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de 2013. Impactos antropogénicos sobre comunidades de macroalgas marinhas. Sonia Maria

Barreto Pereira (Orientadora), Paulo Antunes Horta (Conselheiro).

RESUMO

As atividades humanas tém causado alteragcdes ambientais com consequéncias
sobre comunidades biolégicas marinhas. Essas alteragbes vém ocorrendo em
escala local, como é o caso da urbanizagao e poluigdo costeira, e global, por meio
das mudancas climaticas e acidificagdo dos oceanos causado por maiores
concentragdes de CO, na atmosfera. A urbanizagdo costeira esta se expandindo
rapidamente no mundo todo. Este fendmeno tem levado a contaminacdo do
ambiente marinho por diversos poluentes, entre eles os metais pesados. Os efeitos
da referida urbanizagao sobre as comunidades de macroalgas ainda necessitam de
estudos que considerem os limites de distribuigado latitudinal destes organismos.
Semelhantemente, estudos sobre os potenciais efeitos das mudangas climaticas,
como o aumento da temperatura e acidificagcdo oceanica, sobre comunidades
macroalgais, sdo recentes e ainda relativamente escassos. Nesse contexto, esse
estudo teve como objetivos: 1) Avaliar os impactos da urbanizagdo sobre
comunidades de macroalgas marinhas nas diferentes provincias ficogeograficas do
litoral brasileiro; 2) Compreender os mecanismos fisioldgicos da contaminagao do
ambiente marinho por metais pesados sobre a alga pantropical Halimeda cuneata
Hering em temperaturas que ocorrem em seus limites de distribuicdo no sudoeste do
Atlantico; 3) Avaliar os efeitos do aumento de temperatura e da acidificagédo
oceanica por adicao de CO, sobre a fotossintese de macroalgas marinhas. Para o
primeiro, uma fragao significativa do litoral brasileiro foi estudada, incluindo areas

amostrais nas trés provincias ficogeograficas brasileiras (Temperada quente, Zona
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de transi¢cdo e Tropical) onde a estrutura e composi¢gdo das comunidades foram
determinadas em areas urbanizadas e areas referéncias. Para o segundo, um
experimento com enriquecimento por metais foi realizado em laboratorio, avaliando o
efeito de metais em temperaturas que ocorrem dentro dos limites de distribuicdo de
H. cuneata na costa brasileira e o seu potencial de recuperacdo nas diferentes
temperaturas. Com relagdo ao terceiro, experimentos foram realizados em
mesoscosmos recifal em regido tropical no litoral brasileiro, utilizando espécies de
macroalgas calcificadas, avaliando o efeito de aumentos de temperatura e da
acidificagdo da agua por adicdo de CO, sobre a performance fotossintética das
macroalgas. Os resultados sdo apresentados aqui em trés capitulos. O primeiro
mostra que a urbanizagao leva a diminui¢cdes substanciais no numero de espécies e
causa alteragdes profundas em comunidades macroalgais marinhas. O segundo
evidencia os efeitos deletérios de metais pesados sobre as fungdes fisioldgicas de
H. cuneata, com destaque para a auséncia de recuperagao fotossintética em
temperaturas que ocorrem no seu limite de distribuicdo no Atlantico sul. O terceiro
indica uma alta adaptabilidade fotossintética das macroalgas estudadas diante de
elevacbes de temperatura e acidificacdo, o que pode estar relacionado as
possibilidades de utilizagdo de diferentes espécies de carbono inorganico por estas

algas.
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ABSTRACT

Human activities have been causing environmental alterations with consequences to
marine biological communities. These changes have been occurring at local scale,
such as urbanization and coastal pollution, and globally, throught climate change and
ocean acidification caused by higher CO, concentrations in the atmosphere. Coastal
urbanization is rapidly expanding worlwide. This phenomenon has been leading to
the contamination of the marine environment by a variety of pollutants, such as
heavy metals. However, the effects of coastal urbanization on marine macroalgae
communities still need further studies that consider their latitudinal limits of
distribution. Likewise, studies on the effects of climate change, such as temperature
increases and ocean acidification, on macroalgal communities are recent and still
relatively limited. Thus, the aims of the present study were: 1) Evaluate the impacts
of urbanization on marine macroalgae communities within  different
phycogeographycal regions along the Brazilian coast; 2) Assess the physiological
effects of heavy metal contamination at concentrations observed in polluted regions
within the temperature ranges of distribution of the seaweed Halimeda cuneata
Hering in the SW Atlantic; 3) Evaluate the effects of increased temperatures and CO»
driven ocean acidification on the photosynthesis of marine macroalgae. For the first,
a significant fraction of the Brazilian coast was studied, including sampling areas on
the three phycogeographycal regions (warm temperate, tranzition zone, and tropical)
where the structure and composition of the communities were determined in urban

and reference areas. For the second, an experiment of metal enrichment was
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performed in laboratory, assessing the effects of metals at temperatures that occur
within the limits of distribution of H. cuneata on the Brazilian coast and its recovery
potential at the different temperatures. The third consisted of performing experiments
in a reef mesocosms in a tropical region on the Brazilian coast, using calcified
macroalgae species, evaluating the effects of temperature increases and CO; driven
acidification on the macroalgae photosynthetic performance. The results are
presented here in three chapters. The first shows that urbanization leads to
substantial declines in species number and causes drastic changes on marine
macroalgae communities. The second provides evidence of the negative effects of
heavy metals on the physiology of H. cuneata, which showed no photosynthetic
recover at temperatures that occur on its limit of distribution in the south Atlantic. The
third indicates a high photosynthetic adaptability of the studied macroalgae in face of
temperature increases and acidification, which can be related to the possibilities of

utilization of different inorganic carbon species by these algae.
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1. INTRODUGAO GERAL

As atividades humanas tém causado alteragbes ambientais com
consequéncias sobre comunidades biolégicas marinhas (VITOUSEK et al. 1997). Os
impactos dessas alteragdes sdo observados tanto em escala local quanto global. Em
escala local incluem-se as alteragdes causadas pela crescente urbanizacdo e
poluicdo em areas costeiras, enquanto em escala global, incluem-se as mudangas
climaticas e acidificagdo dos oceanos devido as maiores concentragdes de gases de
efeito estufa na atmosfera. Esses fatores tem colocado os ecossistemas marinhos
sob forte pressédo antrépica, caracteristica do antropoceno (STEFFEN et al., 2011),
gerando preocupagdes sobre a resiliéncia de comunidades marinhas diante destas
pressoes.

As areas costeiras tém sido, historicamente, objeto de assentamentos
humanos (DILLEHAY et al., 2008) de tal forma que atualmente cerca de 60% da
populacdo esta concentrada dentro de 100 km da costa, afetando as produtivas
zonas costeiras (VITOUSEK et al., 1997; LOTZE et al., 2006). Alguns estudos tem
observado em escala local que os processos ligados a urbanizagdo costeira tém
levado a perda de biodiversidade marinha e a alteragbes de comunidades
macroalgais em diversas partes do mundo (ERIKSSON et al. 2002; TERLIZZI et al.
2002; OLIVEIRA e Qi, 2003; LIU et al. 2007; MARTINS et al. 2012). Porém,
avaliagdes do impacto da urbanizagdo sobre comunidades de macroalgas em escala
continental abrangendo regides com diferentes caracteristicas ficogeograficas, ainda
s&o inexistentes.

A urbanizagdo em zonas costeiras tem sido relacionada a contaminagédo do
ambiente marinho por diversos poluentes. Entre os principais contaminantes, estdo
os metais pesados, que tem gerado grande preocupacdo ambiental em todo o

mundo (HAIYAN e STUANES, 2003). Os metais estdo geralmente presentes em
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baixas concentragdes nos oceanos (ASH e STONE, 2003), mas podem ocorrer em
concentragdes muito mais elevadas nas aguas costeiras devido as atividades
antropogénicas (MORILLO et al., 2004; MENG et al., 2008).

As macroalgas sao importantes produtores primarios costeiros. Juntamente
com as gramas marinhas elas exercem muitos dos bens e servigos fornecidos pelos
ambientes costeiros (BEAUMONT et al, 2007; HARLEY et al, 2012),
proporcionando bergarios, habitats e alimentos para a fauna marinha (GRALL et al.,
2006), remogéo de poluentes organicos e inorganicos da agua do mar (WANG e
ZHAO, 2007) e sequestro de carbono (KOCH et al.,, 2013). Além disso, as algas
fornecem alimento para os seres humanos e tem uma variedade de aplicagdes em
medicina, na industria de alimentos, agricultura, cosméticos e alimentagdo animal
(ZEMKE-WHITE e OHNO, 1999). Porém, disturbios antropogénicos, podem alterar
os padrdes de variagdes naturais em varias escalas de organizagdo de comunidades
macroalgais. A exclusdo ou extingdo de produtores primarios propaga-se através da
cadeia trofica causando perdas dramaticas de fauna em niveis troficos multiplos,
alterando a estrutura tréfica da comunidade, resultando em perda de qualidade
ambiental e em prejuizos para a industria aquicola e pesqueira (AIROLDI et al.,
2008; HADDAD et al., 2009).

E de grande importancia se entender os padrdes de variagdes naturais para
distingui-los das varia¢des induzidas pelos disturbios humanos em habitats marinhos
(UNDERWOOD, 1994; TERLIZZI et al., 2002). Nesse sentido, a caracterizagao da
estrutura de comunidades macrofitobénticas tem sido utilizada como uma importante
ferramenta complementar para o diagnodstico de alteragdes destas comunidades.
Além disso, diante das perdas de biodiversidade marinha que vem sendo
observados, os mecanismos fisiologicos que ocorrem em condicdes de estresse

levando ao declinio de produtores primarios e seus efeitos sinérgicos com fatores
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ambientais, ainda carecem de maiores informagdes (MACINNIS-NG e RALPH, 2002;
WILSON et al., 2004). Portanto, além de caracterizagao de comunidades, também é
importante se entender as condicdes e mecanismos que levam a perda de habitats,
com o objetivo de prevenir futuros declinios de biodiversidade (CONNEL et al.,
2008).

Os efeitos de metais sobre a fisiologia de macroalgas tém sido amplamente
estudados (COLLEN et al., 2003; BAUMANN et al., 2009; BOUZON et al., 2011)
porém a maioria dos estudos concentraram-se na avaliagcdo dos efeitos causados
por metais isolados, e ndo por uma combinacido de metais, que representa a
realidade em contamina¢des causadas pela urbanizagao.

Padroes de distribuicdo de espécies marinhas sao determinados
principalmente por fatores ambientais (CLARKE, 2003), entre os quais a temperatura
€ um fator chave na defini¢gao de limites de distribuigao latitudinal (LIMA et al., 2007).
Organismos que vivem em seus limites de temperatura podem ter limitagdes
fisioloégicas que levam as limitagdes de crescimento e reprodugao, e eventualmente,
a morte (BREEMAN, 1988; SOMERO, 2002). Neste contexto, os estressores
antropogénicos como a poluigdo ambiental (TORRES et al., 2008), atuam como uma
fonte adicional de estresse ao organismo. Os efeitos sinérgicos das variaveis
ambientais naturais com estressores antropogénicos podem determinar o resultado
da vida de um organismo, de acordo com as respostas fisiolégicas das espécies
para a nova combinacdo de condigcbes ambientais formada. Em ultima analise, a
tolerancia ou a sensibilidade de uma espécie de alga a fatores ambientais podem
levar a um aumento da abundancia ou ao desaparecimento de espécies de
determinadas areas ou regides (SCHERNER et al., 2012a).

A costa brasileira tem aproximadamente 8000 km de extensdo, com um

conjunto diversificado de condigbes oceanograficas e ecoldgicas. Horta et al. (2001)



Scherner, F. Impactos Antropogénicos sobre comunidades de macroalgas... 17

dividiram o litoral em trés distintas regides ficogeograficas (RFs): Provincia
Temperada Quente, Zona de Transicéo, e Provincia Tropical. As diferencas na flora
estdo em fungao, principalmente, das diferengas na disponibilidade de substrato e
na temperatura da agua. Nesse cenario, algas tropicais, como Halimeda cuneata
que estao limitadas a provincia tropical e a zona de transig¢do, se colocam como um
modelo interessante para o estudo do efeito de estressores antropogénicos em
temperaturas que ocorrem nos limites de distribuicdo de certas macroalgas
marinhas.

As mudangas climaticas sdo uma importante ameaga global aos
ecossistemas oceéanicos (HALPERN et al., 2008). Alteragdes na quimica oceanica e
aquecimento da agua do mar, relacionadas aos aumentos de gases de efeito estufa
na atmosfera tem potencial para afetar a fisiologia de organismos marinhos
(PORTNER e FARRELL, 2008) causando mudangas em cadeias troficas (BROWN
et al., 2010) e levando a alteragdes substanciais em comunidades marinhas
(HARLEY et al., 2006). As préximas décadas devem apresentar as maiores
alteracdes ecoldgicas se compararmos com as mudangas observadas até o
momento (HARLEY et al., 2012), pois de acordo com o Painel Intergovernamental
sobre Mudangas Climaticas (IPCC) o aquecimento e acidificagdo dos oceanos estéo
apenas comegando diante dos cenarios mais negativos esperados pelos
climatologistas (MEEHL et al., 2007). Assim, a compreensao dos efeitos fisioldgicos
e ecolégicos do aumento de temperatura e da acidificagdo oceanica sobre
organismos marinhos & fundamental para subsidiar previsdes de alteragdes futuras,
auxiliando nos novos desafios de gerenciamento dos ecossistemas marinhos.

Diferentes respostas aos aumentos de temperatura e acidificacdo oceanica
por macroalgas marinhas tém sido observadas. Alguns estudos tem mostrado

especies que se beneficiam de maiores niveis de CO, apesar da maior acidez da
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agua, sofrendo aumento da performance fotossintética (JOHNSON et al., 2012),
enquanto outras espécies apresentam declinios significativos de fotossintese
(SINUTOK et al., 2012), e outras ndo sofrem alteragbes significativas sobre a
fotossintese (ISRAEL e HOPHY, 2002; HOFMANN et al., 2012). Da mesma forma,
diante de elevagdes de temperatura, diferentes respostas tém sido observadas
sobre a fotossintese de macroalgas marinhas (ANDERSON, 2006; SINUTOK et al.,
2012). Essas diferengas na susceptibilidade de macroalgas a aumentos de
temperatura e acidificacdo oceanica devido a maiores concentragdes de COo,
podem gerar respostas em nivel de espécies atravéz de adaptagdo, migracéo e
extingdo (HARLEY et al., 2012), causando mudangas substanciais em ecossistemas
marinhos costeiros.

Desta forma, considerando o exposto anteriormente, o presente estudo teve
como objetivos: 1) estudar as alteragdes causadas pela urbanizagao costeira sobre
a estrutura e composicdo de comunidades de macroalgas marinhas nas diferentes
provinceas ficogeograficas da costa brasileira; 2) entender os efeitos da polui¢ao por
metais pesados sobre a espécie de macroalga pantropical H. cuneata em
temperaturas que ocorrem no seu limite de distribuicdo no Atlantico sul-ocidental; 3)
avaliar os efeitos dos aumentos de temperatura e acidificagdo oceanica por adigao

de CO; sobre a fotossintese de macroalgas marinhas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

I. Impactos da urbanizagdo sobre a estrutura de comunidades
macroalgais no Brasil

O primeiro trabalho a enfocar poluigdo como causa de mudangas em
comunidades macroalgais no Brasil foi feito por Oliveira e Berchez (1978). Os
autores fizeram uma comparagédo com o trabalho realizado por Joly (1957) na Baia
de Santos e encontraram apenas 69 espécies das 105 referidas por Joly
anteriormente. Essa reducao de biodiversidade foi atribuida ao aumento de poluigio.

