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RESUMO

Um dos grandes desafios do monitoramento de ecossistemas marinhos € reduzir o tempo gasto
em procedimentos de laboratorio, sem perder a capacidade de analisar um grande volume de
dados. Com o intuito de otimizar ambos aspectos, muitos sistemas semi-automaticos de
imageamento tém sido desenvolvidos em todo 0 mundo nos ultimos anos. Nessa tendéncia, o
presente estudo busca adotar o sistema de imageamento FlowCAM (Fluid Imaging
Technologies, Maine, USA) como uma ferramenta para monitorar as alteracdes na assembleia
de copépodes associadas aos ciclos de ressurgéncia. Para tal, buscou-se os seguintes objetivos:
avaliar a eficacia do sistema de imageamento semi-automatico denominado FlowCAM e avaliar
a variacdo sazonal e interanual na estrutura das classes de tamanho de copépodes frente as
oscilacbes na temperatura da superficie do mar e da concentracdo de clorofila-a. Coletas
mensais foram realizadas entre janeiro de 2010 a dezembro de 2014, na Ilha do Cabo Frio em
Arraial do Cabo, RJ. Imediatamente apds as coletas, foram medidos a temperatura da superficie
do mar e a concentracdo de clorofila-a. Um total de 180 amostras de plancton foram analisadas
e 0s copépodes (menores que 1000 um) foram classificados de acordo com suas caracteristicas
morfométricas por meio do Visual Spreadsheet Software (VSP). Subamostras de 2010 a 2012
foram analisadas em microscopia éptica convencional para validar as contagens obtidas na série
temporal. Todas as imagens obtidas pelo VSP foram analisadas posteriormente por um
algoritmo criado no ImageJ para mensurar 0 comprimento do prossoma dos copépodes. As
medidas dos copépodes feitas pelo VSP foram positivamente correlacionadas (p <0,05; R? =
0,95) as obtidas pelo algoritmo em ImageJ. No total, 76.671 copépodes foram medidos e
classificados em dois grupos distintos: copépodes de pequeno porte (<500pum) dominantes em
aguas quentes e copépodes de grande porte (> 501 um) dominantes em &guas frias e ressurgidas.
Paracalanus quasimodo foi a espécie mais bem representada entre a assembleia de copépodes
(p <0,05; R? = 0,71). A abundancia, biomassa e o comprimento do prossoma da assembleia de
copépodes variou ao longo de toda a série temporal apresentando média (e desvio padréo) 563
org.m™ (x 530), 3,4 mg C m (+ 2,8) e 353 um (+ 79; copépodes de pequeno porte) - 634 pm
(x 114; copépodes de grande porte) respectivamente. Os periodos de ressurgéncia, quando 0s
copépodes de grande porte dominaram, foram marcados por maior abundancia e biomassa, mas
ndo pela concentragdo de clorofila-a. Houve indicios de que o zooplancton controlou o
crescimento do fitoplancton durante a ressurgéncia, levando a baixas concentracbes de

clorofila-a. De qualquer forma, o acoplamento do algoritmo ImageJ as medidas obtidas pelo
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VSP revelou uma boa correlagdo com as técnicas tradicionais, como a microscopia, no

monitoramento de mudancas sazonais e interanuais na abundancia e na estrutura de tamanho
dos copépodes.

Palavras-chave: Copépodes, analise semi-automaética, algoritmo, classes de tamanho, série
temporal, ecologia pelagica.
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ABSTRACT

One of the biggest challenge in monitoring marine ecosystems is to reduce the time spent in
laboratory procedures while increasing capacity of big data analyses. In order to optimize both
issues, many semi-automatic imagery systems have been developed worldwide last years.
Following this trend, the current study aimed to adopt the semi-automatic Imagery System
FlowCAM (Fluid Imaging Technologies, Maine, USA) as a tool to monitor changes in copepod
assemblage related to upwelling cycles. The objectives of this study was to evaluate the
effectiveness of the FlowCAM semi-automatic imaging system, and to evaluate the seasonal
and interannual variation in the structure of copepod size in relation to the oscillations in the
sea surface temperature and the chlorophyll-a concentration. Changes in copepod abundance,
size-structure, and biomass were addressed based on zooplankton samples taken monthly from
January 2010 to December 2014. Sea surface temperature (SST) and Chlorophyll a were
measured immediately after sampling. In total, 180 samples were analyzed and the copepods
(smaller than 1000um) were classified according to its properties by means of Visual
Spreadsheet Software (VSP). Subsamples from 2010 to 2012 were also counted and measured
by traditional microscopy technique in order to validate the whole time series. All images from
V'SP were post-analyzed by an algorithm specially designed in ImageJ to measure copepods
prosome. Copepod measurements done in VVSP were positively correlated (p<0.05, R?=0.95) to
those obtained in ImageJ algorithm. In total, 76.671 copepods were measured and then sorted
into two distinct groups: small copepods (<500um) that dominate in warm waters, and large
copepods (>=501um) that dominate in cold upwelled waters. Paracalanus quasimodo was the
most well represented species among copepod assemblage (p<0.05, R?=0.71). Abundance,
biomass, and prosome size of copepod assemblage over the entire time series averaged (and
standard deviation) respectively 563 N.m= (+530), 3.4 mg C.m= (+2.8), and 353 pum (£79;
smaller copepods) — 634 um (£114; larger copepods). Upwelling periods, when larger copepods
dominate, are marked by increased abundance and biomass, but no Chlorophyll a. We
hypothesized that zooplankton controlled phytoplankton growth during upwelling, leading to
low chlorophyll-a concentration. Anyway, the coupling of the ImageJ algorithm to VSP
measurements revealed good correlation to traditional techniques as microscopy in monitoring

seasonal and interannual changes in copepod abundance and size-structure.
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Keywords: Copepods, semi-automatic analysis, algorithm, size class, time series, pelagic

ecology.
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1 INTRODUCAO GERAL

A importancia dos oceanos para a humanidade ressalta nimeros tdo expressivos como
0 massivo recobrimento (70%) da superficie da Terra, a producdo da maior parte da matéria
organica nova a partir da luz solar (50% da Producdo Priméria Global) (DANOVARO et al.,
2011) e o acumulo de mais de 50 vezes a quantidade de didxido de carbono (CO>) da atmosfera
(EUZEN et al., 2017). Valores como esses dimensionam a importancia dos oceanos para a vida,
mas também destacam a importancia de se acompanhar ocasionais mudancas e seus efeitos no
bioma marinho.

Dentre os organismos potencialmente mais afetados por oscilagbes naturais ou
antropicas nos oceanos pode-se citar 0s organismos plancténicos. Esses organismos pertencem
a diversos grupos taxonémicos de diferentes tamanhos, e sdo a base da cadeia alimentar marinha
(BOLTOVSKOY, 1981). Eles possuem grande capacidade natatoria que na maioria das vezes
é limitada pelas correntes marinhas (LALLI; PARSONS, 1997). Ademais, seus ciclos
fenoldgicos tém estreita relacdo com a temperatura, a concentracdo de CO2 e a concentracao de
nutrientes nos mares (JI et al., 2010; HORNE et al., 2016).

De acordo com Brandini et al., (1997), mudancas em todos os niveis tréficos do
ecossistema marinho podem ser explicadas a partir de mudancas na comunidade planctonica.
Devido ao seu carater dindmico, com altas taxas de perda e reproducdo, alteracdes fisico-
guimicas no ambiente marinho sdo rapidamente percebidas pelas comunidades plancténicas.
Ademais, uma comunidade plancténica é estabelecida de acordo com os ciclos de variagdo nos
parametros fisicos, quimicos e bioldgicos da regido a qual ela esta localizada, respeitando as
condicdes meteoroldgicas, geomorfoldgicas, o regime hidrografico e as a¢bes antropogénicas
no meio. Em sintese, as condi¢cdes ambientais locais, as fontes de alimento e as interacdes na
cadeia trofica definem a dindmica e a estrutura das comunidades planctonicas (HART,;
BYCHEK, 2011), as quais podem ser usadas como um diagnaostico, por exemplo, do status da
producdo priméaria do bioma marinho.

Estudos de monitoramento ecolégico demandam tempo e profissionais altamente
qualificados para estimar os impactos que atividades antrépicas e até mesmo as mudancas
climaticas causam no ecossistema (SIERACKI; SIERACKI; YENTSCH, 1998). Para uma
analise rapida da comunidade plancténica, sistemas de imageamento semi-automatico tem sido

desenvolvidos ao redor do mundo (BENFIELD et al., 2007). A maioria desses sistemas
1



possuem cameras acopladas que filmam ou fotografam as particulas presentes no meio, além
de usarem algoritmos para estimar a abundancia e a biomassa e para medir o tamanho das
particulas (CULVERHOUSE et al., 2006; ALVAREZ; LOPEZ-URRUTIA; NOGUEIRA,
2012). Portanto, tem-se uma rapida resposta a respeito de quais grupos planctdnicos sao
encontrados, além de suas caracteristicas morfométricas.

Diante do cenério apresentado, esta dissertacao foi escrita em dois capitulos. O primeiro
capitulo apresenta e discute a eficiéncia da analise de copépodes (inferiores a 1000 um) a partir
da utilizacdo de um sistema de imageamento semi-automatico. Para tal recorreu-se a
microscopia optica convencional, ao software ImageJ e 8 FlowCAM®, como um mecanismo
semi-automatizado e ainda em desenvolvimento, para contagem e medi¢do dos copépodes.

O segundo capitulo faz um estudo de caso para a regido de Arraial do Cabo com base
na aplicacdo dessas tecnologias em condi¢es reais. Assim, esse capitulo apresenta e discute a
distribuicdo temporal da assembleia de Copepoda durante eventos de ressurgéncia e
subsidéncia. A abundancia, biomassa e tamanho dos copépodes foram analisados frente as

variaveis ambientais de temperatura da superficie do mar e concentracdo de clorofila-a.



1.1 OBJETIVOS

A pesquisa “Distribuicdo Temporal de Copepoda por meio de Imageamento Semi-
Automatico na Regido de Ressurgéncia em Arraial do Cabo, RJ” é um projeto vinculado ao
Programa de Pesquisas Ecoldgicas de Longa Duracdo da Ressurgéncia de Cabo Frio (PELD-
RECA) que tem por macro objetivo o monitoramento de longo prazo das interferéncias
antropicas no ecossistema da ressurgéncia de Cabo Frio.

O presente trabalho teve como objetivo geral implantar em rotina 0 monitoramento das
variagdes no mesozooplancton, com énfase em Copepoda, por meio de imageamento que
contribua para o PELD-RECA em longo prazo.

A hipotese central que norteia essa dissertacdo prediz que a FlowCAM é uma ferramenta
eficiente para contagem e medicdo de copépodes em escala temporal adequada ao
monitoramento das varia¢Oes na estrutura da assembleia de copépodes (inferiores a 1000 pum)
frente a dindmica dos sistemas de ressurgéncia e subsidéncia. Para testar a hipdtese, foram
elaborados objetivos especificos para cada capitulo:

a) Awvaliar a eficacia do sistema de imageamento semi-automatico denominado FlowCAM,
combinado ao desenvolvimento de um algoritmo especifico para copépodes pelo
software ImageJ, como ferramenta para estimativa da abundancia e da biomassa de
Copepoda, a partir da medicdo das caracteristicas morfométricas, no primeiro capitulo.

b) Avaliar a variacdo sazonal e interanual na estrutura das classes de tamanho de
copépodes, frente as oscilaces na temperatura da superficie do mar e concentracédo de

clorofila-a, no segundo capitulo.



