficas

Andlise de is6topos estdveis de carbono e nitrogénio (8'°C e §'°N) ser4 utilizada para avaliar
a variacdo das interagdes tréficas intra e interespecificas. As amostras de sangue total serdo
liofilizadas, pesadas e queimados por combustdo a 1800°C em capsula de estanho em um
espectrometro de massa de razao isotdpica (IR-MS ThermoQuest-Finnigan, Delta Plus Finnigan-
MAT, San Jose, CA) com um analisador elementar (Modelo 1110; Carlo Erba, Milao, Italia), no
laboratério CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura - USP-Piracicaba). O COz (g) e N2
(g) resultantes serdo analisados pela razdo entre os is6topos estdveis de carbono e nitrogénio,
respectivamente, seguindo padrdes internacionais reconhecidos. A razao isotdpica de C e N sera
expressa em & como parte por milhao (%o) baseado no calculo: 6 X=[(Ramostra/Rpadrio)-1]x1000, onde
X é 13C ou °N; R é correspondente a razio '*C/'>C ou '>N/'N e § ¢ a proporgio de luz emitida
pelo is6topo na amostra. Os resultados da composi¢do isotopica serdo expressos em %o, referentes

aos padrdes utilizados para C'* (carbonato PDB-Viena) e N'° (N, atmosférico).

3.6 Estresse de captura

Varidveis fisioldgicas serdo analisadas para avaliar a resposta ao estresse de captura das
espécies estudas, garantindo que estdo sendo usados métodos adequados de captura e manejo.
Ureia, glicose e lactato serdo medidos em amostras de plasma utilizando kits comerciais (Labtest

®, catalogo n. 27, n. 133-1/500 e n. 138-1/50, respectivamente). Todas as amostras de plasma
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serdo analisadas em duplicatas e as medi¢des de absorbancia serdo realizadas em um leitor de

microplacas (Spectra Max 250 Molecular Devices), seguindo os protocolos de cada kit.

3.7 Andlises dos dados

Tamanho corporal e concentracio de esteroides gonadais serdo utilizados para categorizacao
dos estagios de vida (Q: imatura, em vitelogénese, gravida, em repouso; J': imaturo, maduro ativo
e inativo), grupos que serdo entdo comparados entre si para avaliar a varidncia dos hormonios em
cada estdgio, espécie e estagdo do ano. A condi¢do nutricional serd descrita para cada espécie e
comparada entre os estagios de vida, bem como verificada a correlacao entre o tamanho e condi¢ao
corpérea com os metabdlitos, dcidos graxos e corticosterona, utilizando-se a correlacdo de
Pearson. A comparagdo das varidveis entre os estagios de vida, locais com e sem atividade turistica
(visitacdo/mergulho) e periodos de baixa e alta temporada sera realizada inicialmente pela Anélise
de Variancia (one-way ANOVA) (Sigma Stat versdo 3.1). Para dados paramétricos, serd aplicado
o teste post-hoc Student-Newmann-Keuls. Para os dados ndo paramétricos serd aplicado o teste
Dunn’s ou Tukey. Seré considerada diferenga estatisticamente significativa quando p < 0,05.

Para explorar a variagdo no perfil de acidos graxos e isotopos estdveis entre as espécies e
estacdes do ano, em um primeiro momento serdo utilizadas andlise multivariadas como andlise de
componentes principais (PCA) e escalonamento multidimensional (nMDS), seguido das anélises
de porcentagem da similaridade (SIMPER) e andlise de similaridades (ANOSIM), realizadas
inicialmente no programa PAST v3.12. Posteriormente, testes através de modelos lineares

generalizados (GLM) serdo realizados para descri¢do completa dos dados obtidos.

4. Atividades previstas

As amostragens no sistema insular de Fernando de Noronha iniciaram este ano, com mais 4
expedicOes previstas para 2020 (Fevereiro / Maio / Agosto / Novembro) e 2 para 2021 (Fevereiro
/ Maio). Dentre as atividades académicas, inclui-se a realizacdao de disciplinas, ministrar
minicursos e palestras, participacdo em eventos académicos, apresentacdo de trabalhos com
resultados resultantes do presente projeto, escrita de relatdrio e artigos cientificos. Além disso,
neste tempo serdo realizadas as andlises das amostras ja coletadas no laboratdrio e andlise de dados.
Com excecdo da andlise de isdtopos estdveis, no qual as amostras serdo preparadas (liofilizadas,
pesadas e colocadas nas capsulas) e entdo enviadas ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura -
USP-Piracicaba para andlise. Durante o periodo do doutorado, prevé-se a realiza¢do de pelo menos

2 estagios no exterior, incluindo a Universidade de Miami e Universidade de Windsor.



5. Detalhamento da infraestrutura fisica e tecnologica a ser utilizada

Para o presente estudo serd utilizada a infraestrutura de pesca (espinhel e drumline) para
captura de tubardes do Laboratério de Oceanografia Pesqueira da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Além disso serdo utilizados equipamentos (ELISA e cromatdgrafo a gds, descritos
acima), bem como todos materiais necessarios para andlise (vidrarias, reagentes, gases, entre
outros), do Laboratério de Metabolismo e Reproducao de Organismos Aquéticos da Universidade
de Sao Paulo. Os kits hormonais e dos metabdlitos serdo adquiridos com o financiamento do

projeto temdtico da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP

2014/16320-7).