Outro estudo comparativo foi realizado em Niter6i (RJ) por Taouil e
Yoneshigue-Valentin (2002), com o objetivo de inventariar a flora algacea da praia
de Boa Viagem e compara-la com levantamentos realizados ha trés décadas por
Yoneshigue-Braga (1970a, 1970b, 1971, 1972a, 1972b). Os resultados mostraram
desaparecimento de 30 taxons (49%) e novas ocorréncias de 14 espécies (23%). A
flora atual € dominada por Ulva fasciata Delile e Ulva compressa L. (como
Enteromorpha compressa) espécies, potencialmente, indicadoras de poluigéo
organica.

Em outro artigo, Oliveira e Qi (2003) apresentaram os resultados de um novo
levantamento realizado na Baia de Santos em 1998 e 1999, dando continuidade as
comparagoes feitas por Oliveira e Berchez (1978) e Joly (1957). Neste estudo
algumas espécies observadas inicialmente por Joly na década de 50 apareceram
novamente, incluindo o reaparecimento de sete espécies de algas pardas. Esse
aumento no numero de espécies foi atribuido aos esforgos feitos pelo governo para
reduzir a poluicdo no local.

Bouzon et al. (2006) realizaram estudos de composigao floristica nas baias da
Ilha de Santa Catarina, considerando que estes ambientes vém sofrendo

interferéncias antrépicas com o avanco da urbanizagdo. Foram selecionadas 12
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estagdes amostrais nas duas baias, representando as suas distintas fisionomias.
Foram identificados 107 taxons infragenéricos, alguns citados pela primeira vez para
a regiao sul do Brasil, como Pleonosporium polysthicum E. C. Oliveira, Acinetospora
crinita (Carmichael) Kornmann e Neosiphonia sphaerocarpa (Bargesen) M. S. Kim e
I. K. Lee. Os indices fitogeograficos de Feldmann e de Cheney caracterizaram a
regido como pertencente a provincia Temperada Quente, assim como analisado
anteriormente por outros autores. Os autores concluiram que as areas mais
urbanizadas demonstraram estar fora dos padrbes fitogeograficos descritos
anteriormente, principalmente devido a distinta vulnerabilidade que alguns grupos de
macroalgas apresentam sob situagdes de estresse; e que os impactos da
urbanizagdo nos ambientes costeiros tém o potencial de alterar padrdées ecoldgicos
e até biogeograficos, representando for¢as evolutivas importantes nos processos
modernos de selecao natural.

Ainda no estado de Santa Catarina, Martins et al. (2012) observaram um
maior numero de taxons e um aumento da ocorréncia de espécies de Rhodophyta
em areas preservadas em relacdo a areas urbanizadas. Em contraste, areas
urbanizadas foram dominadas por algas oportunistas, tais como Cladophora Kuetz.,
e Ulva spp. Foi observada uma maior riqueza de espécies e diversidade de
Shannon-Wiener em areas preservadas em comparagdo com areas urbanizadas.

Il. Impactos da urbanizacdo sobre a estrutura de comunidades
macroalgais no mundo

Borowitzka (1972) observou em Sydney, Australia, redugcbes em riqueza e
diversidade em regides proximas a descargas de poluentes, sendo que a maior
parte dos taxons que desapareceram eram especies de feoficeas, e rodoficeas.

Eriksson et al. (2002) apresentaram um levantamento das macroalgas feito

em 1998 na llha de Stora Borno na costa da Suécia e o compararam com outro
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estudo anterior feito no mesmo local, em 1941. A composicdo da comunidade e
distribuicdo batimétrica, foram comparadas com base em grupos funcionais. Uma
diminuicdo significativa na extensao batimétrica por macroalgas foi observada, além
de um grande declinio na riqueza de espécies no infralitoral em relagdo ao
observado em 1941. Os autores concluem que as alteragbes observadas sao
consistentes com um aumento na disponibilidade de nutrientes durante o periodo
entre os levantamentos.

Terlizzi et al. (2002) avaliaram os impactos de emissarios de esgotos urbanos
sobre comunidades de macroalgas no Mar Mediterraneo. Os autores observaram
uma forte influéncia negativa dos emissarios sobre as comunidades macroalgais e a
presenca exclusiva de certos taxons como Colpomenia sinuosa (Roth) Derbés e
Solier e espécies de Gelidiales em areas impactadas. Liu et al. 2007 realizaram um
estudo similar no Mar Amarelo, na China, tendo sido observadas diferencas
evidentes na composigdo e estrutura das comunidades macroalgais devido a
emissdo de esgotos urbanos. As macroalgas efémeras e filamentosas foram
dominantes nas areas impactadas enquanto que espécies de crescimento lento
dominaram nas areas nao impactadas.

Diferencas da sensibilidade de espécies macroalgais por impactos
antropogénicos foram usadas por Wilkinson et al. (2007) para avaliar o status
ecologico de estuarios nas ilhas Britanicas. Os autores propdem que a extensao da
penetracdo de algas fucdides na direcdo de estuarios pode ser utilizada como um
eficiente parametro indicativo da qualidade ambiental de regides estuarinas.

Connell et al. (2008) avaliaram o impacto da regido metropolitana de
Adelaide, Australia, por uma perspectiva histérica. Eles observaram que as perdas
de algas formadoras de dossel chegam a 70% em partes da costa na regido

metropolitana.
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Johnston e Roberts (2009) fizeram meta-analilse com dados de 216 estudos
que avaliaram os efeitos de contaminantes sobre comunidades de organismos
marinhos. Os autores observaram que os indices ecologicos mais utilizados foram
riqueza e os indices de Shannon-Wiener e equitatividade de Pielou. Além disso, eles
notaram que areas poluidas estavam associadas a comunidades marinhas que
continham menos espécies ou taxons que areas preservadas e colocam que a
susceptibilidade a contaminantes ndo varia de acordo com diferentes habitats.

lll. Respostas fisiolégicas de macroalgas a metais pesados

Barraza e Carballeira (1999) monitoraram os efeitos de cadmium e cobre sobre
a fotossintese da alga Ulva rigida C. Agardh. Os autores observaram menor
rendimento quantico 6timo e eficiéncia fotossintética em algas expostas aos metais.

Eklund e Kautsky (2003) fizeram uma revisdo sobre a toxicidade em
macroalgas marinhas. Eles concluem que pouco se sabe sobre o assunto com
macroalgas marinhas devido a auséncia de padronizagdo dos meétodos aplicados.
Entetanto eles observaram que muitos estagios no ciclo de vida de macroalgas
foram frequentemente mais sensiveis a substéncias toxicas do que outros
organismos aquaticos, concluindo que testes que utilizem macroalgas devem
detectar toxicidade antecipadamente, consequentemente também protegendo a
fauna.

Wilson et al. (2004) realizaram um experimento para testar o efeito de um
unico pulso de metais combinados (Zn, Pb, Ni, Cu, Cd) representando um efluente
industrial sobre a alga calcarea Phymatolithon calcareum (Pallas) W.H. Adey e D.L.
McKibbin. Os autores observaram uma recuperacdo do rendimento quantico 6timo
da alga ap6s uma semana de exposi¢ao ao pulso inicial de metais.

Xia et al. (2004) avaliaram os efeitos de cobre e cadmium separadamente

sobre o crescimento, fotossintese e pigmentacado de Gracilaria lemaneiformis (Bory
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de Saint-Vincent) Greville. Foram observados redugbes no crescimento e
fotossintese com o aumento da concentragdo dos metais. Redugdes no conteudo
clorofila a e carotendides foram observadas com a exposigao ao cadmium.

Han et al. (2008) avaliaram as respostas fisioldgicas de Ulva pertusa Kjellman
e U. armoricana P. Dion, B. de Reviers e G. Coat a exposi¢des com cobre. Foram
avaliados os efeitos sobre o crescimento, pigmentacdo, fluorescéncia da clorofila,
capacidade antioxidante e atividade enzimatica do nitrato redutase. Foram
observadas diferencas na sensibilidade das duas espécies ao cobre. Os autores
sugerem que essas diferengas podem influenciar nas interagdes competitivas das
espécies nas aguas costeiras coreanas.

Baumann et al. (2009) estudaram os efeitos de cinco metais (Cu, Cr, Zn, Cd,
Pb) sobre a atividade fotossintética de sete espécies de macroalgas, incluindo
cloroficeas, rodoficeas e feoficeas. Observaram que as respostas nas
concentracdes de clorofila “a” sobre o enriquecimento com metais variam de acordo
com a identidade do metal, suas concentragdes e espécies de algas.

Bouzon et al. (2011) avaliaram a influéncia de cadmio sobre a ultraestrutura e
metabolismo da macroalga Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamouroux. Foram
observadas reducbdes nas taxas de crescimento, despigmentacdo, reducdo da
performance fotossintética e alteragbes na arquitetura da alga apds exposi¢cao ao
cadmium.

IV. Impactos globais sobre comunidades marinhas

Vitousek et al. (1997) fizeram uma revisdao dos impactos antrépicos sobre os
ecossistemas terrestres, concluindo que desde a revolugédo industrial o nivel de
dioxido de carbono aumentou 30% na atmosfera, o que trara amplas consequéncias
para diversos ecossistemas. Além disto, os autores colocam que as produtivas

zonas costeiras tém sido fortemente afetadas devido a forte ocupagcdo humana,
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destacando que 60% da populagdo mundial vivem em uma faixa de 100 km da
costa.

A preocupacéao sobre os efeitos da acidificagdo oceédnica e dos aumentos de
temperatura sobre as macroalgas marinhas é relativamente nova, sendo a maior
parte dos trabalhos publicados a partir de 2000. Russel et al. (2009) estudaram os
potenciais efeitos sinérgicos das mudangas climaticas com fatores de estresse
locais, comparando a biomassa, cobertura percentual e eficiéncia fotossintética de
algas calcarias com tapetes algais. Os autores observaram que o aumento de CO,
combinado ao aumento de nutrientes, causa uma diminuicdo da biomassa, cobertura
e fotossintese de algas calcarias e um aumento dos referidos parametros nos
tapetes algais. Diaz-Pulido et al. (2011) demonstraram que aumentos na
concentragdo de CO, atmosférico deve ser um processo adicional, levando a
dominancia de macroalgas em recifes de corais. Porzio et al. (2011) descreveram os
efeitos do aumento de CO; sobre comunidades de macroalgas ao longo de um
gradiente de pH causando por ventos vulcanicos. Os autores demonstram que
muitas espécies de macroalgas sao tolerantes a elevagdes de longo periodo nos
niveis de CO,, porém concluem que habitats de macroalgas séo alterados
significativamente com a diminui¢gdo do pH. Johnson et al. (2012) também avaliaram
os efeitos de gradientes naturais de CO, causados por ventos vulcanicos sobre
populacgdes de Padina spp. Eles constataram aumentos da abundancia de Padina
spp., em diregdo as regides mais acidas, coincidindo com aumentos da
performance fotossintética e talos menos calcificados, além de uma menor
abundancia de ouricos, e portanto, menores pressdes de herbivoria sobre essas
populag¢des de macroalgas.

Sinutok et al. (2012) investigaram os efeitos da acidificagdo e de aumentos de

temperatura sobre duas espécies do género Halimeda. Os autores observaram
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declinios significativos da performance fotossintética e de taxas de calcificagao de
ambas espécies diante de aumentos de temperatura, acidificagao, e dos dois fatores
em sinergia. Por outro lado, Israel e Hophy (2002) n&do observaram respostas de
maiores concentragcdes de CO, sobre a atividade fotossintética de diversas espécies
de macroalgas, o que segundo os autores pode ser devido aos mecanismos de
concentracdo de carbono baseados na aquisicdo de HCO3;. Da mesma forma,
Hofmann et al. (2012) ndo observaram respostas significativas sobre o rendimento
quantico 6timo e taxa de transporte de elétrons da alga calcarea Corallina officinalis
Linnaeus, diante de maiores concentragcdes de CO,. Koch et al. (2013) apresentaram
uma revisao sobre os efeitos das mudancas climaticas e acidificagdo oceanica sobre
gramas e macroalgas marinhas tropicais e subtropicais, abordando principalmente
0s possiveis mecanismos utilizados para aquisicado de carbono por esses autotréfos
marinhos e suas respostas fotossintéicas diante de aumentos de temperatura e

acidificagao.
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Resumo

A urbanizagdo costeira estd se expandindo rapidamente em todo o mundo. Seus impactos
sobre a biota costeira tém sido documentados, pouco a pouco, em escala local, mas as
avaliagcdes em escala continental sobre as comunidades de macroalgas ainda sao
desconhecidas. Neste trabalho foi avaliado o impacto da urbanizag¢ao ao longo de um
gradiente latitudinal extenso, abrangendo trés regides ficogeograficas no sudoeste do
Atlantico. Dados do percentual de cobertura de macroalgas e amostras de sedimentos foram
obtidos de areas de amostragem ao longo da margem continental. Concentragdes de clorofila
a foram utilizadas como um indicador da qualidade da 4gua. Densidade de populagdo
humana, o nimero de habitag¢des, e cobertura de vegetacao terrestre foram determinadas para
cada area amostral, e correlacionados com indices de diversidade, calculados a partir de dados
percentuais de cobertura de macroalgal. As areas urbanas apresentaram significativa menor
cobertura de algas calcarias (-38%), e o carbonato foi significativamente menor no sedimento
em areas urbanas do que em areas referéncia. A riqueza especifica foi em média 26% menor
em areas urbanas do que em areas referéncia. Observou-se um declinio marcante das feoficeas
e um aumento substancial das cloroficeas em areas urbanas ao longo de um amplo gradiente
latitudinal. Os dados do presente trabalho demonstram que a urbanizacao costeira esta
causando perda substancial da biodiversidade de algas marinhas no sudoeste do Atlantico,

mudando radicalmente assembléias macroalgais.

Palavras-chave: Macroalgas, Regides Ficogeograficas; Sudoeste do Atlantico; Perda de

biodiversidade; Consequéncias da urbanizagao.

1. Introducao

A urbanizagdo costeira estd avancando rapidamente em uma escala global, embora
areas relativamente intactas, ainda permanecam na América do Sul. A cobertura vegetal
terrestre esta sendo substituida por superficies impermeaveis, como asfalto e concreto (Yuan e
Bauer, 2007), e em combinagdo com o crescimento da populagdo humana estd causando um
aumento do escoamento de dguas contaminadas em mares costeiros (Marsalek et al. 1999;
Bay et al. 2003, Scherner et al. 2012a). Quase 60% da populagdo humana vive a menos de
100 km das costas, afetando adversamente as produtivas margens costeiras oceanicas
(Vitousek et al. 1997; Lotze et al. 2006; Worm et al. 2006; Halpern et al. 2008), reduzindo a

qualidade dos ecossistemas costeiros marinhos (Halpern et al. 2012). Perdas da biodiversidade
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marinha e alteragdes em comunidades biologicas estdao entre os efeitos da poluicao costeira.
Tais efeitos sobre as comunidades de algas foram documentados em todo o mundo, no
entanto, a maioria dos estudos foi concebida para detectar impactos locais (ex. Terlizzi et al,
2002; Oliveira e Qi, 2003; Liu et al. 2007; Martins et al. 2012). Contudo, avalia¢des do
impacto da urbanizacao sobre comunidades de macroalgas em escala continental abrangendo
regides com diferentes caracteristicas ficogeograficas, ainda sdo inexistentes.