2 CAPITULO I: “SISTEMA DE IMAGEAMENTO SEMI-AUTOMATICO
FLOWCAM COMO FERRAMENTA NA CLASSIFICACAO DE COPEPODA
(CRUSTACEA)”.

2.1 INTRODUCAO

Copépodes sdo microcrustaceos, que geralmente dominam diversas classes de tamanho
do mesozooplancton, sendo os mais importantes em termos de diversidade, abundancia e
biomassa (DIAS; ARAUJO, 2006; CAMPOS, 2014). Podem ser encontrados em ambientes
dulciaquicolas, estuarinos e marinhos, apresentando-se adaptados a uma grande variacdo de
temperatura e regimes de salinidade (DIAS; ARAUJO, 2006). Os copépodes possuem diversos
habitos alimentares, podendo ser filtradores, herbivoros, carnivoros, onivoros, detritivoros ou
parasitas (BRANDINI et al., 1997; TURNER, 2004). Eles ainda sdo considerados os principais
responsaveis pela producéo secundaria nos oceanos e servem de alimento para diversas espécies
de peixes (FERNANDES; NETTO; COUTINHO, 2017).

O corpo de um copépode é dividido em duas por¢des: uma porcao anterior e uma porgao
posterior. A porcdo anterior é denominada prossoma e é composta pelos apéndices cefalicos,
cefalossoma e somitos toracicos. A regido posterior € denominada urossoma e € composta pelos
somitos genitais e pela furca (BOLTOVSKOY, 1981; WITTY, 2004; DIAS; ARAUJO, 2006)
(Figura 1.1).

Figura 1.1: Segmentacdo do corpo de um copépode. P = prossoma; U = urossoma.
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Fonte: Modificado de Smith e Fernando, 1978



A andlise taxondmica e quantitativa do plancton tradicionalmente é feita através da
microscopia Optica. Esse método utiliza um microscopio com o objetivo de identificar,
classificar e contar a amostra que esta sendo analisada. Porém, é um método que exige tempo,
impondo limitacGes no nimero de amostras a serem processadas, e um profissional altamente
especializado na identificagdo das espécies (ALVAREZ et al., 2014; LE BOURG et al., 2015).
Apesar dessa técnica tradicional ser considerada a mais precisa, nas Gltimas trés décadas vérias
tecnologias foram desenvolvidas com o objetivo de otimizar a identificacdo e contagem de um
elevado volume de amostras planctdnicas atraves de sistemas de imageamento.

O presente trabalho optou por utilizar uma técnica para medir, contar e classificar as
amostras zooplanctonicas através do equipamento “Flow Cytometer and Microscopy -
FlowCAM” (SIERACKI; SIERACKI; YENTSCH, 1998; JAKOBSEN; CARSTENSEN,
2011). A FlowCAM é um sistema que combina a funcdo de um microscépio e um citbmetro de
fluxo através de um sistema de imageamento semi-automatico (SIERACKI; SIERACKI,;
YENTSCH, 1998). Além de classificar taxonomicamente 0s organismos processados, a
FlowCAM mensura as caracteristicas morfometricas e estima a abundancia e biomassa das
particulas em processamento.

Benfield et al. (2007) e Bi et al. (2015) realizaram uma sintese dos sistemas de
imageamento que tem sido utilizados para processamento de amostras planctonicas. Esses
sistemas podem ser usados in situ, como o0 Video Plankton Recorder — VPR (BENFIELD et al.,
1996; TANG et al., 1998), Underwater Vision Profiler — UVP (GORSKY et al., 2002),
Z0Oplankton VISualization System — ZOOVIS (TREVORROW; MACKAS; BENFIELD,
2005), Lightframe On-sight Keyspecies Investigation System - LOKI (SCHULZ et al., 2009;
SCHMID et al., 2016), Shadow Image Particle Profiling Evaluation Recorder — SIPPER (LUO
et al., 2004), In Situ Ichthyoplankton Imaging System — ISIIS (COWEN; GUIGAND, 2008) e
FlowCytobot (SOSIK; OLSON, 2007). Ou portateis em laboratério, como o ZooScan
(GROSJEAN et al., 2004), e Flow Cytometer e Microscopy — FlowCAM (SIERACKI;
SIERACKI; YENTSCH, 1998; ZARAUZ; IRIGOIEN; FERNANDES, 2009).

Sieracki et al. (1998) foram pioneiros nos estudos sobre a analise do microzooplancton
utilizando a FlowCAM. Os autores demonstraram como ocorre a variagdo do microzooplancton
de acordo com as mudancas nas massas d’agua, a partir da andlise da abundancia e biomassa
feita pela FlowCAM.

Um estudo comparativo da alimentagdo de copépodes utilizando microscépio

convencional e a FlowCAM realizado por IDE et al. (2008) concluiu que a FlowCAM
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conseguiu distinguir o zooplancton do fitoplancton através da intensidade da fluorescéncia,
mostrando ser uma ferramenta eficiente para estudos de onivoria. Ela também obteve contagens
de abundancia similares as contagens realizadas pelo microscopio convencional. Embora a
identificacdo taxonémica obtida através da FlowCAM seja feita ao nivel de género, a utilizacéo
da mesma foi satisfatoria para o estudo em questdo. Além de reduzir o tempo para
processamento da amostra, que em média demorou cerca de 2 horas quando utiliza-se o
microscopio convencional, em 10 minutos a amostra foi processada e analisada pela FlowCAM.,

Alvarez et al. (2011) realizaram um estudo comparativo do tamanho estrutural da
comunidade plancténica de amostras fixadas utilizando microscopio convencional e a
FlowCAM. Os autores concluiram que a FlowCAM pode ser usada para estimar o tamanho da
comunidade planctdnica fixada, pois a sua estimativa foi similar a estimativa realizada pelo
microscopio convencional. Porém, ao comparar amostras vivas, a FlowCAM ndo foi uma boa
ferramenta pois a estimativa foi muito diferente da realizada pelo microscopio convencional.

Outro estudo comparativo sobre classificagdo da comunidade metazooplancténica
utilizando microscopio convencional e a FlowCAM foi realizado por Le Bourg et al. (2015). A
classificacdo da comunidade metazooplancténica foi feita ao nivel de ordem e os autores ndo
encontraram diferenca significativa nas abundéncias entre as duas técnicas. Além de
evidenciarem a vantagem em estudar a comunidade zooplancténica pela FlowCAM visto que
as imagens obtidas apds o processamento das amostras ficam disponiveis a comunidade
cientifica e pode-se verificar a precisao dos resultados a qualquer momento.

Recentemente, Bonecker et al. (2017) estudaram a estrutura espacial e temporal nas
comunidades micro e mesozooplanctonicas na Bacia de Campos. Os autores processaram as
amostras obtidas na FlowCAM e estimaram a abundancia e biomassa durante dois periodos
(chuvoso e seco), e identificaram o0s principais grupos componentes do micro e
mesozooplancton nestes periodos. Eles identificaram 23 grupos microzooplancténicos, 32
grupos mesozooplanctbnicos e constataram que o0 grupo Radiolaria dominou o
microzooplancton, enquanto o grupo Copepoda foi mais abundante na presenca de todas as
massas d’agua que banhavam a regido e em todos os periodos estudados.

Karnan et al. (2017) compararam a estimativa do biovolume calculado pelo algoritmo
do didmetro baseado na area e pelo algoritmo do diametro esférico equivalente dos copépodes.
Os autores concluiram que somente a estimativa do biovolume feita pelo algoritmo do diametro
baseado na area foi mais eficiente que a estimativa feita pelo microscopio convencional. Em

contrapartida, a estimativa feita pelo diametro esférico equivalente foi menos eficiente do que
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a estimativa feita pelo microscopio convencional, pois o algoritmo do didmetro esférico
equivalente superestimou o real biovolume dos géneros dos copépodes.

Como pbde-se observar, grande parte dos estudos os quais utilizaram o sistema de
imageamento semi-automatico FlowCAM analisaram a comunidade fitoplanctbnica, a
nanoplanctonica ou a microzooplanctonica. Poucos estudos foram feitos a respeito da utilizacdo
da FlowCAM na anélise semi-automética da comunidade mesozooplanctdnica, particularmente
em copépodes menores que 1000um. Inserido nesse contexto e considerando a importancia
ecologica de Copepoda no ecossistema marinho, os objetivos do presente estudo foram: | -
Avaliar a eficécia do sistema de imageamento semi-automatico FlowCAM como ferramenta
para estimativa da abundancia e biomassa de Copepoda, a partir da medicdo das caracteristicas
morfomeétricas. Il - Implantar em rotina 0 monitoramento das variacbes no mesozooplancton,
com énfase em Copepoda, por meio de imageamento que contribua para 0 PELD-RECA em

longo prazo.



2.2 MATERIAL E METODOS

Amostras de plancton séo coletadas semanalmente desde outubro de 1994, em triplicatas
em uma estacdo fixa préximo a llha do Cabo Frio e somam até o presente mais de 3000 amostras
como parte integrante do Programa de Pesquisas Ecoldgicas de Longa Duragdo (PELD, CNPQ)
da Ressurgéncia de Cabo Frio (PELD-RECA, cnpq.br/sitios-peld). Um subconjunto de 180
amostras foi analisado no presente estudo em distintas perspectivas, considerando aquelas
coletadas entre janeiro de 2010 a dezembro 2014. As coletas foram feitas através de arrastos
horizontais subsuperficiais (~1 metro de profundidade), com duragéo de 3 minutos, com rede
cilindrico-conica de abertura de 40 cm de boca, malha de 100um com fluxémetro calibrado
(Modelo 2030R Mechanical Flowmeter, General Oceanics Inc., Miami, FL) acoplado a boca
da rede para estimativa do deslocamento e, por consequéncia, do volume filtrado. Em cada
coleta foram obtidas trés amostras sequenciais, destinadas as analises quali- e quantitativas.
Imediatamente ap0s a coleta, as amostras foram fixadas em solucéo aquosa de formaldeido 4%
neutralizado com tetraborato de sodio. Em laboratorio, as amostras coletadas foram divididas
em duas partes com o fracionador do tipo FOLSOM (BOLTOVSKOQY, 1981). Uma parte foi
guardada para posterior analise pela microscopia Optica convencional e a outra parte da amostra
foi destinada ao processamento e analise atraves da FlowCAM. Apenas as amostras de 2010 a
2012 foram processadas em microscopia éptica convencional. Todo o conjunto de 2010 a 2014
foi processado pela FlowCAM.

Do material destinado ao processamento e andlise através da FlowCAM, uma aliquota
foi retirada com uma pipeta stempel de 1ml. Essa aliquota foi filtrada previamente em uma
malha de Nylon (Nytex) de 1000um e lavada com &gua destilada até um volume final, que
variou entre 50 e 100 ml, para que todos os organismos maiores que 1000um fossem removidos.
Somente as particulas maiores que 100um e menores que 1000um foram fotografadas, medidas
e classificadas. As analises foram feitas no Visual Spreadsheet Software (VSP), versdo
3.4.5(FLUID IMAGING TECHNOLOGIES INC, 2012)(FLUID IMAGING
TECHNOLOGIES INC, 2012)(FLUID IMAGING TECHNOLOGIES INC, 2012)(FLUID
IMAGING TECHNOLOGIES INC, 2012)(FLUID IMAGING TECHNOLOGIES INC, 2012).