6. Linhas gerais do cronograma a ser cumprido

Cronograma incluindo as atividades deste ano e referente a parte 1 do presente projeto,

com tubardes da regido da Florida e Bahamas.

Descricao das atividades (semestre) 2019 2020 2021 2022
1 2 1° 20 1° 2° 1°

Revisdo bibliogréfica X X X X X X X

Disciplinas X X X

Monitoria de disciplinas X X

Coleta de amostras em Fernando de Noronha X X X X

Coleta de amostras na Flérida/Bahamas X X X X X X

Envio das amostras de UMiami para IB-USP X X X

Andlise das amostras X X X X X X

Andlise dos resultados X X X X X X X

Apresentacdo em eventos cientificos X X X X X X

Estdgio no exterior X X X

Preparacdo de artigos cientificos X X X X X X X

Qualificacdo X

Defesa do doutorado X




7. Planilha de orcamento com estimativa dos gastos previstos

Material
sera cedido Unidade
Categoria de Descricio dos itens para Quant (un; litro; | Valor Unitario | Valor Total
despesa ¢ Institui¢io ‘| metro; (R$) (R$)
(Sim ou dia; km)
Nao)
Vials para cromatografia Sim 7 Ig%‘(’)t)e R$ 122,00 854,00
Reagentes (Metanol, Nio 10 | Unidade | R$ 2500 | 250,00
Diclorometano, Cloroférmio)
Kit Triglicérides (Labtest) Nao 2 Unidade R$ 262,00 524,00
Kit Colesterol (Labtest) Nao 2 Unidade R$ 260,00 520,00
Kit 17B-Estradiol (Cayman) Nao 2 Unidade R$ 950,00 1.900,00
Uso e consumo
(descrever cada | Kit Progesterona (Cayman) Nio 2 Unidade | R$ 800,00 1.600,00
item)
Kit Corticosterona (Cayman) Nio 2 Unidade R$ 950,00 1.900,00
Kit Testosterona (Cayman) Nio 2 Unidade R$ 780,00 1.560,00
Kit Lactato (Labtest) Nao 2 Unidade R$ 266,00 532,00
Kit Glicose (Labtest) Nio 1 Unidade R$ 75,00 75,00
Kit Ureia (Labtest) Nao 2 Unidade R$ 136,00 272,00
Agulhas e seringas Nio 50 Unidade R$ 3,00 150,00
Servigo de .
Terceiros | Saidas de barco para capturade | 12 Dia | RS 2.500,00 | 30.000,00
. tubardes *
Pessoa Fisica
Passagens (Sao Paulo/Fernando - .
de Noronha/Sao Paulo) * Nao 4 Viagem R$ 2.000,00 8.000,00
Passagens (Sdo Paulo/Fernando ~ .
de Noronha/Sdo Paulo) Nio 2 Viagem R$ 2.000,00 4.000,00
Alimentacdo Nio 24 Dia R$ 70,00 1.680,00
Viagens
Transporte das amostras para
andlise de is6topos estaveis (Sao - .
Paulo-SP/Piracicaba-SP/Sio Nao 2 Dia RS 9000 180,00
Paulo-SP)
Alojamento Nao 40 Dia R$ 65,00 2.600,00
TOTAL 56.597,00

*Itens solicitados para financiamento do FUNBIO.
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8. Resultados esperados e impacto previsto do projeto

No presente projeto identificaremos o status reprodutivo para tubardes considerados adultos,
separando os animais em classes (Q: imatura, em vitelogénese, gravida, em repouso; J': imaturo,
maduro ativo e inativo). Uma vez identificada, estas classes serdo utilizadas para entender a
importancia da regido de estudo no ciclo de vida das quatro espécies de tubardes estudas. Tomadas
em conjunto as andlises fisiologicas e morfométricas, espera-se entender como a alocagdo
energética e condi¢do nutricional, aspectos que sdo estritamente relacionados ao crescimento,
reproducdo e migrag¢do, variam em resposta ao estdgio de vida, sazonalidade e entre as espécies.

Com a anélise de biomarcadores tréficos iremos descrever os papéis ecologicos dos tubardes
no sistema insular de Fernando de Noronha, bem como identificar suas interacdes intra e
interespecifica. Além disso seremos capazes de comparar, em termos qualitativos, a variacao na
dieta nas quatro espécies de tubardes e avaliar o impacto de atividades ecoturisticas na qualidade
nutricional durantes periodos de alta temporada.

Tais descri¢des de base fisioldgica da histéria de vida dos tubardes servirdo de base para
futuros estudos sobre possiveis distirbios ambientais e/ou antrépicos na regido, bem como para
medidas de gestdo especificas que podem requeridas para as atividades ecoturisticas.
Possibilitando desta forma, monitorar as populagdes alongo prazo, utilizando-se um método rapido

€ minimamente invasivo, ja validado para as espécies em questao.

ab ..

Fernando de Noronha

— Interagao tréfica
N N\ intraespecifica

Condicao
nutricional e
nutrientes

wessenciais . ~ Interagdo tréfica
\ interespecifica

Figura 10- Sintese dos resultados esperados e impacto previsto do projeto, usando algumas

espécies como modelo.
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