As macroalgas sdo importantes produtores primarios costeiros e juntamente com
gramas marinhas elas exercem muitos dos bens e servigos fornecidos por ambientes costeiros
(Beaumont et al. 2007; Harley et al. 2012), proporcionando bergarios, habitats e alimentos
para a fauna marinha (Grall et al. 2006), remoc¢ao de poluentes organicos e inorganicos da
agua do mar (Wang e Zhao, 2007) e sequestro de carbono (Koch et al. 2013). Além disso, as
algas fornecem alimento para os seres humanos e tem uma variedade de aplicagcdes em
medicina, na industria de alimentos, agricultura, cosméticos e alimentagdo animal (Zemke-
White e Ohno, 1999). Algas calcarias, como Halimeda J.V. Lamour., e Coraliniceas
fornecem servigos essenciais ecoldgicos no ambiente marinho, em especial em ecossistemas
de recifes de coral em que desempenham um papel importante no balango do carbono e
carbonato (Littler e Littler, 1988; Sinutok et al. 2012). Estes organismos sao adaptados para
ambientes oligotroficos, portanto a poluicdo costeira se constitui um risco para estes
organismos e, consequentemente, para os ambientes recifais (Hallock e Schlager, 1986).

A costa brasileira tem em torno de 8000 km de extensdao, com um conjunto
diversificado de condi¢des oceanograficas e ecologicas. Horta et al. (2001) dividiram o litoral
em trés regides ficogeograficas (RFs): Provincia temperada quente, Zona de transicao, € a
Provincia tropical. As diferencas na flora sdo devidas principalmente a diferencas na
disponibilidade de substrato e a temperatura da 4gua do mar. Neste contexto, no presente
estudo foram avaliados os efeitos da urbanizagao costeira sobre as diferentes comunidades de
algas marinhas no Atlantico sul-ocidental. Foram testadas as hipoteses de que intensa
urbanizagdo costeira causa: 1. Perda de espécies e alteragdes em comunidades de macroalgas
marinhas; 2. Diminui¢des na riqueza e cobertura de espécies de algas calcificadas; 3.

Diminui¢des de carbonato no sedimento; 4. Declinios de feoficeas e aumentos de clorofitas.

2. Materiais e métodos
2.1. Area de estudo

A ocorréncia de recifes ¢ frequente ao longo da costa brasileira, ocorrendo em pelo
menos um terco do litoral, com recifes de corais e recifes de arenito predominantes no norte

(0°52° N, -19° S) e recifes rochosos no sul (20°, -28°) (Floeter et al. 2006). No estado de
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Pernambuco a plataforma continental apresenta pouca profundidade, declive suave, cobertura
sedimentar composta por sedimentos terrigeos e carbonaticos biogénicos (Manso et al. 2003).
A presenga de linhas de arenito paralelas a praia ¢ constante na plataforma continental,
servindo como substrato para o desenvolvimento de organismos recifais (Manso et al. 2003).
O litoral do Espirio Santo apresenta costdes rochosos e recifes de arenito em abundancia
Guimaraes (2003) proporcionando uma variedade de substratos para colonizagdo por
organismos béntonicos. A regido costeira estudada no litoral de Sdo Paulo apresenta
extencdes perpendiculares da Serra do Mar que alcangam o mar, formando baias, enseadas e
ilhas (SMA, 1996). Desta forma, a ocorréncia de costdes rochosos ¢ abundante, especialmente
no litoral norte do estado. A temperatura da 4gua do mar aumenta em dire¢@o ao norte, com
temperaturas de superficie média de 24°C no litoral de Sao Paulo e no Espirito Santo, na
regido sudeste, e 28°C na costa de Pernambuco, no nordeste. O litoral do Espirito Santo sofre
a influéncia de 4guas com baixa temperatura e ricas em nutrientes, derivadas de uma zona de
ressurgéncia.

A maior parte dos 17 estados costeiros brasileiros tém suas capitais préximas a costa.
Mesmo quando a capital ndo esta localizada na costa, grandes cidades foram formadas nestas
regides, como a area metropolitana da Baixada Santista, no litoral de Sao Paulo, com uma
populagdo de 1,7 milhdes. No Espirito Santo, a expansao urbana costeira em torno de Vitoria
também tem 1,7 milhdes de pessoas enquanto que no estado nordestino de Pernambuco,
Recife e cidades vizinhas tém 3,7 milhdes de pessoas (IBGE, 2010). Além disso, ha cidades
costeiras de tamanho médio com um numero relativamente elevado de habitacdes, e que,
devido ao turismo nos feriados e nos meses de verao, sofre aumento da densidade
populacional.

O Arquipélago de Fernando de Noronha, (3°51" S, -32°25” O), situa-se a 360 km do
continente e compreende 21 ilhas, cobrindo 26 km”. A temperatura média anual da superficie
da 4gua do mar ¢ de cerca de 28°C. O arquipélago tem 3500 habitantes todos concentrados na
ilha principal. Desde 1988, 2/3 do seu territorio terrestre € protegido como um Parque
Nacional e o territorio restante sdo ocupados com restri¢des, como Area de Prote¢io
Ambiental. Assim, a urbanizagdo no arquipélago ¢ muito baixa, especialmente ao longo da

costa.

2.2. Desenho amostral
O desenho amostral foi planejado para representar areas sob alta e baixa pressao
urbana. As costas dos estados de Sao Paulo, Espirito Santo e Pernambuco, e do arquipélago

de Fernando de Noronha, foram amostradas, representando, respectivamente, a Provincia
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Temperada Quente, a Zona de Transi¢do, e a Provincia Tropical, no ltimo caso, incluindo o
continente e uma ilha oceénica, respecivamente (Fig. 1). As amostragens foram realizadas
durante os verdes de 2011 e 2012, sendo que no primeiro ano foram amostradas as Provinceas
Temperada Quente e Tropical, e no segundo, a Zona de Transi¢ao. Um total de 25 areas foram
selecionadas ao longo da costa brasileira e no arquipélago de Fernando de Noronha. As areas
foram selecionadas com base principalmente nos aspectos que determinam os centros
urbanos. Os principais parametros utilizados para determinar as areas urbanas foram:
densidade de populagio humana, o nimero de habitagdes e indice de vegetagio (Indice de
Vegetagao por Diferenga Normalizada — NDVI). Dados populacionais e habitagdes foram
obtidos a partir do censo de 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2010). Para se ter uma quantificagdo precisa das areas de amostragem individualmente, uma
circunferéncia de 2 km de raio foi gerada a partir de cada area amostral, utilizando técnicas de
geoprocessamento, € os parametros de urbanizagao mencionados anteriormente foram
adquiridos apenas para as areas situadas dentro dos perimetros gerados. Foram consideradas
como areas urbanas aquelas com niimero de domicilios acima de 7000 dentro dos perimetros
de dois quilometros. As areas que apresentaram valores abaixo destes, foram consideradas
areas sob pressao urbana baixa, e neste estudo elas serdo designadas como areas referéncia.
Além disso, os critérios de selecdo das areas amostrais consideraram a homogeneidade de
fatores ambientais entre as areas, tais como inclinagao vertical de substratos e variagdes de
salinidade, evitando-se estudrios e areas de mangue.

Sete areas foram selecionadas ao longo da provincia temperada quente, entre as quais
trés localizadas em centros urbanos e quatro em areas referéncia. Ao longo da zona de
transicao nove areas foram escolhidas, entre as quais quatro localizadas em centros urbanos e
cinco em areas referéncia. Finalmente, nove areas foram selecionadas na provincia tropical,
trés areas urbanas no continente e outras seis areas referéncia, dentre as quais trés no
continente e outras trés no arquipélago de Fernando de Noronha. A tabela I apresenta um
resumo das areas de estudo e seus respectivos parametros de urbanizagao.

As assembléias de macroalgas foram avaliadas quantitativamente na parte inferior da
zona entre marés, nas porgoes emersas durante as marés baixas, usando fotoquadrados (625
cm?). Em cada 4rea trés sub-areas de 50 m de distdncia foram amostradas e consideradas
triplicatas. Um transecto de 30 metros foi posicionado paralelo a costa e 30 fotografias foram
feitas ao longo do transecto, em cada sub-area. As fotografias foram tiradas com uma camera
digital Canon G12 (Canon, Japao). Amostragens qualitativas foram realizadas para identificar
os tdxons presentes em cada area e dar suporte taxondmico a analise fotografica. Macroalgas

foram identificadas ao nivel taxondmico mais detalhado possivel; porém quando a
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identificacdo a esse nivel nao foi possivel, algumas algas foram agrupadas nas categorias
morfo funcionais de Steneck e Dethier (1994) ou mantidas a nivel de género. A nomenclatura
foi baseada em Wynne (2011).

As amostras de sedimento foram coletadas nas areas mais proximas da regido inferior
da zona entre marés que apresentavam substratos arenosos disponiveis, usando um tubo de
PVC (8 cm de didmetro e 3,5 cm de altura). Trés réplicas foram amostradas por area, com

cerca de 30 m de distancia entre si.

2.3. Cobertura de vegetagao terrestre

Os valores do Indice de Vegetagio por Diferenga Normalizada (NDVI) foram
calculados usando imagens do Resource-Sat-1, com sensores LISS3 abrangendo os periodos
de 2011 e 2012. As imagens foram retificadas para o sistema de projegdo UTM e foram
georreferenciados por um mapa base do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

Mapas de NDVI foram gerados para todas as imagens utilizando o seguinte calculo:

NDVI = RNIR — Rred / RNIR + Rred

Onde RNIR e Rred sdo o infravermelho proximo e a reflectancia espectral do
vermelho, respectivamente. Esta equacao gera os valores no intervalo de -1 a 1. Os valores
negativos que se aproximam de -1correspondem a dgua. Valores proximos de zero
representam, geralmente, superficies sem vegetacdo, como pedra e areia. Baixos valores
positivos indicam pastagens e arbustos, enquanto valores altos correspondem a florestas
densas. Neste estudo, como o foco foi a avaliagdao da vegetacao terrestre, valores negativos
nao foram considerados para analise.

Um total de 200 pontos aleatérios foram plotados no perimetro de 2 km determinado
para cada area amostral. O valor de NDVI de um pixel relativo a cada ponto foi adquirido,
resultando em 200 valores de NDVI. O valor médio foi utilizado para as anélises estatisticas.
Esses procedimentos foram realizados utilizando o programa Quantum GIS 1.8.0 (Quantum

GIS Development Team, 2012).

2.4. Andlises de sedimentos

Amostras de sedimento foram transportadas para o laboratério em sacos de polietileno
e armazenadas a 4°C. Andlises granulométricas foram realizadas utilizando uma peneira
padrdo (2 mm-63 um) e técnicas de pipeta (<63um). Contetidos de carbonato (CaCOs3) foram

estimados pela diferenca de peso apds a adigao de HCI IN.

2.5. Clorofila a como um indicador da qualidade da dagua
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A clorofila ¢ considerada uma varidvel fundamental na aplicacdo como indicador do
estado trofico e qualidade da 4gua (Boyer et al. 2009). Ela reflete o efeito de fatores multiplos
de qualidade da 4gua que podem ser relacionados com a urbanizag¢do. Além disso, os dados de
clorofila a estdao disponiveis para uma ampla regido espacial, e de forma acessivel. Pelas
razdes apresentadas acima, concentragoes de clorofila a foram usadas aqui como um
indicador da qualidade da 4gua. Concentra¢des (mg/m’) de médias temporais de clorofila a
baseadas em climatologias mensais (2002-2009) foram obtidos a partir do conjunto de dados
globais do Bio-ORACLE (Tyberghein et al. 2012). Trés valores mais préximos de cada area

de pesquisa foram adquiridos e utilizados como triplicatas para analise de qualidade da agua.

2.6. Percentagem de cobertura macroalgal e determinagdo de indices ecologicos

Fotoquadrados foram analisados utilizando o programa Coral Point Count com
extensoes do Microsoft Excel (CPCE, Kohler e Gill, 2006). Cinquenta pontos foram
aleatoriamente inseridos em cada imagem digital de fotoquadrado. Os taxons de macroalgas
ou grupos funcionais que ocorreram em cada ponto permitiram a estimativa de percentagem
de cobertura. A maior parte das macroalgas foram identificadas em nivel de espécies, embora
alguns poucos taxons puderam ser identificados somente em nivel de género ou familia.
Tapetes algais e coralinaceas incrustantes foram alocados em grupos funcionais. A cobertura
percentual de espécies que apresentam qualquer nivel de calcificacdo (ex. Padina, Galaxaura,
Halimeda, coralindceas geniculadas e incrustantes) foi selecionada para verificar o efeito da
urbanizagdo sobre estes organismos, também isoladamente.

Os dados de cobertura percentual foram utilizados para calcular os indices de
Margalef, Shannon-Wiener (H °) e Equitatividade de Pielou (J). Para estes calculos, dados de
cada transecto foram tratados como réplicas, assim, trés valores de cada indice ecologico
foram obtidos para cada area. Os indices foram calculados utilizando o programa PRIMER 6

Beta (Plymouth Marine Laboratory, UK).

2.7. Estatistica

Analises univariadas foram utilizadas para avaliar a relacao entre os indices ecoldgicos
e a urbanizag¢ao. Normalidade e homogeneidade de variancia foram previamente avaliados
utilizando o Qui-quadrado e testes de Cochran, respectivamente, e quando foram verificados a
existéncia dos pressupostos da estatistica paramétrica, esta foi aplicada. ANOVA hierarquica
aninhada foi utilizada para testar diferencas significativas gerais entre areas urbanas e

referéncia (aninhadas dentro de RFs). A analise de correlagdao de Pearson foi utilizada para
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examinar a relacao entre os indices ecoldgicos e os diferentes parametros de urbanizacao
descritos anteriormente.

Devido a natureza ndo-paramétrica de cobertura percentual de algas calcérias, de
dados de carbonato nos sedimentos, e os valores de clorofila a, o teste de Mann-Whitney foi
utilizado para testar a diferencga nestas varidveis entre areas urbanas e referéncia. O teste de
Kruskal-Wallis H seguido por um teste de comparagao multipla foi utilizado para
comparagdes entre as RFs. MANOVA foi realizada para os dados granulométricos. Todos os
procedimentos univariados foram realizados utilizando o software de analise de dados do
sistema STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc. 2004).

A analise multivariada foi realizada para os dados de percentagem de cobertura de
macroalgas, grupos funcionais e filos, para testar as diferencas na estrutura da comunidade
macroalgal entre areas urbanizadas e referéncia, dentro das RFs (condi¢do urbana aninhada
dentro de RFs), utilizando o software PRIMER 6.1.15 & PERMANOVA 1.0. 5 (PRIMER-E
Ltd. Plymouth Marine Laboratory, Plymouth, Reino Unido). Uma matriz de dissimilaridade
de Bray-Curtis foi gerada utilizando todas as amostras com dados de raiz quadrada
transformadas (Clarke e Warwick, 1994). A analise qualitativa foi realizada utilizando o
coeficiente de Sorensen. Dados de cobertura percentual e dados qualitativos obtidos em cada
subarea foram tratados como réplica individual. Graficos multidimensionais de escala nao
métrica (NMDS) foram criados para retratar as relagdes entre as areas estudadas. O percentual
de contribui¢do de cada espécie para as diferencas observadas nas assembléias das
comunidades de areas urbanas e referéncia, foram determinados através de percentagens de

similaridade — contribuicao de espécies (SIMPER) (Clarke, 1993).

3. Resultados
3.1. Caracterizacdo de sedimentos

A percentagem de carbonato nos sedimentos foi significativamente diferente entre
todas as RFs (p <0,0001) e entre areas urbanas e referéncia (p <0,05). Entre RFs, os maiores
valores percentuais médios foram observados na regido tropical 52,2 (ilha oceanica (92,9) e
continente (31,9)), zona de transi¢ao (30,8) e regido de clima temperado quente (4.0). Uma
diminuicdo de 58% nos valores percentuais médios de carbonato foi observada em éreas
urbanas em comparagdo com areas referéncia (17,5 e 42,4, respectivamente). Nao houveram
diferengas significativas na granulometria entre areas urbanas e areas referéncia (MANOVA,

F = 1,09, p <0,38).