Para processamento da amostra, foi utilizado o modelo Benchtop B3 FlowCAM
configurada no modo de autoimagem com objetiva de 2x, célula de fluxo de 2000um de largura

e 200um de profundidade. As imagens foram capturadas em resolucéo de 2400 dpi (pixels por



polegada), com tamanho de 1024 x 768 pixels. Um agitador magnético foi utilizado para manter
as particulas em suspensdo e a concentracdo da subamostra homogénea durante a anélise.

ApOls o processamento da subamostra, procedeu-se a classificacdo e medicdo dos
copépodes no VSP a partir da montagem de uma biblioteca de treinamento do software. Cerca
de 100 imagens de copépodes foram selecionadas para a criacdo de um filtro digital (biblioteca
de treinamento) com base nas caracteristicas morfométricas. A classificagdo das particulas em
copépodes foi checada individualmente para todas as amostras a fim de eliminar os erros de
automacdo. Em seguida, foram criados filtros digitais de classificacdo em Copepoda.

Para avaliar a varia¢do na estrutura de classes de tamanhos dos copépodes ao longo do
tempo, os organismos foram medidos em distintos pardmetros. Para as estimativas de
comprimento do organismo, foi utilizado o comprimento do prossoma. Essa estimativa foi
baseada na razao entre os eixos maior e menor da elipse circunscrita (Aspect Ratio), que levam
em consideracdo também a posicao do copépode na imagem.

Para medi¢do do comprimento do prossoma dos copépodes, foi desenvolvido um
algoritmo especifico em ImageJ para aplicacdo as imagens obtidas na FlowCAM. Em primeiro
lugar, foi removido automaticamente o fundo preto (background). Em seguida, foi removido o
fundo cinza e mantido apenas 0 organismo, com suavizac¢do de antenas e urossoma, por meio
da selecdo de limiar do tom de cinza (Threshold Default). Ao final, foi extraida a elipse
circunscrita, a partir da qual foram tomadas as medidas dos eixos da elipse circunscrita (Figura
1.2). Um subconjunto de 62 copépodes foi escolhido ao acaso para medi¢do manual, validacéo
e estimativa do erro. Desses organismos foram estimados manualmente o comprimento total, o
comprimento do prossoma, o angulo do copépode na imagem e a posicao (vista dorsal, lateral
ou frontal). Apenas copépodes em vista dorsal e lateral foram aceitos na anélise.

A partir da correlacdo das medidas obtidas pelo software ImageJ as medidas obtidas
pelo software VSP foi definido o melhor parametro para estimativa do comprimento do
prossoma. Originalmente, todos os valores das medidas manuais foram gerados em pixels,
sendo convertidos em micrometros (um) na razao de 2,97 pixels = 1,0 um.

Para monitorar a variacdo na assembleia de copépodes entre 100 e 1000 um ao longo
do tempo, foi estimado a abundancia dos organismos. A estimativa da abundancia
(organismo.m?) foi feita com base nas contagens de organismos obtidos nos filtros de
classificacdo. Para tal levou-se em consideracdo o volume imageado, o volume inicial da
amostra, o volume da subamostra e o volume filtrado pela rede em cada arrasto, expressos pela

equacéo:



Ab = {(N*VI)/VS} * (VO/VR), onde

Ab = abundancia de copépodes (organismos.m)
N = nimero de copépodes contados (organismos)
VI = volume imageado (mL)

VS = volume da subamostra (mL)

VO = volume inicial (mL)

VR = volume filtrado pela rede (m?)

Para o calculo do volume filtrado multiplicou-se o nimero de rota¢Bes do fluxémetro
pela a area de abertura da boca da rede e pelo fator de calibracdo do fluxémetro utilizado. Ao
final da analise, o calculo da concentracdo de copépodes nas amostras foi comparado com as
concentracfes de copépodes obtidas pela microscopia dptica convencional para os anos de
2010-2012. Para tal, utilizou-se as estimativas de abundancia do nimero total de copépodes e
das espécies mais frequentes, identificadas através da microscopia optica convencional. Para
diminuir a variabilidade interna da concentracdo média da densidade e revelar a tendéncia geral,
os valores foram transformados pela média movel (janela igual a trés).

Para monitorar a variacdo na biomassa dos copépodes entre 100 e 1000 um ao longo do
tempo, foi estimado o biovolume dos organismos. Para as estimativas de biovolume de
copépodes, foi utilizado o volume esférico equivalente. As medidas de volume esférico
equivalente foram baseadas no diametro esférico equivalente (Equivalent Spherical Diameter)
estimado pela FlowCAM, que é considerada uma estimativa eficaz (ALVAREZ et al., 2011;
ALVAREZ; LOPEZ-URRUTIA; NOGUEIRA, 2012) do volume do organismo, e comparada
posteriormente a medida do comprimento do prossoma calculada por meio de um algoritmo no
software ImageJ. E esperada correlacio positiva significativa entre o diametro equivalente e o
comprimento do prossoma. A estimativa da biomassa (mg C.m) foi feita com base no volume
ESD calculado apds o processamento das amostras e classificacdo dos copépodes. Essa variavel
foi gerada através da formula do volume de uma esfera em pm?®. Para converter os valores
obtidos de volume em pm?® para massa em mg, assumiu-se que 1 mm? equivale a 1 mg de peso
umido (HERMAN; HARVEY, 2006; SCHULTES; LOPES, 2009). A validacéo foi realizada
pela comparacgdo com a biomassa do seston para a amostra analisada. A biomassa do séston foi
obtida previamente em balanga de precisdo Schimadzu 82D (e=0,0001g) pelo método do Peso

Umido (OMORI, IKEDA, 1984). Copépodes s&o usualmente os organismos mais abundantes
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no plancton e espera-se que haja uma correlagéo positiva significativa entre a biomassa do
seston e a biomassa de copépodes. O valor da biomassa de copépodes foi calculado como a
somatoria do volume ESD de cada organismo processado, levando em consideracao o volume
imageado, o volume inicial da amostra, o volume da subamostra e o volume filtrado pela rede

em cada arrasto, expressos pela equagéo:

Beop = {(3. Vesp*VI1) / VS}*(VO/VR), onde

Bcop = Biomassa de copépodes (mg C.m™)
Vesp = volume estimado equivalente (mm?®)
VI = volume imageado (mL)

VS = volume da subamostra (mL)

VO = volume inicial de dilui¢do (mL)

VR = volume filtrado pela rede (m?)
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2.3 RESULTADOS

Dos 62 copépodes selecionados para o teste do algoritmo., apenas 43 (69%) estavam em
posicdo lateral ou dorsal passivel de utilizacdo no algoritmo, dos quais apenas 37 (60%) exibiam

com clareza o limite entre prossoma e urossoma para medic¢ao no ImageJ (Figura 1.2).

Figura 1.2: Sequéncia de etapas automaticas de remocao de fundo (preto), fundo (cinza) e
suavizacao de apéndices para medicao dos eixos da elipse e estimativa do comprimento do
prossoma. A) imagem original obtida pela FlowCAM; B) imagem resultante apds remocéo de
fundo preto; C) imagem resultante apds remocao de fundo cinza; e D) imagem de elipses
circunscritas com eixo maior >= 100um.
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A maior correlagéo positiva (R?=0,83) foi observada entre a area do copépode estimada

automaticamente pela elipse circunscrita, e 0 comprimento do prossoma medido manualmente
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(Tabela 1.1, Figura 1.3). Essa relacdo entre &rea e comprimento foi expressa pela seguinte
equacéo:

Comprimento do Prossoma (um) = ((160 * logio[Area em pixel?]) - 483) * 2,97, onde
2,97 = fator de calibracdo da FlowCAM.

Tabela 1.1: Coeficiente de Correlagdo Produto-Momento de Pearson R (R?) para os parametros
estimados automaticamente (&rea, eixo maior da elipse, eixo menor da elipse e didmetro Feret)
e 0 prossoma dos copépodes em vista lateral e/ou dorsal.

Area Eixo Maior Eixo Menor Diametro Feret

Prossoma 0,91 (0,83) 0,81 (0,66) 0,85 (0,73) 0,86 (0,74)

Figura 1.3: Correlagdo entre a area (pixel?) e o comprimento do prossoma (pixel) dos
copépodes.
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Ao todo, foram medidas 76.671 imagens de copépodes por ambos os sistemas: ImageJ
e FlowCAM. Os resultados revelaram correlagio positiva (R?=0,95, linear) significativa
(p<0,01) entre o diametro ESD mensurado pelo software VSP (FlowCAM) e o comprimento
do prossoma calculado por meio de um algoritmo no software ImageJ (Figura 1.4), com

tendéncia a superestimar o tamanho do organismo pelo didmetro ESD (Figura 1.5 e Tabela 1.3)
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quando em relacéo linear (y=ax+b). Todavia, essa tendéncia de superestimar o comprimento do

prossoma foi reduzida em relacdo logaritmica (y=loga(x)), cuja soma dos desvios da funcdo

(Soma dos Quadrados dos Desvios) reduz-se de 7,2 x 107 para 3,5 x 10’ e o Coeficiente de

Correlacdo Produto-Momento aumenta de 0,95 para 0,97 (Tabela 1.2).

Figura 1.4: Correlagdo entre o diametro ESD (VSP) e o comprimento do prossoma dos
copépodes (Algoritmo no Imagel). N=76.671 imagens.
Esquerda) Relacéo linear: comprimento do prossoma= a (diametro ESD);
Direita) Relacdo logaritmica: comprimento do prossoma= f(x)=loga(diametro ESD).
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Tabela 1.2: Estimativa do erro residual (Soma e média dos quadrados dos desvios) das
funcdes linear (y=ax) e logaritmica (y=logio(x)), e Coeficiente de Correlagdo Linear (R) da
estimativa do comprimento do prossoma (variavel dependente Y) a partir do diametro ESD

(variavel independente X).

Fator Funcéo Soma dos quadrados dos desvios R

Diametro ESD (um) )
X Linear 7,2 x 107 0,97

Comprimento do prossoma (pm) :
Logaritmica

7
(Base 10) 3,5x10 0,99
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Figura 1.5: Imagens de copépodes segmentadas com superposi¢édo da circunferéncia (circulos
azuis superpostos) utilizada pelo software proprio da FlowCAM (VSP) para estimativa do
Diametro Esférico Equivalente (ESD, linha laranja). Note as discrepancias em relacdo ao

Comprimento do Prossoma (linha branca) na maioria das imagens selecionadas.

Tabela 1.3: Exemplos de medicOes realizadas para uma mesma particula pela FlowCAM e
pelo algoritmo criado no ImageJ.

NUmero da Diametro (um) ESD  Comprimento (um)  Diferenca Percentual
Particula (VSP) do Prossoma
(ImageJ)
10 716 737 3%
14 1308 910 30%
84 884 910 3%
122 1134 890 22%
157 1099 1002 9%
158 1842 1231 33%
163 (duplo) 1088 731/751 33%/31%
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Os resultados da andlise da densidade de copépodes revelaram correlacdo positiva
(R?=0,45) significativa (p<0,01) entre a abundéincia estimada pela microscopia Optica
convencional e pela FlowCAM (Figura 1.6). Todavia, as densidades estimadas pela FlowCAM
se situaram abaixo daquelas esperadas, de acordo com a Microscopia, em cerca de uma ordem
de grandeza.