3.2. Qualidade da dgua
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As concentragdes de clorofila a foram significativamente maiores em areas urbanas do
que nas areas referéncia (p <0,05), com média (+ EP) de 2,8 £ 0,5 ¢ 1,8 £ 0,3 mg/m3 em areas
urbanas e referéncia, respectivamente. Entre RFs, valores médios (+ SE) significativamente
menores foram observados na regido tropical 0,8 + 0,2, em compara¢ao com a zona de
transi¢do de 3,3 + 0,3 e na regido temperada quente 2,5 £+ 0,4 (p <0,0001). Nao foram

observadas diferengas entre as duas ultimas RFs.

3.3. Comunidade de macroalgas

3.3.1. Algas calcarias

Uma redugdo significativa de 38% da cobertura da percentagem média de algas
calcarias foi observada em areas urbanas comparando com 4reas referéncia, como indicado
pelo teste Mann-Whitney U (p <0,05). Tais declinios foram observados com intensidades
diferentes dentro de todas as RFs (95% tropical; 68% temperada quente; 10% zona de
transi¢do). Em 4reas referéncia, algas calcérias representaram 21% da cobertura total de
macroalgas, enquanto macroalgas ndo carbonatadas corresponderam a 79%. Em éreas urbanas
algas calcarias representaram 13% da cobertura total. Foram observadas diferencas
significativas entre as RFs (p <0,0001). O teste a posteriori de comparagdo mostra os valores
percentuais de cobertura significativamente mais altos para a zona de transi¢ao em

comparag¢ao com as outras RFs.

3.3.2. Indices ecolégicos

O nimero médio de espécies que ocorrem em areas urbanas (15 = SE 1.4, n = 10) foi
significativamente menor do que o numero médio observado nas areas referéncia (20,3 + SE
1.1,n=15) (F=11,04, p <0,0001). O mesmo padrao foi observado para os indices de
Margalef e Shannon-Wiener (F = 11,04, p <0,0001 e F = 6,41, p <0,001, respectivamente),
enquanto a Equitatividade de Pielou ndo apresentou diferencas significativas entre as areas
urbanas e areas referéncia (F =2,07, p=0,11) (Fig. 2). Os valores médios dos indices
ecoldgicos para cada area estdo disponiveis como dados complementares (Tabela Al).

O indice de Margalef apresentou correlagdes negativas significativas com a densidade
populacional e numero de habitagdes, e correlagdes positivas significativas com indice de
vegetacdo (Fig. 3). Embora com menores coeficientes de correlagdo, correlagdo negativa
significativa foi observada para Shannon-Wiener para os dois primeiros parametros, enquanto
uma correlacdo positiva foi detectada para o indice de vegetacao. A Equitatividade de Pielou

nao apresentou correlacao significativa com qualquer dos aspectos da urbanizagao avaliada.
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3.3.3. Padroes de comunidade macroalgais

A porcentagem de cobertura de rodoficeas, cloroficeas e feoficeas diferiram
significativamente entre as areas urbanas e areas referéncia (PERMANOVA Pseudo-F = 7,10,
p <0,001), mas nao entre regides ficogeograficas (Pseudo-F = 2,04, p = 0,14). Os resultados
mostram um aumento de cobertura percentual de cloroficeas e reducao de rodoficeas e
feoficeas em areas urbanas. No entanto, tais mudangas ndo ocorrem dentro de todas as RFs.
Variagdes foram observadas nas regides tropicais e temperadas, mas nao dentro da zona de
transi¢do (Fig. 4). Isto ¢ corroborado pelo SIMPER, que mostra que a abundancia percentual
média destes grupos foram: 60,9, 18,4 e 17,5 em areas referéncia e 53,7, 35,0 € 9,4 em areas
urbanas, para Rhodophyta, Chlorophyta e Phacophyceae, respectivamente. A contribui¢ao
percentual destes grupos para as diferencas nas comunidades de algas marinhas entre as areas
urbanas e referéncia foram, nesta mesma ordem: 38,6, 37,7 € 23,6.

Um total de 193 taxons de algas ocorreram nos fotoquadrados em todas as areas
pesquisadas. Em areas referéncia, um total de 169 taxons foram observados enquanto que em
areas urbanas alcangou 102, resultando em uma reducao total de 40% no nimero de espécies
em areas urbanas comparadas as areas referéncia. Comunidades macroalgais foram
significativamente diferentes entre as areas urbanas e areas referéncia dentro das RFs
(Pseudo-F = 7,59, p <0,001) e entre as RFs (Pseudo-F = 2,41, p <0,05). Da mesma forma, a
andlise qualitativa apresentou diferengas significativas entre as areas urbanas e areas
referéncia dentro das RFs (Pseudo-F = 10,26, p <0,001) e entre RFs (Pseudo-F = 3,07, p
<0,05).

O NMDS (Clarke e Warwick, 2001), baseado na cobertura percentual de macroalgas
(Fig. 5 a) e em dados qualitativos (Fig. 5 b) indica a formacao de trés grupos principais,
devido a divergéncia entre as RFs. Agrupamentos secundarios foram formados dentro dos
grupos de RFs, ilustrando as diferengas entre areas urbanas e referéncia dentro das RFs,
embora isto foi mais pronunciado nas regides tropical e temperada quente.

Os resultados de SIMPER mostram que os tdxons mais abundantes em areas
referéncia foram: Palisada perforata, Hypnea musciformis e Gellidiella acerosa, enquanto
nas zonas urbanas as mais abundantes foram Ulva spp, Ceratodictyon planicaule,
Chondracanthus acicularis e Colpomenia sinuosa. A tabela II apresenta os tdxons com maior
contribui¢do percentual para as diferencas nas comunidades macroalgais, entre areas urbanas

e referéncia, com seus valores de contribui¢do e abundancias médias correspondentes.



Scherner, F. Impactos Antropogénicos sobre comunidades de macroalgas... 41

4. Discussiao

Considerando a taxa exponencial de desenvolvimento costeiro atual ao longo do
sudoeste do Atlantico, hd uma necessidade urgente para o levantamento da sua biodiversidade
(Turra et al. 2013). Estudos de base sdo importantes para dar uma dimensao das mudancas
ambientais causadas pela urbanizac¢ao, como para fornecer informagdes valiosas para prever
futuras mudangas, e assim, planejar medidas de mitigagdo eficazes e estratégias de
conservagdo. Neste sentido, este estudo ¢ um esforco para se avaliar o que esta sendo perdido
devido a pressao urbana ao longo da costa sudoeste do Atlantico.

Os nossos dados mostraram uma redugdo marcante de algas calcarias acompanhada
por redugdes no teor de carbonato no sedimento em areas com elevada pressdo urbana. E
provavel que isto seja o resultado do enriquecimento da 4gua com nutrientes. Hallock e
Schlager (1986) propuseram os seguintes mecanismos para explicar como o excesso de
nutrientes € prejudicial para as comunidades recifais e para a produtividade de carbonato de
calcio: 1. Reducao na transparéncia da agua causado pelo aumento da quantidade de
fitoplancton, 2. inibicdo da formacao de cristais de carbonato pelo fosfato de calcio, 3.
perturbagdes bidticas, e 4. aumento de bioerosao. Experimentos em ambientes recifais t€ém
mostrado que o aumento de nutrientes ocorrendo juntamente com reducdes de herbivoria,
levou a um aumento da dominancia das macroalgas frondosas (Belliveau e Paulo, 2002;
McClanahan et al. 2003). Além disso, a eutrofizacdo das dguas costeiras aumenta a acidez
(Cai et al. 2011). Tais acontecimentos locais tém potencial para atuar sinergicamente com o
processo global de acidificagao dos oceanos (Martin et al. 2008; Johnson et al. 2012; Roberts
et al. 2013), acelerando a perda de organismos calcarios em areas enriquecidas com nutrientes
(Anthony et al. 2011). Embora se tenha usado clorofila @ como um indicador da qualidade da
agua, ¢ importante considerar que uma grande variedade de contaminantes, como metais,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) e herbicidas, com conhecidos efeitos
deletérios sobre algas, muitas vezes sao langcadas em areas urbanas costeiras (Hoffman et al.
1984; Pagliosa e Barbosa, 2006; Torres et al. 2008; Lewis et al. 2009).

Os efeitos da urbanizagdo sobre as comunidades de algas marinhas ao longo da costa
brasileira levaram a redug¢des em biodiversidade, observado pelo reduzido numero médio de
espécies (Oliveira e Qi, 2003) e nos indices de Margalef e Shannon-Wiener. No entanto,
altera¢des na dominancia de espécies nao foram observadas como consequéncia da
urbaniza¢do. Estudos anteriores encontraram resultados semelhantes para as comunidades
entre marés (Johnston e Roberts, 2009). A diminuigdo da diversidade algal observada no
presente estudo esteve mais estreitamente relacionada com redugdes na riqueza que com o

aumento da dominancia de espécies tolerantes.
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Os niveis de significancia e for¢a de correlagdo entre os aspectos de urbanizagao e os
indices ecoldgicos avaliados aqui aumentaram na direcao dos indices que tém maior
componente de riqueza de espécies (em ordem crescente: Equatividade de Pielou, Shannon-
Wiener e Margalef). Os aspectos de urbanizagao que apresentaram correlagao negativa com
os indices de Margalef e Shannon-Wiener: densidade populacional e nimero de domicilios
indicam que a ocupacdo humana extensiva em areas costeiras impacta significativamente a
diversidade de algas marinhas. Além disso, mostra que as areas turisticas, mesmo com baixa
populagdo residente, mas que apresentam numero substancial de moradias, utilizadas como
casas de veraneio, estiveram relacionadas a um declinio de diversidade de algas marinhas (ex.
Itamaracd, PE). Por outro lado, a vegetagao terrestre (NDVI) apresenta correlagdes positivas
com esses dois indices. Isto ¢ esperado porque geralmente areas altamente urbanizadas tém
menos cobertura de vegetagdo, e apesar de as areas menos urbanizadas poderem ser
deficientes em vegetacdo por razdes diferentes (ex. mineragdo, preparo do solo para a
agricultura), que ndo estdo necessariamente associados a urbanizagao, as areas referéncia
escolhidas aqui evitaram tais atividades. O fato de NDVI estar negativamente correlacionado
com superficies impermeaveis (Carlson e Arthur, 2000) fornece uma boa indicagao do
potencial de escoamentos urbanos (Corbett et al. 1997) e, portanto, da consequente
contamina¢ao do ambiente marinho. Além disso, maiores volumes de escoamento levam a
uma variagdo maior na salinidade (Scherner et al. 2012%), que tem potencial para causar
altera¢des de comunidades macroalgais dominadas por algas perenes para dominadas por
algas efémeras (Scherner et al. 2012b).

AlteragOes marcantes também foram observadas na estrutura de comunidades
macroalgais considerando os diferentes niveis de organizacdo taxondmica. Os fortes declinios
de espécies de feoficeas observadas em areas urbanas das RFs tropical e temperada quente
foram acompanhados por aumentos substanciais de espécies de cloroficeas. Isto esta de
acordo com outros estudos que relataram o mesmo padrao ocorrendo em areas impactadas por
diferentes atividades antrdpicas (ex. Oliveira e Qi, 2003). Isso esta relacionado a sensibilidade
da maioria das espécies de feoficeas a contaminantes antropicos, desde efeitos negativos sobre
a germinacao e divisdo celular (Kevekordes, 2001) a diminui¢des da performance
fotossintética (Scherner et al. 2012%), enquanto numerosas espécies de cloroficea se
beneficiam ou ndo sdo afetadas negativamente por tais estressores (Tewari e Joshi, 1988; Liu
et al. 2009; Teichberg et al. 2010; Scherner et al. 2012%). Em contraste, as alteragdes em
grupos taxondmicos superiores nao foram observadas entre areas referéncia e areas urbanas
dentro da zona de transi¢do. Dentre as feoficeas isso pode ser explicado pela alta contribuigao

de Colpomenia sinuosa nas areas urbanas dentro desta RF, uma espécie que tem sido
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associada a areas impactadas por descargas de esgoto (Terlizzi et al. 2002). Porém, em geral,
as caracteristicas singulares desta regido podem ter um papel importante na sustentacao dos
padrdes observados. Esta regido apresenta caracteristicas singulares que beneficiam tanto
espécies de algas tropicais e de regides temperadas, conseqiientemente apresentando a mais
rica flora de algas marinhas no Atlantico Sul Ocidental (Horta et al. 2001). Esta regido
apresenta uma grande diversidade de habitats para a colonizagdo, e a influéncia da 4gua de
ressurgéncia, mais fria, rica em nutrientes derivada de uma zona de ressurgéncia vizinha na
regido de Cabo Frio, que favorece o crescimento de algas.

A estrutura das comunidades de macroalgas representadas por taxon infragenéricos
apresentou um padrao claro de segregacdo entre as dreas urbanas e as areas referéncia dentro
de suas respectivas RFs. Isso mostra que os impactos da urbanizag¢do ndo alteram o carater
ficogeografico das comunidades de algas, mas provocam mudancas de sistemas dominados
por espécies sensiveis a sistemas dominados por espécies tolerantes. Tais mudangas estao
relacionadas tanto com diminui¢des substanciais de espécies sensiveis a polui¢do como
Palisada perforata, Hypnea musciformis, Gelidiella acerosa e coralinaceas incrustantes e a
marcante colonizagao de espécies tolerantes, como Ulva spp., Ceratodictyon planicaule,
Chondracanthus acicularis e Colpomenia sinuosa em areas urbanas. Estes resultados estdo de
acordo com estudos anteriores (Terlizzi et al. 2002). Como evidenciado pelas alteragdes nao
significativas na equitatividade entre as 4reas urbanas e referéncia mencionados acima, as
mudangas observadas ndo alteraram a percentagem de espécies dominantes. Isto pode ser
devido a um contrabalangceamento, uma vez que a perda de espécies sensiveis foi
acompanhada por colonizagdo de espécies tolerantes.

Estudos de grande escala que avaliam multiplas dreas impactadas e referéncia tém
poder (1-p) aumentado, portanto, sdo mais susceptiveis de detectar impactos (Underwood e
Chapman, 2003). Neste estudo foi demonstrado em uma escala continental que a urbanizagao
leva a mudangas nas assembléias de macroalgas, reduzindo consideravelmente a riqueza,
especialmente de algas calcérias e feoficeas, como conseqiiéncia da diminui¢do na qualidade
da 4dgua. A perda dos produtores primarios ¢ altamente prejudicial para o ambiente marinho,
pois ela se propaga através da cadeia alimentar, causando a perda dramética de fauna em
varios niveis, alterando a estrutura trofica das comunidades marinhas (Airoldi et al. 2008;
Haddad et al. 2009). Neste contexto, o uso do solo de forma mais eficiente em areas urbanas ¢
importante para mitigar os impactos da urbanizacdo e o crescimento da popula¢do humana na
zona costeira sobre a biodiversidade marinha (Sushinsky et al. 2013). Considerando os
resultados apresentados aqui e o rapido crescimento do processo de urbanizagdo costeira no

mundo, politicas publicas devem considerar uma combinagdo de expansao de esforcos de
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conservagao de sistemas terra-mar, e técnicas para mitigar a contaminagdo do meio ambiente

marinho por poluentes antropogénicos em areas urbanas.
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Tabela I. Areas de estudo, suas localizag¢des, classificagdes e parametros de urbanizacdo, determinados para um perimetro de 2 km de cada area.

Densidade

Area de estudo Coordenadas RFs Classificacdo Populacao . Domicilios NDVI
Populacional

Itamaraca (-7.7841,-34.8356) Tropical Urban 7021 907 7248 0.29
Pina (-8.0899,-34.8805) Tropical Urban 61336 23471 22843 0.01
Piedade (-8.1775,-34.9161) Tropical Urban 119817 19340 40747 0.02
Ponta de Pedras (-7.6221,-34.8072) Tropical Reference 3753 3707 2996 0.31
Itapoama (-8.2992,-34.9513) Tropical Reference 2373 314 3128 0.38
Muro Alto (-8.4360,-34.9791) Tropical Reference 732 16 259 0.31
Praia do Ledo (FN) (-32.44006,-3.8712) Tropical Reference 2120 359 660 0.67
Praia do Porto (FN) (-32.4028,-3.8349) Tropical Reference 2630 305 831 0.58
Caieira (FN) (-32.3985,-3.8377) Tropical Reference 2630 305 831 0.58
Ilha do Boi (-20.3092,-40.2789)  Transition zone Urban 35241 16149 15580 0.07
Ilha do Frade (-20.3030,-40.2808)  Transition zone Urban 40373 18705 17847 0.04
Praia da Costa (-20.3336,-40.2734)  Transition zone Urban 33624 23822 14860 0.12
Castanheiras (-20.6778,-40.5016)  Transition zone Urban 32639 7735 20092 0.17
Coqueiral de Aracruz  (-19.9203,-40.1019)  Transition zone Reference 1501 427 1160 0.45
Enseada das Gar¢as  (-20.0307,-40.1586)  Transition zone Reference 987 139 918 0.33
Castelhanos (-20.8126,-40.6349)  Transition zone Reference 6516 2510 3326 0.32
Bacutia (-20.7352,-40.5318)  Transition zone Reference 3550 924 4236 0.27
Parati (-20.8029,-40.5986)  Transition zone Reference 2974 405 1646 0.29
Pereque Agu (-23.4257,-45.0645)  Warm temperate Urban 16561 1477 11548 0.23
ITha Porchat (-23.9754,-46.3719) Warm temperate Urban 55533 34324 36043 0.11
Prainha (-23.9784,-46.3858) Warm temperate Urban 62502 30922 35473 0.09
Praia do Costa (-23.5158,-45.1665) Warm temperate Reference 1143 16 1529 0.60
Juréia (-23.7649,-45.7860)  Warm temperate Reference 1413 273 1891 0.51
Praia Branca (-23.8660,-46.1357) Warm temperate Reference 1102 61 999 0.55
Praia Preta (-23.8748,-46.1394)  Warm temperate Reference 1102 61 999 0.56

FN = Arquipélago de Fernando de Noronha.
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Tabela II. Relacdo das espécies que mais contribuiram para as diferencas entre as areas

urbanas e referéncia (calculado usando semelhancas de percentagens (SIMPER)).

Abundancia média Dissimila.ridade Dissimilaridade Contribui¢iao Contril.)uicﬁo
média (SD) (%) cumulativa (%)
Referéncia  Urbano
Ulva spp. 4.8 21.2 10.5 0.9 11.5 11.5
Palisada perforata 15.6 1.9 7.9 0.7 8.7 20.2
Ceratodictyon planicaule 0.1 10.5 53 0.4 5.8 259
Hypnea musciformis 7.5 4.2 4.7 0.7 5.1 31.0
Chondracanthus acicularis 0.0 8.6 4.3 0.6 4.7 35.7
Colpomenia sinuosa 1.6 53 2.9 0.7 32 38.9

Gelidiella acerosa 5.2 0.7 2.7 0.6 2.98 41.9
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Legendas das figuras:

Fig. 1. Areas amostradas ao longo de um gradiente latitudinal no sudoeste do Atlantico (¥ =

areas urbanas; A = areas referéncia).

Fig. 2. Valores médios (+ EP) de indices ecologicos obtidos em todas as areas urbanas e
referéncia amostradas ao longo do sudoeste do Atlantico e do Arquipélago de Fernando de
Noronha no periodo de 2011 a 2012. Letras acima das barras indicam diferengas significativas

de acordo com ANOVA aninhada (n = 10 areas urbanas, 15 areas referéncia).

Fig. 3. Correlagdes entre os indices ecologicos e os diferentes aspectos da urbanizacao

avaliados (n = 75).

Fig. 4. Médias de cobertura percentual (+ EP) de Rhodophyta, Chlorophyta e Phacophyceae
nas diferentes regides ficogeograficas (A = dreas urbanas; n = 3, tropical; 4, zona de
transi¢do; 3, temperada quente; « areas referéncia; n = 3, ilha oceanica, 3 continente

(tropical); 5, zona de transi¢do; 4, temperada quente).

Fig. 5. Graficos multidimensionais de escala ndo métrica (NMDS) das comunidades de algas
de areas urbanas e areas referéncia nas diferentes regides ficogeograficas do litoral brasileiro.

(a) Dados de cobertura percentual, (b) Dados qualitativos.
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Dados suplementares:

53

Tabela Al. Valores médios (= EP) de indices ecoldgicos obtidos de amostragens em areas

urbanas e referéncia nas diferentes regides ficogeograficas nos verdes de 2011 e 2012 no

litoral brasileiro.

. = Equitatividade Shannon-
RFs Classificacao Margalef de Pielou Wiener

Praia do Ledo Tropical (FN) Referéncia 347 + 0 058 £ 005 1.65 £ 0.14
Porto Tropical (FN) Referéncia 319 + 032 073 £ 0.05 2+ 0.07
Caieiras Tropical (FN) Referéncia 376 = 062 057 £+ 0.06 167 =+ 0.27
Itamaraca Tropical Urbana 1.95 + 0.13 044 + 0.03 1.01 =+ 0.05
Pina Tropical Urbana 275 £ 0.14 07 £ 004 182 = 0.08
Piedade Tropical Urbana 253 + 036 065 £+ 0.04 163 =+ 0.10
Ponta de Tropical Referéncia  5.14 + 032 07 + 003 225 + 0.3
Pedras

Itapoama Tropical Referéncia 369 = 025 062 =+ 0.02 178 =+ 0.02
Muro Alto Tropical Referéncia 21 + 019 046 <+ 0.10 1.11 =+ 0.29
I1ha do Boi Zona de transicao Urbana 398 +£ 044 063 + 0.03 185 + 0.12
I1ha do Frade Zona de transicao Urbana 261 = 022 07 + 0.05 179 £+ 0.12
Praia da Costa  Zona de transigdo Urbana 369 £ 033 069 + 0.06 197 = 0.14
Castanheiras Zona de transigdo Urbana 492 £+ 0.64 0.76 £+ 006 242 + 0.26
Coqueiral Zona de transi¢ao Referéncia 543 + 057 074 +£ 002 241 £+ 0.02
Enseada Zona de transigdo Referéncia 456 + 055 067 £+ 0.02 207 £ 0.16
Castelhanos Zona de transigdo Referéncia 413 £+ 038 0.67 =+ 003 202 =+ 0.13
Bacutia Zona de transigdo Referéncia 434 £+ 0.13 074 £+ 006 225 =+ 0.15
Parati Zona de transicao Referéncia 536 +£ 032 079 + 0.01 257 + 0.04
Pereque Acu Temperada quente Urbana 391 =+ 0 069 =+ 0.01 203 £ 0.02
Ilha Porchat Temperada quente Urbana 217 =+ 0 057 £ 0.13 136 = 0.30
Prainha Temperada quente Urbana 1.95 + 058 061 =+ 010 142 =+ 042
Praia do Costa  Temperada quente Referéncia 55 = 038 071 = 0.01 233 =+ 0.06
Juréia Temperada quente Referéncia 362 = 051 068 =+ 0.03 194 =+ 0.17
Praia Branca Temperada quente Referéncia 413 + 033 076 £ 0.01 228 =+ 0.07
Praia Preta Temperada quente Referéncia 442 + 040 0.78 + 0.07 239 =+ 0.25

FN = Arquipélago de Fernando de Noronha.
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Fig. 4
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Resumo

Algas que vivem em temperaturas que ocorrem em seus limites de distribuicao estdo
naturalmente expostas a estressores fisiologicos, sofrendo estresse adicional quando expostas
a poluigdo costeira. Nesse contexto, as respostas fisiologicas de algas as condi¢cdes ambientais
que combinam estressores naturais e antropogénicos fornecem informagdes importantes sobre
a sua vulnerabilidade. Foram avaliados os efeitos fisioldgicos e potencial de recuperacio apds
exposicao em agua enriquecida com metais pesados em concentragdes observadas em regioes
poluidas, dentro das faixas de temperatura de distribuicao de Halimeda cuneata, um
componente importante de recifes tropicais em todo o mundo. A produgdo de biomassa e
fotossintese declinaram substancialmente em amostras expostas a metais, embora a
fotossintese tenha recuperado parcialmente na temperatura mais elevada. A produgdo de
biomassa foi positivamente correlacionada com o rendimento quantico 6timo dentro de todas
as temperaturas. A percentagem de carbonato apresentou correlagdes antagonicas com
rendimento quantico ideal para as temperaturas minimas e maximas. A polui¢do por metais
causou grave deterioragao de parametros fisiologicos importantes de H. cuneata em todas as
temperaturas. A auséncia de recuperacao nas temperaturas mais baixas sugere maior
vulnerabilidade da espécie nas temperaturas que ocorrem em seus limites de distribui¢cao no

Atlantico sul-ocidental.

Palavras-chave: Cloroplasto; Ultraestrutura; Metais pesados; Fotossintese; Recuperacao

fisiologica; Limites de distribuigao.

Introducio

Padrdes de distribuicao de espécies marinhas sdo determinados principalmente por
fatores ambientais (Clarke, 2003), entre os quais a temperatura ¢ um fator chave na defini¢ao
de limites de distribuicdo latitudinal (Lima et al., 2007). Organismos que vivem em seus
limites de temperatura podem ter limitagdes fisiologicas que levam a limitagdes de
crescimento e reproducao, e eventualmente, a morte (Breeman, 1988; Somero, 2002). Neste
contexto, os estressores antropogénicos como a poluicao ambiental (Torres et al., 2008),
atuam como uma fonte adicional de estresse ao organismo. Os efeitos sinérgicos das varidveis
ambientais naturais com estressores antropogénicos podem determinar o resultado da vida de
um organismo, de acordo com as respostas fisiologicas das espécies para a nova combinagao

de condi¢des ambientais formada. Em tltima analise, a tolerancia ou a sensibilidade de uma
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espécie de alga a fatores ambientais pode levar a um aumento da abundancia ou ao
desaparecimento de espécies de determinadas areas ou regides (Scherner et al., 2012?).

O género de alga pantropical Halimeda J.V.F. Lamour. E um componente comum de
aguas tropicais e subtropicais, que responde por até 90% da formacao da areia de praias
tropicais e rocha carbonatica de recifes tropicais (Verbruggen et al., 2005). Estas algas
desempenham papéis ecologicos importantes, com uma produtividade priméaria consideravel,
fornecendo alimento e habitat para a fauna e epiflora (Verbruggen et al., 2009). O género ¢
caracterizado por talos achatados, de cor verde, segmentados e calcificados (Hillis-Colinvaux,
1980). Segmentos consistem de uma rede de sifdes com porcdes expandidas, os utriculos
(Bandeira-Pedrosa et al., 2003). H. cuneata Hering se estende de 05° 09’ e 21° 18’S ao longo
da costa brasileira, desde a zona entre marés até mais de 20 m de profundidade (Bandeira-
Pedrosa et al., 2004).

A polui¢ao por metais pesados gera grande preocupagao ambiental em todo o mundo
(Haiyan e Stuanes, 2003). Os metais estdo geralmente presentes em baixas concentragdes nos
oceanos (Ash e Stone, 2003), mas podem ocorrer em concentragdes muito mais elevadas nas
aguas costeiras devido as atividades antropogénicas (Morillo et al., 2004; Meng et al., 2008).
Os efeitos de metais sobre a fisiologia das algas tém sido amplamente estudados (ex. Collen et
al., 2003; Baumann et al., 2009; Bouzon et al., 2011) embora a maioria dos estudos
concentram-se na avaliagdo dos efeitos causados por metais isolados, e ndo por uma
combinag¢do de metais. No entanto, ¢ importante se avaliar os efeitos combinados de metais
pesados em concentracdes ambientais relevantes, representando um retrado da realidade de
areas costeiras contaminadas (ex. Meng et al., 2008).

Este trabalho est4 baseado na hipotese de que H. cuneata é mais sensivel a
contaminagdo por metais em temperaturas que ocorrem no seu limite de distribui¢do. Para
testar esta hipotese, este estudo foi concebido para avaliar as respostas fisiologicas e
recuperagao de H. cuneata a uma combinacao de metais pesados em concentracdes
normalmente observadas em regides poluidas ou a diferentes temperaturas representativas do

gradiente latitudinal de ocorréncia natural desta espécie.

Material e métodos
Desenho e procedimentos experimentais

Amostras de Halimeda cuneata foram coletadas em um recife de franja em Arraial
D’ajuda, uma aldeia no municipio de Porto Seguro, Bahia (-16,49, -39,06). Em laboratorio, as
algas foram aclimatadas em baixa irradiancia (40 mmol fotons.m-2.s-1), por sete dias antes de

iniciar os procedimentos experimentais. Segmentos de H. cuneata foram incubadas em
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Erlenmeyers de 500 mL (total de 5 g de peso fresco por frasco) em trés camaras com
temperatura controlada (28°C + 1, 22°C £ 1 e 18°C + 1). Estas temperaturas replicam os
valores médios obtidos na superficie da d4gua na regido em que foram coletadas as algas, a
temperatura média ocorrendo no limite de distribuicdo da espécie na costa brasileira no estado
do Espirito Santo, e as temperaturas que t€m sido observadas como resultado de anomalias
climaticas nesse mesmo Estado, respectivamente.

Um desenho bi-factorial foi ajustado para avaliar os efeitos combinados de
temperatura e de enriquecimento de metal sobre a fisiologia de H. cuneata, bem como sua
capacidade de recuperagao. Os tratamentos foram preparados usando d4gua do mar nao poluida
coletada da instalacdo de aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina, na Barra da
Lagoa, Florianopolis, SC. As bombas de ar foram instaladas e distribuidas uniformemente
entre as réplicas experimentais de forma a melhorar a circulacao e evitar estagnacao. A
irradiancia foi mantida constante e igual nas trés cAmaras (80 + 2 mol fotons.m?.s") ¢ o
fotoperiodo foi ajustado em 12:12 h (claro:escuro), durante o curso do experimento. Durante
os periodos de iluminagao os frascos tiveram sua posi¢ao alterada periodicamente para
assegurar a homogeneidade da luz incidente entre as réplicas. Cinco Erlenmeyers foram
utilizados como réplicas para cada tratamento.

Para avaliar os efeitos do enriquecimento de metal sobre a fisiologia de algas,
amostras de H. cuneata foram expostas a agua do mar enriquecida com Cu, Zn e Hg a
concentragdes normalmente encontradas em baias urbanas poluidas (4.1, 55 ¢ 0.09 gL™")
respectivamente (Meng et al., 2008). As algas foram aclimatadas somente com agua do mar
por trés dias nas trés temperaturas aplicadas antes da substitui¢cdo inicial por agua enriquecida
com metal. A partir dai, para avaliar os efeitos dos pulsos de metal, a 4gua foi substituida a
cada trés dias por novos lotes de 4gua enriquecida com metal. Para avaliar a recuperagdo de
H. cuneata, ap0s a exposicao inicial aos tratamentos com agua enriquecida com metal durante
trés dias, as substituicdes subsequentes foram feitas apenas com agua do mar. As amostras
controle tiveram a agua substituida nos mesmos periodos apenas com agua do mar. As
amostras de H. cuneata tiveram o peso fresco aferido antes e apds o experimento para

avaliacao do rendimento de biomassa.

Andlise de fluorescéncia da clorofila a
Um fluorimetro de pulso com amplitude modulada (Diving-PAM; Walz, Effeltrich,
Alemanha) foi utilizado para avaliar o desempenho fotossintético de H. cuneata por medigao

da fluorescéncia da clorofila a. As medi¢des foram aplicadas duas vezes durante o
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experimento, apos 72 h da primeira troca de d4gua, e novamente apos 72 h, a partir da segunda
troca.