Figura 1.6: Correlacdo entre a estimativa da abundéncia total de copépodes mensurada por
duas técnicas distintas: FlowCAM e microscopia Optica convencional.

500D

J0000 |

25000

20000

15000 |

100D

Microscopia {org/m 3)

500D |

y o= 28032082 + 7276,
r=08712; p= 0.003); @ =04505

Abundancia total de Copépodes estimada por

5000 : : : : : : : : : :
500 0 50D 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 500D

Abundancia total de Copepodes estimada pela FlowCAM [urg;‘m’a}

Investigacdes foram feitas a fim de identificar os fatores responsaveis pela subestimativa
da abundancia feita pela FlowCAM. Portanto, procurou-se correlacionar a estimativa da
abundancia total de copépodes obtidas pela FlowCAM com a estimativa da abundancia obtidas
pela microscopia convencional, em relacdo aos estaddios de desenvolvimento e espécies

dominantes nas amostras (Tabela 1.4).

Tabela 1.4: Correlacéo Linear entre as distintas estimativas da abundancia dos estadios e/ou
espécies em Copepoda mais frequentes durante a série temporal.

Espécie / Estadio P R R?
Total de copépodes <0,01 0,67 0,45
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Total de Copepodito <0,01 0,61 0,37

Paracalanus quasimodo <0,01 0,71 0,50
Calanoides carinatus 0,66 0,07 0,005
Temora turbinata 0,24 -0,06 0,004

Os resultados indicam que a espécie Paracalanus quasimodo apresentou correlacdo
positiva (R=0,71) significativa (p<0,01) com a abundancia total de copépodes estimada pela
FlowCAM (Figura 1.7). Por outro lado, a abundancia de Calanoides carinatus e Temora
turbinata nao foi correlacionada a densidade total de copépodes estimada pela FlowCAM. A
espécie P. quasimodo foi dominante durante toda a série temporal, além de ser a espécie que

mais se assemelha as caracteristicas morfométricas encontradas nos copépodes.

Figura 1.7: Correlacdo entre a estimativa da abundancia total de copépodes e da abundancia
de copépodes da espécie Paracalanus quasimodo.
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Apesar da subestimativa do valor real da abundancia total de copépodes feito pela
FlowCAM, ao analisar a distribui¢do temporal da abundancia estimada pelas duas técnicas,
observa-se 0 mesmo padrdo de alternancia na abundancia total dos copépodes e de P.

quasimodo durante a maior parte da seérie temporal (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Dispersdo temporal da abundancia total de copépodes (linha preta continua) e da
abundancia total de Paracalanus quasimodo (linha cinza continua) estimadas pela FlowCAM
e pela microscopia éptica convencional.
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Os resultados da estimativa da biomassa revelaram ndo haver correlagdo (R?= 0,001)
entre a biomassa do séston (peso Umido, mg.m) estimada pela balanca e a biomassa dos
copépodes estimada pela FlowCAM (Figura 1.9).
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Figura 1.9:

Correlacéo entre a estimativa da biomassa mensurada pela FlowCAM e pela
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2.4 DISCUSSAO

A presente pesquisa realizada na llha do Cabo Frio foi facilitada pelo uso do sistema de
imageamento semi-automatico FlowCAM combinado ao desenvolvimento de um algoritmo
especifico para copépodes em ImageJ. Atualmente, a anélise semi-automatica de imagens tem
sido considerada uma potencial alternativa a tradicional metodologia manual de anélise das
amostras de plancton devido a otimizagdo do processamento de grande volume de amostras em
curto espaco de tempo (CULVERHOUSE et al., 2006; SIERACKI et al., 2009; JAKOBSEN;
CARSTENSEN, 2011; ALVAREZ et al., 2014; STANISLAWCZYK et al., 2017).

O presente estudo parte da premissa de que copépodes podem ser representados como
elipses em softwares que mensuram o tamanho de particulas (HERMAN, 1992). Apés a
conversdo das particulas em elipses, a area, 0 eixo maior e 0 eiXxo menor passam a representar
com certo grau de confianca parametros morfométricos relevantes dos organismos (GORSKY
et al., 2010). Dentre os parametros mencionados anteriormente, a escolha da medida da area
para mensuracdo do tamanho real das particulas foi feita com base na influéncia potencial da
posicao das particulas.

Os resultados revelam que a posic¢do da particula quando processada apenas no sistema
de imageamento semi-automatico FlowCAM e segundo Jakobsen; Carstensen (2011) tem efeito
sobre a mensuragio do seu tamanho em uma medida linear. E importante salientar que essa
posicdo ndo pode ser modificada a posteriori, pois trata-se de uma fotografia (WONG et al.,
2017). Todavia, esse efeito pode ser reduzido ao se estimar simultaneamente mais de uma
medida do animal (SCHULZE et al., 2013; CAMOYING; YNIGUEZ, 2016). No presente
estudo, a area da elipse, que é uma medida bidimensional (eixo menor e eixo maior), revelou
melhores correlagcdes por sofrer menos interferéncia da posicdo da particula (FOREST et al.,
2012; GORSKY et al., 2010). Por outro lado, dependendo da posicéo da particula, o calculo do
didmetro ESD, que em Gltima anéalise é bidimensional, superestima o comprimento do prossoma
do copépode por incluir apéndices cefalicos e urossoma.

As vantagens do uso da elipse (ImagelJ) frente ao uso da esfera (diametro ESD - VSP)
estdo relacionadas a inclusdo de apéndices como fonte de erro da medida (ALCARAZ et al.,
2003). Essa inclusdo ndo ocorre quando o organismo esta em vista lateral, e 0 eixo maior se
torna o melhor pardmetro para ser usado na medi¢do do comprimento do prossoma. Por outro
lado, quando o organismo néo esta bem posicionado, deslocando-se para uma vista frontal, por

exemplo, 0 eixo menor ganha importancia e a area passa a ser o melhor pardmetro para ser
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usado na estimativa do comprimento do prossoma (SCHULTES; LOPES, 2009). Estudos
realizados por Gorsky et al. (2010) utilizaram o software ImageJ para classificar e medir
organismos zooplanctdnicos através do ZooScan. Os autores também concluiram que o formato
elipse é o melhor para mensurar o comprimento do prossoma dos copépodes.

Além da posicao do organismo na imagem, também afeta a medicdo a falta de alguma
parte do corpo. No presente estudo, algumas particulas ndo foram fotografadas por completo e
parte do seu corpo foi cortada na imagem. A FlowCAM mensurou o tamanho destas particulas
mesmo estando incompletas, gerando uma medicao incorreta do seu real tamanho (FLUID
IMAGING TECHNOLOGIES INC, 2012; DETMER et al., 2019); . Porém, ao processar as
mesmas particulas no software ImageJ, o algoritmo complementa a particula recortada criando
uma elipse ao redor da mesma, que funciona como uma espécie de corre¢do ao tamanho real da
particula.

Apesar dos problemas de posicdo (vista ndo-lateral ou dorsal) do copépode ao ser
processado, a presencga de mais de um organismo na imagem e/ou a auséncia de parte do corpo
durante a classificacdo e medicdo dos grupos taxonémicos, o software proprietario da
FlowCAM (VSP) foi considerado eficaz nas analises morfométrica e de abundancia de
copépodes (inferiores a 1000 um) pois apresentou um alto porcentual de correlacdo em
comparacdo com a mensuracdo feita pelo software ImageJ e pela microscopia. Resultados
semelhantes foram encontrados por Sieracki; Sieracki; Yentsch (1998), ao comparar o tamanho
de organismos fitoplancténicos mensurados manualmente e pela FlowCAM, por Zarauz;
Irigoien; Fernandes (2008) ao mensurar 0 nano e microplancton marinho de modo manual e
através da FlowCAM, e por Reynolds et al. (2010) ao comparar a variacdo no tamanho de
particulas em aguas costeiras pelo modo manual e através da FlowCAM. Além disso, um estudo
realizado por Culverhouse et al. (2003) demonstrou que analises fitoplancténicas feitas por
especialistas através de microscopia optica convencional atingiram 84-95% de acuracia, ndo
alcancando 100% da mesma. Portanto, pode-se dizer que o sistema FlIowCAM pode ser
utilizado para mensurar as classes de tamanho de copépodes (inferiores a 1000 um) visto que
apresentou alta correlagdo com a mensuracdo manual, corroborando o que tem sido descrito na
literatura.

No presente estudo, a estimativa da abundancia total de copépodes feita a partir da
identificacdo e contagem pelo VSP subestimou a densidade em cerca de uma ordem de
grandeza. Resultados diferentes foram observados por Alvarez et al. (2011) ao comparar 0

tamanho estrutural da comunidade planctdnica de amostras fixadas estimadas pela microscopia
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Optica convencional e pela FlowCAM e por Le Bourg et al. (2015) ao comparar a densidade da
comunidade metazooplanctonica (com variacdo de tamanho entre 80-1000 pm) estimada pela
microscopia optica convencional e pela FlowCAM. A partir da investigacdo dos fatores
responsaveis por essa subestimativa, encontrou-se dois fatores: o primeiro foi relativo a
exclusdo de imagens com organismos duplicados ou triplicados; o segundo foi relativo ao
tamanho das particulas, visto que a configuracdo da FlowCAM que permite o processamento
de organismos menores que 1000um (SIERACKI; SIERACKI; YENTSCH, 1998; LE BOURG
etal., 2015).

As espécies Paracalanus quasimodo e Temora turbinata foram consideradas frequentes
e ocasionalmente abundantes na regido do Cabo Frio, diferente do observado em relagéo a
espécie Calanoides carinatus (BRANDINI et al., 1997). As espécies Paracalanus quasimodo
e Temora turbinata sdo encontradas praticamente durante o ano todo na regido do estudo
(ROSA; MONTEIRO-RIBAS; FERNANDES, 2016). Entretanto, a espécie Calanoides
carinatus é encontrada em poucos meses, usualmente em alta densidade e associada a presenca
de aguas ressurgidas (VALENTIN; MONTEIRO-RIBAS; MUREB, 1987). Dentre as espécies
citadas, Paracalanus quasimodo apresentou o melhor coeficiente de correlacao linear quando
comparado a abundancia total de copépodes estimada pelo VSP. Paracalanus quasimodo é um
copépode considerado de pequeno porte e, devido as suas caracteristicas morfométricas, se
adequa a configuracdo de processamento e analise pela FlowCAM. Portanto, pode-se inferir
gue o tamanho dos copépodes foi o principal fator limitante na estimativa da abundancia dos
copépodes pela FlowCAM. De forma similar, Ide et al. (2008), Alvarez et al. (2011) e Le Bourg
et al. (2015) encontraram altas correlagdes entre a abundéncia de organismos planctonicos
estimada através da microscopia dptica convencional e da FlowCAM.

O uso do sistema de imageamento semi-automatico FlowCAM permitiu que cinco anos
de coletas fossem processados e analisados em um curto intervalo de tempo e de forma
completa, quando comparado ao tempo que seria utilizado para identificar, contar e medir
copépodes pelos métodos tradicionais. Além das imagens ficarem disponiveis no computador
do laboratério de plancton do IEAPM.

22



2.5 CONCLUSAO

O sistema de imageamento semi-automatico FlowCAM se mostrou uma ferramenta
eficaz no monitoramento ecologico das variacbes nas populacdes de copépodes
inferiores a 1000 pum.

Os copépodes foram classificados até o nivel taxonémico de classe devido ao
refinamento taxondémico limitado.

Portanto, a partir do presente estudo a FlowCAM sera utilizada na andlise rotineira do

monitoramento das amostras de plancton coletadas durante a vigéncia do PELD-RECA.
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3 CAPITULO Il: “DISTRIBUICAO TEMPORAL DA ASSEMBLEIA DE
COPEPODA FRENTE A EVENTOS DE RESSURGENCIA E SUBSIDENCIA”

3.1 INTRODUCAO

O zooplancton é tradicionalmente descrito como o elo trofico entre os produtores
primarios e os consumidores secundarios de niveis troficos superiores (RICHARDSON, 2008;
FERNANDES et al., 2012; FILHO, 2013). Ele é composto por pequenos animais e protistas
heterotroficos que séo transportados pelas correntes marinhas (BOLTOVSKOY, 1981). Devido
a sua alta abundancia, os organismos zooplancténicos ocupam uma grande variedade de nichos
ecoldgicos, apresentando grande diversidade fisiologica e morfoldgica. Além do mais por ser
um elo tréfico entre produtores e consumidores, eles apresentam um papel fundamental nos
ciclos biogeoquimicos e na producdo pesqueira regional e global (MIYASHITA; JUNIOR;
LOPES, 2009; AGUILAR, 2013).

Atualmente o conhecimento a respeito do papel biolégico do zooplancton no ambiente
marinho j& esta consolidado. Devido ao grande nimero de espécies zooplanctbnicas,
encontram-se representantes em diversos nichos ecologicos e o desempenho de diversas
funcBes ecossistémicas (RICHARDSON, 2008). Pode-se dizer que a funcéo ecossistémica mais
importante do zooplancton é atuar na transferéncia de energia até os niveis troficos superiores
(FILHO, 2013; FERNANDES; NETTO; COUTINHO, 2017). Ademais, a comunidade
zooplanctbnica tem se mostrado sensivel as mudancas ambientais que tem sido relatadas nas
ultimas décadas (MACKAS; BEAUGRAND, 2010).

No ambiente marinho, Copepoda é a subclasse de zooplancton mais abundante
(RICHARDSON, 2008). Os copépodes sdo definidos como 0s microcrustaceos mais
importantes em termos de diversidade, abundancia e biomassa do mesozooplancton (DIAS;
ARAUJO, 2006; CAMPOS, 2014). Eles sdo consumidos por diversas espécies de peixes, sendo
considerados 0s principais responsaveis pela producédo secundaria nos oceanos (FERNANDES;
NETTO; COUTINHO, 2017).

Um dos parametros mais importantes que determinam as caracteristicas ecoldgicas e
fisiolégicas de um organismo é o seu tamanho (PETERS, 1983). O tamanho de um organismo
pode ser estimado indiretamente pelo seu peso ou pelo seu comprimento. As medidas de peso

mais comuns sdo peso Umido, peso seco e peso de carbono. O comprimento é tipicamente
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medido como a maior dimensdo linear ou o didametro esférico equivalente (ANDERSEN et al.,
2016).

O tamanho corporal de um organismo varia ao longo do seu ciclo de vida e afeta
atividades vitais como alimentacdo, metabolismo e a reproducdo dos mesmos (GLAZIER,
2005; ARENDT, 2011; KIZRBOE, 2011). Ele também reflete o papel daquele organismo
dentro do ecossistema, indicando o nicho no qual ele esta inserindo e as relacdes de predacdes
que sustentam a cadeia trofica (BONECKER; AZEVEDO; SIMOES, 2011). Ademais, as
condicdes ambientais também podem afetar a variacdo do tamanho corporal, seja pela
dependéncia da temperatura nos processos fisioldgicos ou por mudancas na disponibilidade de
alimentos no ecossistema marinho.

De acordo com Deevey e Brooks (1971, 1977), o tamanho dos copépodes varia de
acordo com a profundidade e a temperatura ao qual sdo encontrados. Sendo assim, copépodes
de pequeno porte sdo dominantes em &guas superficiais e quentes, ao contrario dos copépodes
de grande porte que dominam aguas profundas e frias. Portanto, a presenca de fen6menos
oceanograficos, como ressurgéncias costeiras, responsaveis pela mistura das massas de agua
podem modificar totalmente a estrutura populacional da comunidade de copépodes
(VALENTIN; MONTEIRO-RIBAS; MUREB, 1987).

A ressurgéncia costeira € um fendmeno oceanografico que ocorre de forma mais
proeminente e continua na costa leste do Peru, Equador, Califérnia e Oregon, no Oceano
Pacifico, e no noroeste da Africa e no sul de Benguela, no Oceano Atlantico. Essas regides sio
altamente produtivas, sendo responsaveis por 20% do estoque pesqueiro mundial apesar de
cobrirem menos de 2% da superficie oceanica. Além disso, elas regulam as variagdes climaticas
e a dindmica dos ecossistemas marinhos, modificando a cadeia tréfica local (GUENTHER et
al., 2008; ELIAS, 2009; KAMPF; WANG et al., 2015; CHAPMAN, 2016).

O fenbmeno da ressurgéncia consiste no movimento ascendente de aguas profundas,
frias e ricas em nutrientes para a superficie do oceano (ODA, 2009). Devido a sua localizagédo
na zona afdtica e a sedimentacdo dos detritos, as dguas afloradas sdo consideradas ricas em
nutrientes (GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 1992). Quando essas aguas atingem a zona
eufética, pode-se observar um aumento na producao priméria, refletido em uma potencializagdo
da transferéncia de energia ao longo da cadeia trofica (FERNANDES; NETTO; COUTINHO,
2017).

Segundo Gonzalez-Rodriguez et al (1992), o fenémeno da ressurgéncia é caracterizado

por trés fases sequenciais: a primeira fase é a fase da ressurgéncia propriamente dita, ao qual
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ocorre o afloramento das aguas frias e ricas em nutrientes. A segunda fase é a fase produtiva,
ao qual hd um aumento da biomassa e da producdo priméria e sua subsequente diminuicao da
concentracdo de nutrientes. A terceira fase é a fase da subsidéncia, ao qual ocorre a diminuigéo
da biomassa do fitoplancton devido a dispersdo e deplecdo de nutrientes, levando a uma
situacdo oligotrdfica. A dindmica do funcionamento dessas trés fases é fortemente influenciada
pelos ventos locais.

No Brasil, apesar de ndo haver areas costeiras com presenca continua de ressurgéncia e
nem tdo proeminente como na costa oeste da América do Sul, esse fendmeno pode ser
observado sazonalmente na regido do Cabo Frio, que esta localizada na regido oeste do Oceano
Atlantico (CARBONEL; VALENTIN, 1999).

Na regido do Cabo Frio ocorre uma mudanca na direcdo da costa brasileira do sentido
Norte-Sul para o sentido Leste-Oeste e a plataforma continental é mais estreita. Além disso, a
presenca de diversos processos oceanograficos potencializa a ressurgéncia conforme a
incidéncia de ventos e a condicdo geogréafica local. Portanto, essa regido se torna o ndcleo da
ressurgéncia da Agua Central do Atlantico Sul (ACAS) (GUENTHER et al., 2008; COELHO-
SOUZA et al., 2012). A parte externa da enseada de Arraial do Cabo é mais afetada pelo
afloramento da ACAS, onde a temperatura da superficie do mar chega a 15°C. A parte interna
da enseada, onde se localiza a Ilha do Cabo Frio, também € influenciada pelo fenémeno da
ressurgéncia, o qual modifica a estrutura fisico-quimica e a dindmica bioldgica desse sistema
(COELHO-SOUZA et al., 2012; ALBERTO, 2016).

Ademais, observa-se a combinacao de trés diferentes massas de agua - Agua Tropical
(AT; temperatura[T]>20°C, salinidade[S]>36), Agua Costeira (AC; T>20°C, S<35), Agua
Central do Atlantico Sul (ACAS; T<20°C, S=34,5 a 36) — que sdo influenciadas de modo
complexo pela corrente de contorno oeste na regido: Corrente do Brasil (CALADO, 2006;
GUENTHER et al., 2008).

Durante 0s meses de primavera e verdo o predominio dos ventos do quadrante norte e
nordeste afastam a Corrente do Brasil (CB) da costa, empurrando-a em direcdo ao oceano. Ao
mesmo tempo, o afloramento da Agua Central do Atlantico Sul (ACAS) traz &guas frias e ricas
em nutrientes para a superficie (VALENTIN, 1980, 1984; CARBONEL; GONZALEZ-
RODRIGUEZ et al., 1992; VALENTIN, 1999; COELHO-SOUZA et al., 2012). A ressurgéncia
tem um curto periodo de duracéo e ela ocorre depois de trés a quatro dias de fortes ventos do
quadrante norte e nordeste (VALENTIN; COUTINHO, 1990). Contudo, observa-se uma

ressurgéncia de intensidade moderada nessa regido. O fendmeno da ressurgéncia é interrompido
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pelos ventos do quadrante sul e sudoeste. Esses ventos sdo resultantes de passagem de frente
fria que empurra a CB em direcdo a costa, resultando na ocorréncia da subsidéncia. A
subsidéncia é caracterizada por aguas oligotréficas e alta temperatura da superficie do mar
(TSM) (GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 1992). Portanto, pode-se dizer que a acao dos ventos
é a principal forcante fisica responsavel tanto pelo fenémeno da ressurgéncia como pelo
fendmeno da subsidéncia.

Inserido nesse contexto e considerando a importancia do fendbmeno da ressurgéncia em
relacdo ao enriquecimento de nutrientes na zona eufotica, os objetivos do presente estudo
foram: | - Caracterizar a distribuicdo temporal de Copepoda. Il - Avaliar a variagdo sazonal e
interanual na estrutura das classes de tamanho de copépodes frente as oscilacGes na temperatura

da superficie do mar e concentracao de clorofila-a.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area de Estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Arraial do Cabo, localizado na costa
leste do Estado do Rio de Janeiro (-22,90°S, -42,02°W), que ocupa uma area de 152,3 km?2,
(Figura 2.1). Nesse municipio h&a uma ilha denominada Ilha do Cabo Frio (-23° S -42.01° W)
que esté localizada em uma érea para realizacao de testes e experimentos para as pesquisas do
IEAPM. Ha mais de duas décadas pesquisadores do IEAPM monitoram os parametros fisico-
quimicos desta localidade. Nesta area ha uma estacdo fixa para coleta de material bioldgico e
dados abioticos, onde foram realizadas coletas semanais de dados abi6ticos e coletas mensais
de dados bioldgicos no periodo compreendido entre janeiro de 2010 a dezembro de 2014. Esse

estudo foi realizado com amostras coletadas no projeto PELD-RECA coordenado pelo IEAPM.

Figura 2.1: Mapa de localizagdo do municipio de Arraial do Cabo, RJ
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3.2.2 Procedimento de coleta

3.2.2.1 Parametros ambientais

A coleta de &gua para anélise dos parametros ambientais foi realizada semanalmente na
estacdo fixa localizada na lIlha de Cabo Frio. A TSM foi mensurada através de uma sonda
multiparametros Horiba (Modelo U-5000; HGS No. 7JETA790) a ~1 metro de profundidade.
A TSM foi usada como proxy da ressurgéncia quando a mesma se apresentou menor que 20°C
(VALENTIN, 1984).