As configuracdes ideais do equipamento foram definidas de acordo com uma
avaliacdo prévia para a espécie (Gain = 2 e Intensidade da luz de medida = 8 unidades do
PAM). As medigdes foram aplicadas usando um adaptador em forma de anel ajustados para
manter uma distancia constante de 0.5 cm entre a alga e o sensor de fibra optica. Antes da
medicao as amostras foram aclimatadas no escuro durante 30 minutos, de forma a permitir a
obten¢do do maximo rendimento quantico da amostra. A quantidade de fluorescéncia basal da
amostra (Fo) foi obtida antes do primeiro pulso saturante (intensidade = 8 unidades do PAM,
durante 0,8 s), 0 que proporcionou a emissdo de fluorescéncia maxima pelas algas. Isso
permitiu o calculo do rendimento quantico 6timo (Fv/Fm) (obtida como Fv/Fm = (Fm-Fo) /
Fm). Para minimizar os efeitos indesejaveis das heterogeneidades dos talos, duas medigdes de
fluorescéncia foram aplicadas em diferentes segmentos de cada repeticao. Esse procedimento
evitou a subestimacao do rendimento quantico maximo devido a recuperagao dos
fotossistemas por repetidos pulsos de luz saturantes (Scherner et al., 2012b). A partir dos dois
valores de Fv/Fm obtidos para cada réplica, foi calculada a média para a andlise estatistica, a

fim de evitar pseudoreplicacao.

Quantificagdo de clorofila a

Cinco réplicas amostrais de H. cuneata (1 + 0,05 g de peso fresco) foram utilizadas
para a quantificacao de clorofila. As amostras foram trituradas e os pigmentos foram extraidos
usando 12 ml de acetona 90% em baixa temperatura. As solugdes foram, em seguida,
transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min para decantagdo do
sobrenadante. As concentragdes de pigmentos foram calculadas pelos espectros de absor¢ao
em comprimentos de onda (650 e 750 nm) com espectrofotometria. Os céalculos seguiram

Ritchie, R. J. (2006).

Carbonato de calcio
As amostras de H. cuneata foram secadas a 60°C durante 48h e pesadas utilizando
uma balanca de precisdo. O percentual de carbonato (CaCO?) foi obtido pela diferenca de

peso seco apods adicao de HCI 1N.

Estatistica
Os dados foram verificados quanto a normalidade e homogeneidade das variancias.

Uma vez que os pressupostos foram obtidos, a Andlise Aninhada Hierarquica de Variancia
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(ANOVA) foi realizada para os dados de biomassa, clorofila a, e dados percentuais de
carbonato (tratamentos com metais aninhado dentro de temperatura) e medidas repetidas de
ANOVA para dados 6timos de rendimento quantico, com temperatura e tratamento com metal
como fatores. Quando foram observadas diferencas significativas, o teste de Student
Newman-Keuls foi aplicado para a analise post-hoc. O software Statistica 7,0 (StatSoft, Inc.,

2004) foi utilizado para todos os procedimentos estatisticos.

Resultados
Biomassa

Diferengas significativas na produ¢do de biomassa entre os tratamentos com metal
foram observadas de acordo com ANOVA (F = 20,1, p <0,0001). O teste de Newman-Keuls
indica que os valores médios de rendimento de biomassa mais baixas foram observadas para
as amostras expostas a metais, tanto nos tratamentos de recupera¢do quanto para tratamentos
de enriquecimento por pulsos, enquanto que nao foram observadas diferencas entre estes dois
tratamentos (fig. 1). Por outro lado, diferentes temperaturas ndo exerceram diferengas

significativas sobre a producao de biomassa.

Desempenho fotossintético

Algas cultivadas sob diferentes temperaturas e tratamentos apresentaram diferentes
respostas fotossintéticas. De acordo com os resultados globais de RM-ANOVA os efeitos da
temperatura e dos tratamentos com metais foram significativos (F = 13,07, p <0,0001) e (F =
402,41, p <0,0001), respectivamente. Foi observada interacdo significativa entre esses fatores
(F=3,17, p <0,05). De acordo com o teste de Newman-Keuls, temperaturas mais baixas e
tratamentos com metal resultaram em decréscimos significativos no rendimento quantico
otimo de H. cuneata (Fig. 2). Efeitos significativos de temperaturas mais baixas foram
detectados apenas depois de 216 horas quando as amostras expostas as temperaturas mais
baixas (22 a 18°C) tiveram menor rendimento quantico 6timo do que aqueles mantidos a
28°C. A recuperacao foi observada apenas a temperatura de 28°C, quando as amostras
selecionadas para recuperar apresentaram um aumento significativo no rendimento quantico
Otimo em comparacao com a medigdo anterior, 72 horas apos o primeiro pulso de
enriquecimento com metais (Fig. 2). Todas as amostras que foram expostas a pulsos de
enriquecimento com metal apresentaram declinios significativos no rendimento quantico
otimo independente da temperatura. Nao foram observadas diferengas entre os tratamentos de

pulso nem em relacao ao tempo de exposi¢cdo, nem a diferentes temperaturas (Fig. 2).
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Alteragoes de clorofila a

Diferencas significativas entre diferentes temperaturas (F = 6,17, p <0,005) e
tratamentos com metal (F = 4,66, p <0,005) foram observadas de acordo com ANOVA. O
teste de Newman-Keuls, indica que as amostras cultivadas em agua do mar a 22°C
apresentaram uma concentragao média significativamente maior de clorofila @, comparando
com as amostras de outras temperaturas e tratamentos. Nao foram observadas diferencas

significativas entre os outros tratamentos a 28 e 18°C (Fig. 3).

Carbonato

A percentagem de carbonato nas algas apresentou diferengas significativas tanto para a
temperatura (F = 5,08, p <0,01) quanto para o tratamento com metais (F = 2,4, p <0,05). O
teste de Newman-Keuls nao apresentou diferengas significativas para os tratamentos com
metal nas diferentes temperaturas. No entanto, amostras expostas ao tratamento com metais a
28°C apresentaram percentagens de carbonato significativamente maiores do que o as

expostas ao tratamento com metais e recuperagdo a 22°C (Tabela 1).

Discussio

Os resultados deste trabalho indicam efeitos negativos substanciais do enriquecimento
com metais em diferentes temperaturas sobre o desempenho fisiologico de H. cuneata. Os
efeitos mais notaveis foram observados no rendimento de biomassa e desempenho
fotossintético. O enriquecimento com metais nas temperaturas mais baixas proporcionou
redugdes substanciais no desempenho fotossintético, sendo o potencial de recuperacao
observado apenas na temperatura mais elevada. Apesar de a biomassa ter apresentado uma
resposta semelhante, sua recuperacdo a 28°C e variagdes devido a temperatura ndo foram
observadas, o que pode estar associado a uma resposta atrasada entre a recuperacao do
sistema fotossintético e seu consequente reflexo sobre o rendimento de biomassa. Efeitos
negativos de enriquecimento com metais isolados em altas concentragdes sobre o desempenho
fotossintético e crescimento t€m sido observado por vérios estudos (ex. Barraza e Carballeira,
1999; Eklund e Kautsky, 2003; Bouzon et al., 2011). Entretanto, outro estudo observou a
recupera¢do do rendimento quantico 6timo da alga calcarea Phymatolithon calcareum (Pallas)
W. H. Adey e D. L. Mckibbin ap6s uma semana de exposi¢ao a um unico pulso inicial de
metais combinados (Zn: Pb: Ni: Cu: Cd), representando um efluente industrial (Wilson et al.,
2004). No presente estudo, a recuperagao pelo stress do enriquecimento com metal, a partir de
um unico evento de enriquecimento, foi observado apenas a temperatura mais alta, indicando

um efeito sinérgico de metais com a temperatura na resposta fotossintética de H. cuneata. Isto
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sugere que a recuperacao do estresse causado pelo enriquecimento com metais ¢ facilitada
pela temperatura 6tima de ocorréncia desta espécie. Nao foi observada a recuperagao para o
tratamento com pulsos periddicos de enriquecimento de metal, em todas as temperaturas,
indicando que a poluicao cronica tem um efeito mais grave do que os eventos individuais,
quando se consideram os limites de distribui¢ao de temperatura.

Embora alguns metais trago como cobre e zinco sejam micronutrientes essenciais para
as algas, em altas concentragdes eles estdo geralmente associados a efeitos negativos sobre o
crescimento e fotossintese. A toxicidade dos metais pesados esta geralmente associada com a
formacgao de espécies reativas de oxigénio, causando o estresse oxidativo (Collen et al., 2003).
Espécies reativas de oxigénio induzem alteragdes em moléculas tais como proteinas, lipidos e
DNA. Para se defender contra esses efeitos, organismos fotossintéticos produzem defesas
antioxidantes e, consequentemente, a energia que deveria ser usada para o crescimento ¢
realocada para combater os efeitos causados pelas espécies reativas de oxigénio (Bouzon et
al., 2011). Isto corrobora a nossa observacao de crescimento proximo de zero em amostras
expostas a metais. Declinios no desempenho fotossintético estdo geralmente relacionados a
mudangas na organizacao dos cloroplastos e aos efeitos inibitorios de metais sobre os
fotossistemas I e II (Barén et al., 2006). No entanto, no presente estudo, quando o
enriquecimento com metais foi interrompido para avaliagao da recuperagao, € possivel que os
mecanismos utilizados pelas algas para a desintoxica¢do tenham levado a uma recuperagao
parcial do desempenho fotossintético.

As respostas nas concentracoes de clorofila a sobre o enriquecimento com metais
variam de acordo com a identidade do metal, suas concentragdes e espécies de algas (ex.
Collen et al., 2003; Han et al., 2008; Baumann et al., 2009; Bouzon et al., 2011), entre outras
variaveis. Neste estudo, em geral foi observada uma reducdo devido ao enriquecimento com
metais, assim como diferencas relacionadas as diferentes temperaturas, indicando que a
temperatura também desempenha um papel importante no controle de niveis de clorofila em
H. cuneata. Declinios nas concentragdes de clorofila a em plantas conforme aumentam as
concentragdes de Cu tém sido relatados (Patsikka et al., 2002). Isto tem sido associado a
inibicao da absor¢ao de Fe. Este elemento € necessario para a biossintese de clorofila e vem
sendo demonstrado que sua deficiéncia provoca diminui¢des nas concentragdes de clorofila e
da atividade fotossintética (Ouzounidou et al., 1992; Fodor et al., 1995). No entanto, outros
estudos verificaram um aumento nas concentracdes de clorofila a conforme aumentam as
concentragdes de Cu (ex. Han et al., 2008), enquanto Xia et al., (2004) ndo observaram
alteragdes nos niveis de clorofila a em Gracilaria lemaneiformis exposta a Cu, apesar da

ocorréncia de diminuigdes significativas na fotossintese.
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A calcificagao em Halimeda ¢ influenciada por varios fatores bidticos como
fotossintese, respiragdo e taxas de crescimento e abidticos como luz, pH e concentragdo de
fosfato (Sinutok et al., 2008), estando fortemente associada a fotossintese, devido a mudanga
no sistema de carbonato pela absor¢ao de dioxido de carbono e o consequente aumento da
alcalinidade, o que aumenta a precipitacao do carbonato de célcio (Larkum e De Beer, 2001).
No entanto, no presente estudo, a relagao entre producdo de carbonato e fotossintese e nao foi
direta. As relagdes antagonicas entre F,/F,, e carbonato nas diferentes temperaturas sugerem a
existéncia de interagdes entre temperatura e metal, assim, a temperatura pode ter um papel
importante no controle de calcificacdo em dgua do mar enriquecida com metal. Fatores
relacionados com a quimica da d4gua do mar devem ter um papel importante na regulacao da
calcificacdo de H. cuneata através de diferentes disponibilidades de fosfato, uma vez que
elevadas concentracdes de fosfato suprimem a producao de carbonato de calcio (Hallock e
Schlager, 1986).

Os efeitos combinados de temperaturas mais baixas e de enriquecimento com metais
geraram sinais notaveis de disturbios fisiologicos em H. cuneata. Nas temperaturas que
ocorrem no seu limite latitudinal de distribuicdo no Atlantico sul-ocidental (Bandeira-Pedrosa
et al., 2004), a espécie apresenta uma menor resisténcia fisioldgica, quando comparado com a
temperatura média observada em latitudes mais baixas. No entanto, a menor capacidade
fisiologica de H. cuneata observada as temperaturas mais baixas ¢ drasticamente agravada
pelo enriquecimento com metais, revelando uma auséncia no potencial de recuperagdo nestas
condig¢des, indicando que esta espécie ¢ mais vulneravel a poluicdo do metal em seus limites

meridionais de distribuicao.
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Tabela 1. Porcentagem de carbonato de Halimeda cuneata K. Hering apos dez dias de cultivo
em diferentes temperaturas e tratamentos de enriquecimento com metal (valores percentuais
médios, n = 5 + EP). Letras diferentes indicam diferencas significativas de acordo com o teste

de Newman-Keuls (p <0,05).

18°C 22°C 28°C
Agua do mar 71.8 + 22 ab 643 + 23 ab 623 = 1.7 ab
Recuperacio 613 =+ 28 ab 579 +£ 35 b 712 + 43 ab
Pulsos 628 + 42 ab 569 + 59 b 747 +£ 29 a
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Legendas das figuras:

FIG. 1. Rendimento de biomassa fresca de Halimeda cuneata K. Hering ap6s dez dias de
cultivo em diferentes temperaturas e tratamentos de enriquecimento com metal (barras pretas
= somente dgua do mar, barras cinzas = recuperagdo apos 72 h de exposicao a dgua do mar
enriquecida com metais; barras brancas = pulsos de enriquecimento com metal a cada 72 h).
As barras representam os valores de rendimento médio de biomassa fresca (n = 5) + EP.
Letras acima das barras indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Newman-

Keuls (p <0,05).

FIG. 2. Valores de rendimento quantico 6timo de Halimeda cuneata K. Hering apo6s 72 e 144
h cultivadas em diferentes temperaturas e tratamentos de exposi¢ao a metais (S, somente agua
do mar, R, recuperacao apos 72 h de exposicao a agua do mar enriquecida com metais; P,
pulsos de enriquecimento com metal a cada 72 h). As barras representam valores médios (n =
5) + EP de medigdes feitas 72 horas e 144 horas apds o primeiro pulso de enriquecimento com
metal (barras brancas e pretas, respectivamente). Letras acima das barras indicam diferengas

significativas de acordo com o teste de Newman-Keuls (p < 0,05).

FIG. 3. Concentragdes de clorofila a de Halimeda cuneata K Hering ap6s dez dias de cultivo
em diferentes temperaturas e tratamentos de enriquecimento com metais (barras pretas =
somente agua do mar; barras cinzas = recuperagao apos 72 h de exposicao a agua do mar
enriquecida com metais; barras brancas = pulsos de enriquecimento com metal a cada 72 h).
As barras representam os valores médios de concentragdo (n = 5) + EP. Letras acima das

barras indicam diferencgas significativas de acordo com o teste de Newman-Keuls (p <0,05).
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6. Artigo 3: Efeitos de aumentos de temperatura e da acidificacido oceianica
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Resumo
As mudangas climaticas sdo um fenomeno global que tem sido considerado uma importante
ameaca aos ecossistemas marinhos. Aumentos de temperatura e acidificagdo oceédnica estao
entre as consequéncias deste fendmeno. A compreensao dos efeitos destas alteracdes sobre os
organismos marinhos, em particular sobre as macroalgas calcificadas, sdo ainda modestas,
apesar de sua grande importancia. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi de avaliar
experimentalmente os efeitos do aumento de temperatura e da acidifica¢do oceanica por
adicao de CO; sobre a fotossintese de macroalgas. Os experimentos foram realizados em
mesoscosmos recifal em regido tropical no litoral brasileiro, utilizando trés espécies de
macroalgas calcificadas frondosas: Halimeda cuneata, Padina gymnospora, e Tricleocarpa
cylindrica, e algas calcareas incrustantes. O experimento de temperatura consistiu em trés
tratamentos com temperaturas acima da que ocorre naturalmente no local (+1, +2 e +4°C).
Para o experimento de acidificagdo foram utilizados trés valores de pH menores que o da dgua
local (-0.3, -0.6, -0.9). Os efeitos significativos se limitaram a uma melhor performance
fotossintética por H. cuneata porém apenas diante de um aumento modesto de temperatura
(+1°C). Os resultados do experimento de acidificagdo indicaram um aumento no rendimento
quantico 6timo de 7. cylindrica e um declinio do mesmo parametro por algas calcareas
incrustantes, porém ambos apenas no tratamento de acidificagdo extremo. Os mecanismos de
dissipacao de energia destas algas também foram alterados diante desta condi¢do extrema. Em
geral, os resultados indicam uma grande capacidade de adaptagdo da performance
fotossintética das macroalgas estudadas diante de aumentos de temperatura e acidificagao.
Isto pode estar relacionado as possibilidades de utiliza¢do de diferentes espécies de carbono

inorganico por estas algas.