A &gua coletada a ~1 metro de profundidade pela garrafa de Van Dorn foi mantida
refrigerada até ser levada ao laboratorio. Em laboratério, a concentracdo de clorofila-a foi
extraida de acordo com Lalli & Parsons (1997). Ao todo foram coletadas 260 amostras para
medicao dos dados abidticos, que foram mensurados pelo Laboratério de Quimica do Instituto
de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM).

3.2.2.2 Dados bioldgicos

No presente estudo, um subconjunto de 180 amostras foi analisado em distintas
perspectivas, considerando aquelas coletadas entre janeiro de 2010 e dezembro de 2014. As
coletas foram feitas através de arrastos horizontais subsuperficiais (~1 metro de profundidade),
com duracdo de cerca de 3 minutos, com rede cilindrico-cdnica de abertura de 40 cm de boca,
malha de 100um e fluxdmetro (Modelo 2030R Mechanical Flowmeter, General Oceanics Inc.,
Miami, FL) acoplado a boca da rede para estimativa do deslocamento e, por consequéncia, do
volume filtrado. Em cada coleta foram obtidas trés amostras sequenciais, destinadas as analises
quali- e quantitativas. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram fixadas em solucédo
aquosa de formaldeido 4% neutralizado com tetraborato de sédio.

Em laboratorio, as amostras coletadas foram divididas em duas partes com o fracionador
do tipo FOLSOM (BOLTOVSKQY, 1981). Uma parte foi guardada para posterior analise pela
microscopia Optica convencional e a outra parte da amostra foi destinada ao processamento e
anélise através da FlowCAM.

A fim de evitar o entupimento da célula de fluxo (2000um), uma aliquota foi retirada
do material com uma pipeta Stempel de 1 ml. Esta aliquota foi filtrada previamente em uma

malha de Nylon (Nytex) de 1000um e lavada com agua destilada até um volume final, que
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variou entre 50 e 100 ml, para que todos 0s organismos maiores que 1000pum fossem removidos.
Somente as particulas maiores que 100um e menores que 1000um foram fotografadas, medidas
e classificadas. As analises foram feitas no Visual Spreadsheet Software® (VSP), versdo 3.4.5
(FLUID IMAGING TECHNOLOGIES INC, 2012).

Para processamento da amostra, foi utilizado o modelo Benchtop B3 FlowCAM
configurado no modo de autoimagem com objetiva de 2x, célula de fluxo de 2000um de largura
e 200um de profundidade. As imagens foram capturadas em resolucao de 2400 dpi (pixels por
polegada), com tamanho de 1024 x 768 pixels. Um agitador magnético foi utilizado para manter

as particulas em suspensdo e a concentracdo da subamostra homogénea durante a anélise.

3.2.2.3 Andlise quantitativa

A classificagdo e separacdo dos copépodes foi feita no VSP a partir da montagem de
uma biblioteca de treinamento do software. Cerca de 100 imagens de copépodes foram
selecionadas para a criacdo de um filtro digital com base nas caracteristicas morfométricas. A
classificacdo das particulas em copépodes foi checada individualmente para todas as amostras
a fim de eliminar os erros de classificagdo. Em seguida, foram criados filtros de classificagao
em Copepoda. A estimativa da abundancia de copépodes (organismo.m=) foi feita com base
nas contagens de organismos obtidos nos filtros de classificacdo. Para tal levou-se em
consideracdo o volume imageado, o volume inicial da amostra, 0 volume da subamostra e o

volume filtrado pela rede em cada arrasto, expressos pela equacéo:

Ab = {(N*VI)/VS}*(VO/VR), onde

Ab = abundancia de copépodes (organismos.m)
N = ndmero de copépodes contados (organismos)
VI = volume imageado (mL)

V'S = volume da subamostra (mL)

VO = volume inicial de dilui¢gdo (mL)

VR = volume filtrado pela rede (m?)

Para avaliar a varia¢do na estrutura de classes de tamanhos dos copépodes ao longo do

tempo, os organismos foram medidos em distintos parametros. Para as estimativas de
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comprimento do organismo, foi utilizado o comprimento do prossoma. Essa estimativa foi
baseada na razdo entre os eixos maior e menor da elipse circunscrita (Aspect Ratio), que levam
em consideracao também a posicdo do copépode na imagem.

Para medicdo do comprimento do prossoma dos copépodes, foi desenvolvido um
algoritmo especifico em ImageJ para aplicagdo as imagens obtidas na FlowCAM. A partir da
correlacdo das medidas obtidas pelo software ImageJ as medidas obtidas pelo software VSP foi
definido o melhor pardmetro para estimativa do comprimento do prossoma. A curva de
regressdo logaritmica foi escolhida por respeitar a tendéncia natural de crescimento dos
organismos vivos (MAGNUSSON; MOURAO, 2002). Originalmente, todos os valores das
medidas foram gerados em pixels, sendo posteriormente convertidos em micrémetros (um) na
razdo de 2,97 pixels = 1,0 um (FLUID IMAGING TECHNOLOGIES INC, 2012).

Para as estimativas de biomassa de copépodes, foi utilizado o volume esférico
equivalente. As medidas de volume esférico equivalente foram baseadas no didmetro esférico
equivalente (Equivalent Spherical Diameter) estimado pela FlowCAM, que é considerada uma
estimativa eficaz do volume do organismo, e comparada posteriormente a medida do
comprimento do prossoma feita pelo ImageJ (ALVAREZ et al., 2011; ALVAREZ; LOPEZ-
URRUTIA; NOGUEIRA, 2012). E esperada correlagdo positiva significativa entre o diametro
equivalente e o comprimento do prossoma, o que foi utilizado como um validador do método.
A estimativa da biomassa (mg C.m=) foi feita com base no volume ESD calculado apds o
processamento das amostras e classificacdo dos copépodes. Esta variavel foi gerada através da
formula do volume de uma esfera em um?. Para converter os valores obtidos de volume em
um? para massa em mg, assumiu-se que 1mm? equivale a 1mg de peso (mido (HERMAN;
HARVEY, 2006; SCHULTES; LOPES, 2009). A validacéo foi realizada pela comparagdo com
a biomassa do seston para a amostra analisada. A biomassa do séston foi obtida previamente
em balanca de precisdo Schimadzu 82D (e=0,0001g) pelo método do Peso Umido (OMORI,
IKEDA, 1984). Copépodes sdo usualmente os organismos mais abundantes no plancton e
espera-se que haja uma correlacgao positiva significativa entre a biomassa do seston e a biomassa
de copépodes. O valor da biomassa de copépodes foi calculado como a somatoria do volume
ESD de cada organismo processado, levando em consideragéo o volume imageado, o volume
inicial da amostra, 0 volume da subamostra e o volume filtrado pela rede em cada arrasto,

expressos pela equacgéo:

Bcop = {(3 Vesp*VI) / VS}*(VO/VR), onde
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Bcop = Biomassa de copépodes (mg C.m™)
VEesp = volume estimado equivalente (mm?®)
VI = volume imageado (mL)

VS = volume da subamostra (mL)

VO = volume inicial de dilui¢cdo (mL)

VR = volume filtrado pela rede (m?®)

3.2.2.4 Tratamento numérico e estatistico

Para anélise dos dados foram construidas duas planilhas no excel: uma planilha foi
composta pela data da coleta (més e ano), a estimativa da abundéncia (organismos.m?) e
biomassa (mgC.m™3), e os dados abidticos de temperatura da superficie do mar ('C) e
concentragéo de clorofila-a (mg.m). A segunda planilha foi composta pela data da coleta (més
e ano), o didmetro esférico equivalente - ESD (um), o volume ESD (um?®), os dados abidticos
de temperatura da superficie do mar ('C) e concentracio de clorofila-a (mg.m). As equacoes
anteriormente descritas que originaram a estimativa da abundancia (org.m=) e biomassa (mg C
m) da assembleia de Copepoda foram feitos no programa Excel.

As variaveis ambientais e os dados biodticos de abundancia, biomassa e tamanho dos
copépodes foram analisadas utilizando métodos descritivos (valores de méaximo, minimo,
média e desvio padrdo).

Para uma melhor compreensdo da dindmica temporal de Copepoda em termos de
tamanho, foram definidas duas classes de tamanho: | (100-500 pm) e Il (501-1000 pm), apés
analise do histograma de frequéncia dos comprimentos dos prossomas. Os dados relativos as
classes de tamanho foram obtidos com base no Equivalent Spherical Diameter - ESD (um).

Para verificar a distribuicdo temporal de Copepoda ao longo da seérie foi utilizada uma
matriz de dispersao entre os dados bidticos e 0s meses amostrados durante a série temporal.

Para verificar possiveis diferencas na distribuicdo temporal de Copepoda frente a
eventos de ressurgéncia e subsidéncia foi aplicado o teste paramétrico ANOVA (“two-way”),
para o nivel de 5% de significancia. Para esta andlise, os dados foram transformados em login
para alcancar os pressupostos de normalidade e homocedasticidade. A normalidade dos dados
foi testada atraveés do Teste de Kolmogorov-Smirnov, apresentando distribuicdo normal
(p>0,05). A homocedasticidade dos dados foi testada através do Teste de Levene, apresentando

homogeneidade das variancias (p>0,05).
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Para andlise dos efeitos das varidveis ambientais sobre a distribuicdo temporal de
Copepoda, a TSM e a concentragdo de clorofila-a foram utilizadas como variaveis preditoras
na construcdo de modelos de regressdo linear multipla.

Todas as analises estatisticas foram feitas pelo programa Statistica 8.0 (Statsoft, 2007).
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3.3 RESULTADOS

No total foram analisadas 260 medicdes semanais de TSM e concentracéo de clorofila-
a e 180 amostras de zooplancton obtidas mensalmente em cinco anos (2010-2014). Todas as
amostras de plancton oriundas das coletas foram processadas na FlowCAM e posteriormente

utilizadas na classificacdo semi-automaética das particulas, com auxilio do software VSP.

3.3.1 Parametros ambientais

3.3.1.1 Temperatura da superficie do mar

A variacdo na estrutura térmica indica que durante a série temporal analisada houve 19%
de eventos de ressurgéncia (um total de 50 semanas) e 81% de eventos de subsidéncia (um total
de 210 semanas). A TSM apresentou média de 21,6°C + 2,1, com minima de 15,2°C e maxima
de 26,8°C (Figura 2.2). O ano de 2010 foi o ano que apresentou a maior média anual de
temperatura (22,9°C) e 2014 foi 0 ano que apresentou média anual de temperatura mais baixa
(20,6°C) (Tabela 2.1). Em geral, os meses que apresentaram baixa TSM foram fevereiro,

setembro, outubro e novembro, e 0 més de abril apresentou alta TSM (Figura 2.3).

Tabela 2.1: Estatistica descritiva calculada para os parametros ambientais (temperatura da
superficie do mar e concentracdo de clorofila-a), medidas nos anos de 2010 a 2014 na llha do
Cabo Frio.

TSM Concentracéo de clorofila-a
(C) (mg.m®)

Ano Meédia anual Minimo  Maximo Média anual Minimo Maximo

2010 22,9 18,5 26,8 0,67 0 2,38
2011 21,9 17,7 26,0 1,13 0 6,52
2012 21,3 15,7 25,4 0,98 0,05 3,54
2013 21,2 15,3 24,6 0,97 0 5,94
2014 20,6 15,2 23,9 0,71 0,09 4,47
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Figura 2.2: Variacao interanual da TSM (' C) durante a série temporal.

"._n_ -+ _.“ _u.u./..u_ (=] o

(0u WS L

-t

1¥i0E190
1 Fh0E-INr
1 ¥iDz-ddy
1 ¥FIOE-uer
1 E10E190
1 EbDE-INP
1 E1DZ-1dy
1 ElOE-uer
1 Th0E190
1 hoE-nr
1 Z1oZ-1dy
1 €hoE-uer
1 HOE190
1 bhoE- 1P
1 HiDZ-ddy
1 vhoE-uer
1 O10E190
1 OhoE-Inr
1 DiDZ-ddy
1 O)0E-uer

Erie tamporal

Figura 2.3: Variac&o sazonal da TSM ('C) durante a série temporal.
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3.3.1.2 Clorofila-a

No decorrer dos cinco anos da série temporal analisada, a concentracdo de clorofila-a
apresentou média de 0,89 mg.m=+ 0,91, com minima de 0 mg.m= e maxima de 6,52 mg.m-
(Figura 2.4). O ano de 2011 apresentou a maior média de concentracdo de clorofila-a (1,13
mg.m=) e 0 ano de 2010 apresentou a menor média de concentragdo de clorofila-a (0,67 mg.m
%) (Tabela 2.1). A variagdo sazonal da clorofila-a apresentou um aumento na concentragao nos

meses de setembro e outubro, se mantendo na média entre janeiro e abril e apresentando uma
diminuicdo no més de maio (Figura 2.5).

Figura 2.4: Variac3o interanual da concentragio de clorofila-a (mg.m3) durante a série
temporal.
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Figura 2.5: Variac&o sazonal da concentracéo de clorofila-a (mg.m=) durante a série temporal
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A TSM foi correlacionada com a concentracdo de clorofila-a e apresentou uma

correlacdo negativa (R= -0,29) significativa (p<0,01) (Figura 2.6). Pode-se notar um padréo

sazonal entre as varidveis ambientais, as quais sdo representadas pela diminui¢do da TSM com

0 consequente aumento da concentragéo de clorofila-a, e 0 aumento da TSM com a consequente

diminuicdo da concentracao de clorofila-a (Figura 2.7). Porém, as menores temperaturas sao

correlacionadas as concentracfes médias de clorofila-a.
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Figura 2.6: Correlacdo entre TSM e concentragdo de clorofila-a durante a série
temporal.
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3.3.2 Estrutura da assembleia de copépodes
3.3.2.1 Distribuicdo de Copepoda por classe de tamanho

Grupo | (100 - 500 pm)

A classe de tamanho denominada como grupo | foi composta de copépodes com
tamanho variando entre 100 a 500 um (Figura 2.8). Esta classe de tamanho foi a que obteve o
maior nimero de observac6es. A média anual do tamanho de copépodes incluidos nesse grupo

foi de 353 um, apresentando média anual minima de 139 pum e maxima de 449 pm.

Figura 2.8: Histograma do grupo | (100 — 500um).
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Grupo 11 (501 — 1000 pm)
A classe de tamanho denominada como grupo Il foi composta de copépodes com
tamanho variando entre 501 a 1000 um (Figura 2.9). A média anual do tamanho de copépodes

incluidos nesse grupo foi de 633 um, apresentando média anual minima de 501 pm e maxima
de 999 pum.
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Figura 2.9: Histograma do grupo 11 (501 — 1000um)
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Em algumas épocas do ano, tais como final do inverno e durante a primavera, observa-

se uma variacdo na propor¢cdo de copépodes encontrados na regido. Ha um aumento de

copépodes da classe de tamanho | (<500um) se comparados aos copépodes da classe de
tamanho 11 (>501um) (Figura 2.10).

Figura 2.10: Proporcéo de ocorréncia da razdo entre copépodes da classe de tamanho |
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Também se observa uma variacdo sazonal em relagdo ao tamanho da assembleia de
copépodes durante a série temporal analisada (Figura 2.11). No final do inverno e comeco da
primavera ha um aumento na concentracdo de copépodes da classe de tamanho I (<500um) que
nem sempre sucedeu um aumento na concentracdo de copépodes da classe de tamanho 1l
(>501pm).

Figura 2.11: Frequéncia de ocorréncia de copépodes da classe de tamanho | (<500um; coluna
preta) e copépodes da classe de tamanho Il (>501um; coluna cinza) durante a série temporal.
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Na tabela 2.2 pode-se observar a porcentagem de ocorréncia de copépodes da classe de
tamanho | (<500um) e copépodes da classe de tamanho Il (>501um) frente aos eventos de
ressurgéncia e subsidéncia. Os copépodes incluidos no grupo | (copépodes de pequeno porte)
foram abundantes durantes quaisquer condi¢cdes oceanograficas. Em contrapartida, quando
houve uma condicdo de ressurgéncia associada a concentragdo normal ou alta de clorofila-a, 0s
copépodes incluidos no grupo Il (copépodes de grande porte) foram mais frequentes. Portanto,
pode-se dizer que a TSM € a variavel ambiental que tem maior significancia no tamanho dos

copépodes.
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Tabela 2.2: Porcentagem (%) de ocorréncia de copépodes da classe de tamanho | (<500um) e
copépodes da classe de tamanho Il (>501um) frente aos eventos de ressurgéncia e

subsidéncia.
Porcentagem de Porcentagem de Frequéncia de
ocorréncia de ocorréncia de eventos
Copépodes < 500 pm Copépodes > 501 pum

TSM = UP 56,76 43,23 6

Clo-a = Alta

TSM =UP 55,93 44,06 6
Clo-a = Normal
TSM = DOWN 61,91 38,08 12

Clo-a = Alta
TSM = DOWN 60,67 39,32 36

Clo-a = Normal

3.3.2.2 Distribuicédo temporal da abundéncia de Copepoda

A assembleia de copépodes apresentou uma abundancia média anual de 563 org.m™,
Os valores médios de abundéncia apresentaram uma alta variabilidade interanual, havendo uma
alta abundancia de copépodes no ano de 2010 e uma baixa abundéncia de copépodes no ano de
2012 (Tabela 2.3) (Figura 2.12).

Tabela 2.3: Estatistica descritiva calculada para a abundancia de copépodes, nos anos de 2010
a 2014.

Abundancia de copépodes (org.m)

Ano Média Minimo Maximo Desv. Padréo
2010 651 42 3.519 782
2011 599 16 2.549 553
2012 412 12 1.483 308
2013 671 0 2.871 678
2014 484 53 2.232 419
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Figura 2.12: Distribuicdo interanual da abundancia de copépodes durante a série temporal.
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Série temporal

Os valores médios de abundancia também indicaram uma alta variabilidade sazonal que
resultou em uma falta de padrdo entre os anos amostrados. Porém pode-se observar tendéncias
de baixa abundancia de copépodes em meses tipicos de TSM quente (acima de 20°C) e alta
abundancia de copépodes em meses tipicos de TSM fria (abaixo de 20°C) (Figura 2.13).

O ano de 2010 apresentou 0s maiores valores de abundancia de copépodes nos meses
de julho e agosto, sendo que o més de julho apresentou o maior pico de abundéncia. Os meses
de maio e junho apresentaram baixas abundancias de copépodes.

O ano de 2011 apresentou 0s maiores valores de abundancia de copépodes nos meses
de julho, setembro e novembro, sendo que o més de setembro apresentou 0 maior pico de
abundancia. O més de junho apresentou baixa abundancia de copépodes.

O ano de 2012 apresentou 0s maiores valores de abundancia de copépodes nos meses
de fevereiro e julho, sendo que o més de fevereiro apresentou o maior pico de abundancia. O

més de junho apresentou baixa abundancia de copépodes.
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O ano de 2013 apresentou 0s maiores valores de abundancia de copépodes nos meses
de marco, agosto e novembro, sendo que 0 més de marco apresentou 0 maior pico de
abundancia. O més de dezembro apresentou baixa abundancia de copépodes.

O ano de 2014 apresentou os maiores valores de abundancia de copépodes nos meses
de abril e setembro, sendo que o més de abril apresentou 0 maior pico de abundancia. O més de
dezembro apresentou baixa abundancia de copépodes.

Figura 2.13: Distribuicdo sazonal da abundancia de copépodes durante a série

temporal.
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Na analise de variancia (ANOVA) ndo houve uma diferenca significativa (p>0,05) na
abundancia de copépodes durante o periodo de ressurgéncia e subsidéncia e também néo foi
possivel observar uma diferenca significativa (p>0,05) em relacdo a abundancia de copépodes
em periodos de alta concentracao de clorofila-a, quando comparado a periodos de concentragédo
média de clorofila-a.
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Ao realizar um modelo de regressdo linear multipla, ndo foi possivel observar uma
diferencga significativa (p>0,05) na comparacdo entre a abundancia de copépodes com as

variaveis preditoras de TSM e concentracdo de clorofila-a (Tabela 2.4).

Tabela 2.4: Modelo de regressdo linear multipla para a TSM e concentracdo de clorofila-a
como variaveis preditoras.

Variaveis preditoras F p t

TSM 0,6478 0,4242 -0,8048

Concentracéo de 1,0867 0,3015 -1,0424
clorofila-a

3.3.2.3 Distribuicédo temporal da biomassa de Copepoda

A assembleia de copépodes apresentou uma média anual de biomassa de 3,4 mg C m™.
Os valores médios de biomassa apresentaram uma alta variabilidade interanual, havendo uma
alta biomassa de copépodes no ano de 2012 e uma baixa biomassa de copépodes no ano de 2010
(Tabela 2.5) (Figura 2.14).

Tabela 2.5: Estatistica descritiva calculada para a biomassa de copépodes, nos anos de 2010 a
2014.

Biomassa de copépodes (mg C m®)

Ano Média Minimo Maximo Desv. Padréao
2010 2,59 0,23 24,42 4,1
2011 3,06 0,66 8,47 1,93
2012 4,64 0,54 18,98 4,21
2013 3,93 0 10,62 2,45
2014 2,72 0,54 9,94 1,83
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Figura 2.14: Distribuicdo interanual da biomassa de copépodes durante a série temporal.
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Série temporal

Os valores médios de biomassa também mostraram uma alta variabilidade sazonal
(Figura 2.15). O ano de 2010 apresentou 0s maiores valores de biomassa de copépodes nos
meses de julho e novembro, sendo que o més de julho apresentou o maior pico de biomassa. O
més de junho apresentou baixa biomassa de copépodes.

O ano de 2011 apresentou os maiores valores de biomassa de copépodes nos meses de
julho e novembro, sendo que 0 més de novembro apresentou 0 maior pico de biomassa. O més
de setembro apresentou baixa biomassa de copépodes.

O ano de 2012 apresentou 0os maiores valores de biomassa de copépodes nos meses de
fevereiro, junho e outubro, sendo que 0 més de fevereiro apresentou 0 maior pico de biomassa.
O més de agosto apresentou baixa biomassa de copépodes.