Palavras-chave: CO,; Mudancas climaticas; Macroalgas marinhas; Respostas fotossintéticas.

Introduciao

As mudangas climaticas sao uma importante amega global aos ecossistemas oceanicos
(Halpern et al., 2008). Alteracdes na quimica oceanica e aquecimento da dgua do mar
associadas aos aumentos de gases de efeito estufa na atmosfera tem potencial para afetar a
fisiologia de organismos marinhos (Portner e Farrell, 2008) causando mudancas em cadeias
troficas (Brown et al., 2010) e levando a alteracdes profundas em comunidades marinhas
(Harley et al., 2006). As proximas décadas devem apresentar as maiores alteragdes ecologicas
em compara¢ao as mudangas observadas até os dias atuais (Harley et al., 2012). Isto porque

de acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climéticas (IPCC), o
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aquecimento e acidificagao dos oceanos estao apenas comecando diante dos cenarios mais
negativos esperados pelos climatologistas (Meehl et al. 2007). Desta forma, a compreensao
dos efeitos fisioldgicos e ecoldgicos do aumento de temperatura e da acidificagdo ocednica
sobre organismos marinhos, ¢ fundamental para prever mudangas futuras e auxiliar nos novos
desafios de gerenciamento dos ecossistemas marinhos.

Macroalgas marinhas sdo um componente importante de ecossistemas costeiros,
sustentando uma alta biodiversidade e formando a base de cadeias troficas marinhas (Wilson
et al., 1990; Airoldi et al., 2008). No entanto, apesar de sua importancia ecologica, pouca
atencao tem sido dada aos efeitos das mudancas climéaticas sobre as macroalgas (Harley et al.
2012). Algas calcificadas sdo elementos comuns em recifes tropicais, contribuindo
significativamente para podugio biogénica de carbonato de calcio (CaCO?) em ecossistemas
recifais (Wefer, 1980; Nelson, 2009). Porém, os esfor¢os experimentais para se entender as
respostas fisiologicas das algas calcificadas aos aumentos de temperatura acidificagao
oceanica, tem sido ainda modestos. Portanto, hd uma necessidade urgente de pesquisas sobre
as respostas de macroalgas calcificadas as mudangas climéaticas (Nelson, 2009).

Tem sido observadas respostas variadas aos aumentos de temperatura e acidificacao
oceanica por macroalgas marinhas. Ha estudos demostrando que algumas espécies se
beneficiam de maiores niveis de CO, apesar da maior acidez, aumentando a performance
fotossintética (Johnson et al., 2012) enquanto outros observaram espécies apresentando
declinios significativos de fotossintese (Sinutok et al., 2012) enquanto que outros ndo
detectaram alteracdes significativas sobre a fotossintese de macroalgas (Israel and Hophy,
2002; Hofmann et al., 2012). Da mesma forma, diante de elevagdes de temperatura, diferentes
respostas tém sido observadas sobre a fotossintese de espécies de macroalgas marinhas
(Anderson, 2006; Sinutok et al., 2012). Essas diferencas na susceptibilidade de macroalgas a
aumentos de temperatura e acidificagdo oceanica, causada pelas maiores concentragdes de
CO,, podem gerar respostas em nivel de espécies através de adaptagdo, migragao, e extingao
(Harley et al. 2012) e causar mudangas substanciais em ecossistemas marinhos costeiros.

O objetivo deste estudo foi o de avaliar os efeitos dos aumentos de temperatura e
acidificacdo oceanica por adicao de CO; sobre a fotossintese de macroalgas, por meio de
experimentos em mesocosmos. NOs testamos estes fatores sobre a fotossintese de algas
calcificadas tropicais, entre as quais, trés espécies frondosas, representando as trés divisdes do
grupo de algas: Halimeda cuneata (Chlorophyta), Padina gymnospora (Ocrophyta,
Phaeophyceae), e Tricleocarpa cylindrica (Rhodophyta), e sobre um grupo de algas calcareas

incrustantes (Rhodophyta).
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Materiais e métodos
Desenho e procedimentos experimentais

Os experimentos foram realizados em mesocosmos localizado em Arraial D’ajuda, um
vilarejo localizado no municipio de Porto Seguro, Bahia, no nordeste do Brasil (16° 26' 59" S,
39°03'53" W). A 4gua marinha utilizada nos experimentos foi bombeada continuamente a
partir do recife de franja situado a 300 m das instala¢gdes do mesocosmos. Essa agua foi entdo
mantida em reservatorios subterraneos para evitar aquecimento excessivo. Nesses
reservatorios a agua foi submetida aos tratamentos (ver abaixo para detalhes dos tratamentos
de aumento de temperatura e enriquecimento com CO»). A partir dos reservatérios
subterraneos a dgua foi bombeada para reservatérios elevados, onde a 4gua foi monitorada
antes de sua entrada nos tanques experimentais. Esse sistema garantiu que a 4gua mantivesse
as mesmas caracteristicas observadas no recife de franja, a nao ser pelas novas condi¢des dos
tratamentos aplicados. Hidrodinamismo dentro dos tanques experimentais foi mantido por
sistemas de re-circulagdo de dgua instalados em cada tanque. Os tanques foram cobertos por
uma rede para reducao de 50% da radiacdo solar, de forma que a irradiancia dentro dos
tanques correspondesse aos niveis observados nos recifes onde as algas foram coletadas
durante a mar¢ alta.

Os efeitos dos aumentos de temperatura e acidificagao foram testados em algas
calcarias incrustantes, representados por pools de diferentes espécies, e em trés espécies de
algas frondosas calcificadas: a rodofita Tricleocarpa cylindrica, a cloréfita Halimeda cuneata,
e a feoficea Padina gymnospora. As macroalgas foram coletadas no recife de franja situado
em frente ao mesocosmos. Quatro tanques foram usados como replicas de cada tratamento,
totalizando 16 tanques para os quarto tratamentos realizados em cada etapa, os quais foram
posicionados aleatoriamente. Grades de pléstico foram colocadas em cada tanque de forma a
manter as macroalgas com um certo nivel de elevagdo do fundo dos tanques, minimizando a
carga de sedimentacdo acima deles. Algas calcareas incrustantes foram colocadas com suas
faces vivas na dire¢do do fundo dos tanques, de forma a evitar excesso de irradiacdo. Assim

elas foram expostas a uma irradiandia média de 15 pmol photons m’s .

Experimento de temperatura

Para avaliar os efeitos do aumento de temperatura sobre a fotossintese das macroalgas,
foram determinados trés tratamentos com diferentes temperaturas acima dos valores que
naturalmente ocorrem naquela regido de coleta da 4gua no més de margo (27°C), sendo este
experimento realizado neste mesmo més em 2012. As temperaturas avaliadas correspondem

aos aumentos de temperatura de dgua previstos pelo Painel Intergovernamental de Mudancas
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Climaticas (IPCC) em trés cenarios diferentes, de +1, +2 e +4°C (Meehl et al., 2007). As
temperaturas variaram de acordo com as variagdes naturais que ocorreram no mar. Um
sistema automatico (Reef Angel Controller, Reef Angel) apoiado por termostatos, garantiu o
controle das temperaturas nos niveis desejados, mantendo a 4gua nos niveis desejados acima
da temperatura da dgua controle. Loggers de temperatura (HOBO Water Temperatura Pro v2
Data Logger - U22-001) foram instalados nos reservatorios elevados para posterior aquisi¢ao
dos dados.

As amostras de macroalgas coletadas foram presas a substratos plasticos. Trés
espécimens de cada espécie de alga calcarea incrustante foram colocadas em cada tanque. As
amostras foram aclimatadas nos tanques por 18 dias antes do inicio do experimento e ficaram

expostas aos tratamentos por 15 dias.

Experimento de acidifica¢ao

Os tratamentos de acidificagdo consistiram no enriquecimento da d4gua do mar com
CO, em diferentes concentragdes. Os efeitos destes tratamentos foram avaliados em relacao as
condig¢des controle, sem adicao de CO,. Este desenho experimental representa os valores de
pH relativos aos niveis atuais de CO, atmosférico de 400 ppm (pH aproximadamente 8.1) e as
condigdes futuras esperadas de acidificacao oceanica correspondendo as projegdes para a
metade e final do século 21, com concentracdes de 560 ppm (pH: aproximadamente 7.85) e
1140 ppm (pH: aproximadamente 7.60) pelo cendrio A1F1 do IPCC (Meehl et al., 2007). Um
nivel adicional de pH mais baixo também foi preparado (pH: aproximadamente 7.2) para
investigar os possiveis limites de acidificagdo sobre a fisiologia das macroalgas selecionadas.
O pH da 4gua foi continuamente monitorado pelo Reef Angel, que com o apoio de sensores
de pH e valvulas solenoids, garantiu o controle de pH permanentemente nos respectivos
tratamentos, mantendo-os em niveis aceitaveis dentro dos valores de pH desejados.

As amostras de macroalgas coletadas foram mantidas em seus substratos naturais para
este experimento. Dois espécimens de cada espécie frondosa e quarto de algas calcareas
incrustantes foram colocadas em cada tanque. As algas foram aclimatadas nos tanques por 10
dias antes do inicio do experimento. As amostras foram mantidas nas condigdes experimentais

por 24 dias, sendo o experimento realizado em novembro de 2012.

Medi¢oes da fotossintese e andlises
A performance fotossintética das macroalgas foi avaliada usando um fluorometro de
pulso de amplitude modulada (Diving-PAM underwater fluorometer; Walz, Effeltrich,

Alemanha) através da fluorescéncia da clorofila a. As medi¢des foram aplicadas trés vezes
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durante o experimento de temperatura, seguindo 4, 11 e 15 dias do inicio do experimento, e
apenas uma vez no experimento de acidificagdo, seguindo 23 do inicio do experimento nas
algas frondosas e 24 dias nas algas calcareas incrustantes. Uma medida foi aplicada em cada
pseudoreplica, totalizando trés medi¢des em cada espécie por tanque no experimento de
temperatura e duas medigdes em algas frondosas e quarto medigdes em algas calcareas
incrustantes, por tanque, no experimento de acidificacdo. Para evitar pseudoreplicagem, as
médias destas medidas de cada tanque foram utilizadas para as analises estatisticas. Para o
experimento de temperatura foram obtidos apenas o rendimento quantico o6timo (F,/Fy,) das
algas enquanto para o experimento de acidificagdo foram realizadas curvas de luz, que por sua
vez forneceram outros parametros fotossintéticos além de F,/F,,, como detalhado abaixo.

O fluorometro teve suas configuragdes definidas baseado em medicdes realizadas
previamente em cada espécie. As configuragdes usadas para as espécies frondosas (Gain=2 e
Measuring Light Intensity=8 unidades do PAM) foram diferentes daquelas utilizadas para
algas calcéreas incrustantes Gain=2 e Measuring Light Intensity=8 unidades do PAM) devido
as grandes diferengas na utilizag@o de luz entre estes grupos. As medig¢des foram aplicadas
usando um adaptador em forma de anel ajustado de forma a manter a amostra a uma distancia
constante de 0.5 cm do sensor de fibra otica. As amostras foram aclimatadas no escuro antes
das medi¢des por 30 minutos para obtengao do rendimento quantico méximo. Periodos iguais
de aclimatacao foram aplicados para cada amostra de forma a se evitar diferengas mascaradas
por mecanismos de reparo (Scherner et al. 2012). A fluorescéncia basal (F,) foi obtida antes
do primeiro pulso de saturacao (intensidade=8 unidades do PAM, durante 0.8 s), que
provocou a emissao da fluorescéncia maxima pelas amostras. Isto permitiu o calculo do
rendimento quantico 6timo (obtido por F/F,=(F,-F,)/Fp,). Estes procedimentos foram
seguidos por oito curtas aplicacdes de luz actinica por 5 s, seguidos por curtos e fortes pulsos
de luz saturantes, atravéz da aplicagdo da op¢ao Rapid Light Curve (RLC) do Diving-PAM.
Cada pulso saturante de luz permitiu medidas subsequentes de fluorescéncia estacionaria (Fy)
e valores de fluorescéncia maxima (Fy,"). A partir destes valores o rendimento quantico efetivo
(Y(ID)): Y(IT) = (Fy,' - Fy)/ Fy' foi calculado (Schreiber et al. 1994) e taxas de transporte de
elétrons relativas (rETR): rETR = Y(II)*PAR*ETR-factor*FII foram precisamente estimadas.
O fator ETR aplicado foi 0.84 para todas as espécies. O parametro FII € relativo a proporcao
de clorofila a no PSII, e seus valores foram 0.8 para P. gymnospora, 0.5 para H. cuneata, e
0.15 para T. cylindrica e algas calcareas incrustantes (Grzymski et al. 1997). Adicionalmente
ao F,/Fp,, outro parametro descritivo, a taxa maxima de transporte de elétrons (ETR,x), foi

calculado atravéz do ajuste de cada curva de rETR a funcao de Platt e Gallegos (1980).
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Parametros complementares foram determinados para investigar possiveis alteragcdes nos
mecanismos de dissipagdo de energia causados pelos tratamentos. Y(NO) e Y(NPQ) foram
calculados usando equacdes de parametros dissipativos (/NO and /NPQ) de Klughammer and
Schreiber (2008) modificados de Kramer et al. (2004). Enquanto Y(NO) corresponde a fracao
de energia que ¢ passivamente dissipada como calor e fluorescéncia (em sua maior parte
devido ao fechamento dos centros de reacdo), Y(NPQ), reflete a fracdo de energia dissipada
como calor via mecanismo de foto-prote¢ao regulada de dissipacao nao-fotoquimica. Estes
parametros foram determinados a partir de valores de F, Fy, e F,,," obtidos apos cada pulso de
saturacao, e calculados como Y(NO) = F/Fy, e Y(NPQ) = (F/F") — Y(NO). Adicionalmente,
a dissipa¢ao ndo-fotoquimica (NPQ): NPQ = Y(NPQ)/Y(NO) foi calculada baseado na
relag@o entre estes dois parametros. Para permitir comparagdes entre tratamentos, as integrais
definidas de cada curva dos parametros dissipativos e de Y(II) foram calculadas usando a

regra do trapézio (Scherner et al., 2012).

Andlises estatisticas

Os efeitos fisioldgicos dos tratamentos sobre as macroalgas foram analisados usando
estatistica paramétrica. Apos a verificacao da normalidade, os dados de fotossintese foram
testados quanto a homogeneidade das variancias usando o teste de Cochran. Visto que as
assuncdes foram obtidas, a Analises de Variancia (ANOVA) foram realizadas. ANOVA de
repeti¢des foi aplicada para os dados de fotossintese obtidos pelo experimento de temperatura,
com tratamentos de temperatura como fator. One-Way ANOVA foi realizado para os dados
obtidos do experimento de acidificagdo, verificando a existéncia de diferencgas significativas
entre os tratamentos de pH. Quando diferencgas significativas foram observadas, o teste a
posteriori de comparacao multipla de Newman-Keuls foi aplicado. Todos os procedimentos

estatisticos foram realizados usando o programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc. 2004).