O ano de 2013 apresentou 0os maiores valores de biomassa de copépodes nos meses de
janeiro e marc¢o, sendo que o més de margo apresentou o maior pico de biomassa. O més de

dezembro apresentou baixa biomassa de copépodes.
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O ano de 2014 apresentou 0s maiores valores de biomassa de copépodes nos meses de
abril e novembro, sendo que o més de abril apresentou 0 maior pico de biomassa. O més de

setembro apresentou baixa biomassa de copépodes.

Figura 2.15: Distribuicdo sazonal da biomassa de copépodes durante a série temporal.
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Na anélise de variancia (ANOVA) ndo houve uma diferenca significativa (p>0,05) na
biomassa de copépodes durante o periodo de ressurgéncia e subsidéncia e também nao foi
possivel observar uma diferenca significativa (p>0,05) na biomassa de copépodes em periodos
de alta concentragdo de clorofila-a, quando comparado a periodos de concentragdo normal de
clorofila-a.

Ao realizar um modelo de regressao linear multipla, ndo foi possivel observar uma
diferenga significativa (p>0,05) entre a biomassa de copépodes com as varidveis preditoras de

TSM e concentracdo de clorofila-a (Tabela 2.6).
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Tabela 2.6: Modelo de regressdo linear multipla para a biomassa de copepodes tendo a TSM e
a concentracao de clorofila-a como variaveis preditoras.

Variaveis preditoras F p t
TSM 0,0043  0,9476 0,0659
Concentracao de 0,5146  0,4760 0,7173
clorofila-a

48



3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Parametros ambientais

A regifo do Cabo Frio é a area costeira brasileira mais afetada pela intrusio da Agua
Central do Atlantico Sul (ACAS). Devido as caracteristicas batimétricas e aos fenbmenos
meteoroldgicos que induzem a ressurgéncia na regiao, os processos que afetam a distribuicao
temporal do mesozooplancton séo intensificados (SILVA; VALENTIN; BASTOS, 1988).

Durante o presente estudo, diferencas temporais significativas nas condigdes
oceanograficas na enseada da Ilha do Cabo Frio foram observadas, apresentando uma tendéncia
de sazonalidade. Devido a ascensdo da ACAS, durante 0os meses de primavera e verdao foi
observado uma diminuicdo da temperatura da superficie do mar (TSM) e um aumento da
concentracdo de clorofila-a, que resultaram em aumento na producao primaria e secundéria na
regido estudada (CARVALHO; GONZALEZ-RODRIGUEZ, 2004; COELHO-SOUZA et al.,
2012).

A ocorréncia da ACAS obedeceu a uma tendéncia sazonal durante toda a série temporal,
com maior intensidade entre os meses de setembro a novembro em quase todos 0s anos, exceto em
2010, quando a média da temperatura da superficie do mar estava alta. Nos anos de 2013 e 2014 a
ACAS se apresentou muito marcante, sendo costumeiramente presente na estacdo fixa dentro da
enseada.

Nessa dissertacdo pode-se observar que as diferencas sazonais de temperatura tém
diminuido ao longo dos anos, de 15,3°C na primavera até 26,64°C no outono. Diferente do que
foi observado em um estudo realizado por Fernandes et al (2017) o qual analisou os parametros
fisico-quimicos da agua de uma série temporal compreendida entre janeiro de 1995 e dezembro
de 2009. Esse estudo relatou que as diferencas sazonais de temperatura entre inverno e verao
aumentaram ao longo dos anos, de 15,9°C na primavera até 29,4°C no outono. A temperatura
é considerada a varidvel mais importante na estrutura fisica dos ecossistemas marinhos.
Portanto, 0 aquecimento e o resfriamento dos oceanos pode causar impactos diretos na
composicao, abundancia e eficiéncia trofica nas comunidades plancténicas (RICHARDSON,
2008).

A concentracdo de clorofila-a se manteve baixa durante o estudo, exceto em alguns

eventos de chegada da ACAS com afloramento de baixas temperatura a superficie. Todavia, ha
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indicios de que o aumento da abundéncia de copépodes na superficie rapidamente consumia a
concentracdo de clorofila-a disponivel no meio, 0 que pode ter ocasionado as baixas
concentracdes de clorofila-a observada. Duas importantes pesquisas foram realizadas na regido
e tiveram como objetivo o conhecimento das respostas biologicas frente aos eventos de
ressurgéncia e subsidéncia. Estudos realizados por Gonzalez-Rodriguez et al. (1992) e Pereira;
Evsukoff; Ebecken (2009) encontraram uma variagdo na concentragdo de clorofila-a entre 0.5-
6.0 mg.m3. O estudo realizado por Moser & Gianesella-Galvdo (1997) encontrou a
concentracéo de clorofila-a atingindo valores maximos de 25.55 mg.m (em dezembro/1991)
e 1.3 mg.m? (em junho/1992). Portanto, pode-se dizer que na série temporal estudada a
concentracdo de clorofila-a est abaixo do que tem sido descrito na literatura.

3.4.2 Estrutura da assembleia de copépodes

A analise dos padrdes sazonais indicou que eventos de ressurgéncia apresentaram maior
efeito no tamanho dos copépodes do que eventos de subsidéncia, mesmo com a baixa frequéncia
de ocorréncia de eventos de ressurgéncia na regido. Esse efeito foi devido a diminuicdo da TSM
e ao aumento na concentracdo de clorofila-a (DONOSO et al., 2017). Esses dois fatores
caracterizam a presenca de aguas oriundas da Agua Central do Atlantico Sul (ACAS) na regido
(SILVA; DOURADO; CANDELLA, 2009).

Nesse estudo foi possivel observar o predominio de copépodes de grande porte
(>501um) quando ha TSM fria e um aumento na concentracdo de clorofila-a, caracterizando
eventos de ressurgéncia, como ja descrito em trabalhos anteriores (CAMPANER, 1985;
CAMPANER; HONDA, 1987; VALENTIN; MONTEIRO-RIBAS; MUREB, 1987). Em
contrapartida, copépodes de pequeno porte (<500 um) foram frequentes durante o ano todo e
abundantes durante eventos de subsidéncia, similar ao que foi observado em estudos realizados
por Rosa; Monteiro-Ribas; Fernandes (2016).

Estudos realizados por Horne et al. (2016) também encontraram um padrdo para
ambientes sazonais nos quais quase 90% das espécies de copépodes sdo especies de pequeno
porte que estdo localizadas em condigdes de temperatura mais quentes. Eles também sugerem
gue em copépodes adultos, a temperatura é o fator mais significativo na resposta do tamanho

corporal do que a concentragdo de clorofila-a. Enquanto que em copépodes juvenis a
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concentracdo de clorofila-a é o fator mais significativo na resposta do tamanho corporal. O que
também foi descrito por Hirst; Bunker (2003).

A proporcao de ocorréncia de copépodes infere mudancas sazonais da assembleia de
copépodes em relacdo as classes de tamanho. No presente trabalho, foi observado uma
diminuicdo na abundancia de copépodes de pequeno porte em resposta a0 aumento na
abundancia de copépodes de grande porte. Esse carater sazonal também foi observado em um
estudo realizado por Turner (2004) ao concluir que a maioria dos copépodes de pequeno porte
sdo onivoros que se alimentam de organismos autotroficos e heterotroficos. Diferente dos
copépodes de grande porte que sdo considerados carnivoros pois se alimentam de copépodes
de pequeno porte.

A abundancia de copépodes apresentou uma grande variacao sazonal. Observou-se um
aumento significativo da abundancia de copépodes com a chegada da ACAS na regido,
semelhante ao que foi observado por Melo Junior et al. (2016). Todavia, estudos realizados por
Muxagata (1999) registraram abundancia média de 1900 org.m™ na assembleia de copépodes
durante o inverno de 1995 nas proximidades de Cabo Frio, diferente do que foi observado no
presente estudo, no qual as maiores abundéncias de copépodes foram observadas nos meses de
primavera e verdo. Ha necessidade de mais estudos relativos as espécies mais abundantes e
frequentes durante eventos de ressurgéncia e subsidéncia.

Em geral, a variacdo na biomassa da assembleia de copépodes refletiu a variacdo na
abundancia dos mesmos. A biomassa da assembleia de copépodes apresentou uma fraca relacéo
com o fendbmeno da ressurgéncia. Como observou-se uma forte variancia entre os anos
amostrados, em 2011, 2013 e 2014 os valores maximos de biomassa foram observados durante
a primavera, quando a TSM estava abaixo de 20°C. Diferente do que foi observado em um
estudo de Eskinazi-Sant’anna; Bjornberg (2006) o qual encontrou um padrdo diferente para
biomassa de copépodes no canal de Sdo Sebastido, em SP, a qual apresentou valores maximos
durante meses de outono e inverno. Ademais, um estudo feito por Valentin, Moreira (1978)
constatou que entre 0s meses de junho a outubro observa-se valores minimos de biomassa
zooplanctbnica. E, entre os meses de outubro a abril observa-se os valores maximos de
biomassa zooplancténica. Como até 70% do zooplancton é composto por copépodes
(BRANDINI et al., 1997), pode-se dizer que a biomassa de copépodes segue a mesma
distribuicdo, apresentando valores minimos entre os meses de junho a outubro e valores

maximos entre 0s meses de outubro a abril. Esses resultados corroboram o que foi observado
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no presente estudo, tendo o més de novembro como o0 més com o maior valor de biomassa da
assembleia de copépodes e 0 més de agosto apresentando 0os minimos valores.

Outro aspecto interessante a ser levado em consideracdo € a diferenca observada na
abundancia e biomassa da assembleia de copépodes frente a eventos de ressurgéncia e
subsidéncia. Como ja descrito, observou-se um aumento significativo na abundancia e biomassa
de copépodes em eventos de ressurgéncia, e também foi observado um aumento (em menor
significancia) em eventos de subsidéncia. Porém, devido as limitacdes taxondmicas da
FlowCAM, ndo se pode afirmar em qual nivel taxonémico essa diferenca foi observada e nem
quais espécies sdo mais frequentes na presenca de eventos de ressurgéncia ou em eventos de

subsidéncia.
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d)

f)

3.5 CONCLUSAO

As massas de agua tém uma importancia fundamental para a variacdo sazonal das
variaveis ambientais e da assembleia de Copepoda na Ilha do Cabo Frio, RJ.

Os resultados obtidos indicaram que a TSM foi a principal varidvel ambiental que
influenciou a estrutura da assembleia de Copepoda, seguida pela concentracdo da
clorofila-a.

A TSM apresentou variagdo sazonal e interanual durante a série temporal. Durante os
meses caracteristicos da presenca do fenémeno da ressurgéncia (primavera e verao) a
TSM estava mais fria (abaixo de 20°C) do que nos meses caracteristicos da presenca do
fendmeno da subsidéncia (outono e inverno).

A concentragéo de clorofila-a apresentou variagdo sazonal de acordo com a ocorréncia
do fenbmeno da ressurgéncia, com altos valores coincidentes a ressurgéncia como
esperado. Porém, cabe ressaltar que algumas vezes em que foi observada a presenca do
fendmeno da ressurgéncia ndo houve um aumento significativo na concentracdo de
clorofila-a. Ha necessidade de mais estudos sobre o porqué dessa diferenca.
Observou-se que copépodes de grande porte (>501um) sdo mais frequentes durante
eventos de ressurgéncia. Enquanto copépodes de pequeno porte (<500um) sédo
abundantes durante o ano todo.

Abundancia e biomassa de copépodes apresentaram diferencas frente a eventos de

ressurgéncia.
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