Resultados
Fotossintese

Temperatura

Algas calcareas incrustantes, 7. cylindrica e P. gymnospora ndo apresentaram
respostas nos valores de F,/F,, diante de aumentos de temperatura ao longo do periodo
experimental. H. cuneata apresentou valores de F,/F,, mais altos apenas no tratamento +1°C

em relagdo ao controle ¢ ao tratamento +4.5°C (Tabela I; Fig. 1).
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Acidificacao

Algas calcareas incrustantes apresentaram menores valores de F,/F;,, no T(-0.9) em
compara¢do com os outros tratamentos (Tabela II; Tabela III), enquanto entre as macroalgas
frondosas, efeitos significantes foram observados apenas para 7. cylindrica, que apresentou
valores de F,/F, mais altos no T(-0.9) em comparacao com T(0). Valores de ETR;.x ndo
apresentaram diferencas significantes entre tratamentos, tanto para algas calcareas
incrustantes quanto para as espécies frondosas.

As integrais definidas obtidas a partir das curvas de Y(II) ndo apresentaram diferencas
entre tratamentos para nenhuma alga (Tabela II; Fig. 2). Considerando os mecanismos de
dissipacao, diferengas significativas entre tratamentos nos valores de integrais definidas de
suas respectivas curvas foram observadas apenas para algas calcareas incrustantes e 7.
cylindrica (Tabela II). O primeiro grupo apresentou maiores valores de dissipagdo de energia
nao regulada (Y(NO)) e menores valores de Y(NPQ) e NPQ no T(-0.9) em comparagdo com
os outros tratamentos. Similarmente, 7. cylindrica apresentou maiores valores de Y(NO) e

menores valores de Y(NPQ) e NPQ no T(-0.9), mas apenas em relacdo ao T(0).

Discussio
Efeitos de aumentos da temperatura

A auséncia efeitos significativos dos aumentos de temperatura sobre a fotossintese de
algas calcareas incrustantes, de 7. cylindrica e de P. gymnospora estdo de acordo com os
resultados obtidos com outras espécies (Anderson, 2006), indicando um alto potencial de
tolerancia termal dessas macroalgas. Entretanto, H. cuneata apresentou aumentos nos valores
de F,/F,, nos aumentos de temperatura mais modestos, o que ndo € uma surpresa, devido a sua
natureza tropical, ocorrendo abundantemente em regides tropicais (Bandeira-Pedrosa et al.,
2004; Verbruggen et al., 2005). Apesar desta afinidade a temperaturas um pouco mais
elevadas, o aumento mais extremo de 4.5°C em relag¢do a agua controle de 27°C, gerou
menores valores de F,/F;,, do que aqueles observados em aumentos modestos de temperatura.
Embora esses valores sdo ainda comparaveis aqueles obtidos das amostras controle, esse
declinio pode sugerir que aumentos maiores de temperatura podem reverter as respostas
positivas obtidas nos aumentos de temperaturas menores. Isso ¢ corroborado por outro estudo
realizado com H. macroloba e H. cylindracea, que observaram declinios significativos nos
valores de F,/F,, das duas espécies a 32°C (Sinutok et al. 2012). Isso sugere que alteragdes
biogeograficas podem ocorrer com espécies de Halimeda, com possiveis migragdes

latitudinais, de regides de baixas latitudes para regides de altas latitudes, se as temperaturas
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aumentaram além dos limites de uma performance fisiologica adequeda, podendo desaparecer
de area excessivamente quentes e ocupando novas areas com temperaturas adequadas.
Efeitos da acidifica¢do

Efeitos significativos da acidificagdo sobre a performance fotossintética das algas
estudadas foram restritas as algas calcareas incrustantes e 7. cylindrica, que apresentaram
alteracdes significativas apenas no tratamento mais extremo de pH -0.9 abaixo dos niveis
naturais presentes observados na regido de estudo. Nesta condi¢do, um padrao interessante foi
observado, com algas calcarias incrustantes apresentando declinios nos valores de F,/F,,
enquanto 7. cylindrica apresentou aumento nos valores de F,/Fy,. Apesar deste padrao nos
valores de F,/F,, ambas apresentaram aumentos nos valores de Y(NO) e diminuigdes nos
valores de lower Y(NPQ) and NPQ. Estes parametros representam diferentes destinos de
energia de excitacao no PSII, fornecendo informacdes sobre a capacidade do organismo de
adaptar ao excesso de energia de excitacdo em diferentes condi¢des. Considerando que Y(II)
representa a fracao de energia que ¢ foto-quimicamente transformada no PSII, a energia
residual corresponde ao rendimento quantico total de todos processos de perda energética.
Esta fracao restante pode ser dividida em dois components, Y(NO) and Y(NPQ). Aumentos
nos valores de Y(NO) indicam uma menor habilidade da alga de se proteger contra foto-
danos, enquanto aumentos nos valores de Y(NPQ) correspondem a uma melhor capacidade de
foto-prote¢do (Klughammer and Schreiber, 2008). Portanto, nossos resultados indicam uma
diminuicdo na capacidade de foto-protecdo das algas calcareas incrustantes e de 7. cylindrica
em pH -0.9 mais baixo que o natural nas condigdes atuais.

Apesar dos efeitos negativos observados sobre a fotossintese de algas calcareas
incrustantes e de 7. cylindrica no pH mais baixo, o declinio de pH esperado para o século 21
em seu cenario mais negativo fica dentro da faixa de 0.6 (Dias-Pulido et al., 2012). Dentro
desta variacao de pH, nossos resultados nao indicam efeitos significativos sobre a fotossintese
de todas as algas avaliadas, contrapondo as expectativas de aumentos das taxas fotossintéticas
por macroalgas nao calcificadas diante de maiores concentracdes de CO, (Koch et al., 2013).
Os padrdes observados aqui sugerem que as taxas fotossintéticas sdo saturadas pelas
concentragoes atuais de carbono inorganico (Ci) na agua do mar. Contudo, as informagdes
disponiveis na literatura sdo ainda inconclusivas a este respeito, com estudos indicando
aumento de performance fotossintética de espécies de macroalgas diante de aumentos de
carbono inorganico dissolvido (ver revisao em Koch et al., 2013), enquanto outros ndo
observaram mudangas na performance fotossintética (Israel and Hophy 2002; Hofmann et al.,
2012). Israel and Hophy (2002) sugerem que o mecanismo de concentragao de CO, (MCC)

comumente presente em macroalgas marinhas ¢ o provavel razdo da auséncia de respostas
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fotossintéticas de macroalgas as maiores concentragdes de CO,. A maioria das macroalgas
usam HCOj para fotossintese, com poucas excessoes, independentemente da divisdo a que
pertencem (Koch et al., 2013). Esta habilidade de adquirir HCOj3™ é importante para aumentar
a aquisicao de carbono na agua marinha, onde a difusdao de CO, ¢ limitada. Porém, existem
evidéncias que o uso de CO; aumentou em comparacao ao HCO3™ em condi¢des de aumento
de CO, pela alga verde Ulva sp. (Cornwall el al., 2012). Assim, em um futuro cendrio com
elevadas concentragdes de CO; nos oceanos ocorrerdo aumentos de carbono inorganico
dissolvido (DIC) e alteragdes na proporcao relativa das diferentes espécies de DIC. Neste
cenario, a propor¢ao de CO; tera o maior aumento entre as espécies de DIC de mais de 250%,
enquanto o pool de HCO;™ aumentaré apenas em torno de 24%, mesmo que em quantidades
absolutas ele aumentard mais do que o CO, (Koch et al., 2013). Portanto, esta habilidade de
alterar a proporcao de dependéncia a cada espécie de DIC de acordo com as novas condigdes,
fornece uma alternativa importante em um cenario de altas concentragcdes de CO, porque isso
minimiza a alocagdo de energia utilizada no processo de aquisi¢do de carbono, resultando em
uma possivel vantagem competitiva (Koch et al., 2013).

Estudos recentes com espécies de Halimeda (Ries et al. 2009; Price et al. 2011;
Sinutok et al. 2012) e Padina (Johnson et al. 2012) observaram respostas fotossintéticas
diferentes diante de aumentos nas concentragdes de CO,, contrastando as nossas observagdes
de auséncia de resposta por H. cuneata e P. gymnospora, mesmo no tratamento mais extremo.
Estas respostas conflitantes podem estar relacionadas a diferentes periodos de exposigdo a
altas concentragdes de CO,, e também a variacgdes fisiologicas que podem ocorrer entre
espécies proximas (Porzio et al., 2011). A diversidade genética pode ser um componente
importante na regulagdo das respostas fisioldgicas de macroalgas diante de um cenario de
altas concentragdes de CO,, embora pouco tenha sido relatado sobre o papel da diversidade
genética diante do processo de acidificagdo oceanica até o momento. Portanto estudos futuros
devem considerar, além de outros fatores fisiologicos, o papel da diversidade genética na

resposta destes organismos aos aumentos de temperatura e acidificagdo oceanica.
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Tabela I. Suméario de ANOVA de repeticao realizada com os dados de rendimento quantico
otimo (F,/Fy,) obtidos das macroalgas expostas aos tratamentos de aumento de temperatura.
Valores em negrito representam diferengas significativas como demonstrado pelo teste a

posteriori Student Newman-Keuls (SNK) (n=4).

df MS F p SNK
Algas calcareas incrustantes
Temperatura 3 0.008 0.71 0.55
Tempo 2 0.006 1.65 0.21

Tempo*Temperatura 6 0.006 1.59 0.19
Tricleocarpa cylindrica
Temperatura 3 0.0007 0.25 0.86
Tempo 2 0.17 34.45 0 T3<T2<TI
Tempo*Temperatura 6  0.0018  0.369 0.89
Halimeda cuneata

Temperatura 3 0.016 56 0.012 +1°C>C,+4.5°C
Tempo 2 0.018 2.95 0.07
Tempo*Temperatura 6 0.003  0.624 0.7
Padina gymnospora
Temperatura 3 0.0058 1.65 0.220
Tempo 2 0.016 6.68  0.004 T3 <Tl

Tempo*Temperatura 6 0.0008 0.33 0.91




Tabela II. Sumario de ANOVA realizada com os dados dos parametros fotossintéticos (F/F, € ETRax) € das integrais definidas de rendimento
quantico efetivo (Y(II)) e dos parametros dissipativos YNO, YNPQ e YNPQ/YNO. Valores em negrito representam diferengas significativas (n=
4).

Algas calcareas
incrustantes
df MS F p df MS F p df MS F p df MS F p
3 0.006 5.296 0.014 3 0.004 3.569 0.047 3 0.008 1.702 0.219 0.0004 0.99 0.428
ETRpax 3 0.004 0.243 0.864 3 0.052 0.554 0.655 1.069 0.856 0.49 7.012 2.52 0.107
Y(II) 3 2122 0.218 0.881 3 21.52 0.443 0.726 3474 0.538 0.664 121.28 3.03 0.07
Y(NO) 3 494 4.14 0.031 3 2617 3.813 0.039 333 1.28 0.325 629 0.88 0.478
3 3
3 3

Tricleocarpa cylindrica Halimeda cuneata Padina gymnospora

Fy/Fn

Y(NPQ) 481.9 4.7 0.021 2392 4.017 0.034 96.01 2.373 0.121 2183 0.53 0.673
YNPQ/YNO 1696.3 5.341 0.014 5099 4.418 0.025 119.5 229 0.13 564.6 0.63 0.608

W W W W W
W W W W W W

seb|eoloew ap apepiunwos e aiqos sodslugbodojuy sojoedu) ‘4 ‘Jsutayossg

06
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Tabela III. Parametos fotossintéticos das espécies de macroalgas estudadas apos 24 dias de

exposicdo a diferentes tratamentos de acidifica¢do (n = 4 = desvio padrao).

Tratamentos

T(0) T(-0.3) T(-0.6) T(-0.9)

Algas calcareas incrustantes
FJ/Fun 047 =+ 003 a 049 =+ 0.03 a 047 = 0.05 a 040 0.03
ETR,.x 073 + 0.12 a 076 + 010 a 068 =+ 0.13 a 071 = 0.17
Tricleocarpa cylindrica
FJ/Fun 050 + 005 a 055 £ 005 ab 056 = 0.03 ab 062 =+ 0.01
ETR ax 122 + 041 a 121 = 042 a 097 + 0.13 a 115 + 0.14
Halimeda cuneata
F./Fn 055 £+ 002 a 050 + 005 a 044 <+ 009 a 049 =+ 0.09
ETR.x 466 + 052 a 488 + 0.73 a 432 + 18 a 370 £ 0098
Padina gymnospora
FJ/Fn 065 = 002 a 065 £ 002 a 065 £ 002 a 067 = 0.02
ETR,,, 11.15 + 149 a 960 + 122 a 1103 + 1.68 a 1283 =+ 2.5

H
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Legendas das figuras:

Figura 1. Valores de rendimento quantico 6timo das macroalgas estudadas em resposta aos
diferentes tratamentos de aumento de temperatura, obtidos por trés medigdes (T1, T2 e T3),

durante 15 dias de experimento (n=4 + desvio padrao).

Figura 2. Valores de integrais definidas de rendimento quantico efetivo (Y(II)) e dos
parametros dissipativos YNO, YNPQ e YNPQ/YNO obtidos das espécies de macroalgas
estudadas apos 24 dias de exposicao a diferentes tratamentos de acidifica¢do (n =4 + desvio
padrao). Letras acima das barras indicam diferengas significativas de acordo com o teste de

Newman-Keuls (p <0,05).
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Figura 1
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Figura 2
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os estudos realizados evidenciam os impactos da urbanizagéo costeira sobre
macroalgas em diferentes aspectos, porém correlacionados, o primeiro indicando
alteragdes substanciais de comunidades macroalgais e o segundo demonstrando os
efeitos deletérios da poluigdo por metais pesados sobre a fisiologia do organismo. Ja
com relagao aos efeitos do aumento de temperatura e acidificacdo oceanica sobre a
fotossintese das espécies de macroalgas estudadas, a auséncia de respostas dentro
dos niveis esperados para o século 21, indica uma alta capacidade adaptativa na
fisiologia dessas espécies, diante das diferentes condigdes ambientais avaliadas.

No que concerne as alteragdes de comunidades, os resultados indicam que a
pressao urbana costeira tem levado a reducdes substanciais no numero de
espécies. As redugdes observadas, especialmente de algas calcarias e algas
pardas, normalmente estdo associadas ao desaparecimento de espécies perenes,
de crescimento lento e que sustentam uma grande diversidade de organismos. Por
outro lado, essas algas sao sustituidas por espécies efémeras, oportunistas, de
rapido crescimento, em sua maioria compostas por representantes de algas verdes.
As alteragbes nas comunidades de macroalgas ocorreram em todas as provincias
ficogeograficas, porém quando consideramos apenas os filos, a zona de transigao
nao mostrou diferengas entre areas urbanas e referéncia. Dentre as feoficeas isso
pode ser explicado pela alta contribuicdo de Colpomenia sinuosa nas areas urbanas
dentro desta RF, uma espécie que tem sido associada a areas impactadas. Porém,
as peculiaridades desta regido, que tem caracteristicas tanto da regido temperada
quanto da tropical, parecem ter um papel importante na sustentacdo dos padrbes
observados.

Da mesma forma, a exposigao a metais pesados, um dos principais grupos de

contaminantes em areas urbanas costeiras, causaram efeitos deletérios sobre as
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fungoes fisioldgicas de H. cuneata. A hipotese de que H. cuneata € mais sensivel a
contaminacao por metais em temperaturas que ocorrem no seu limite de distribuicido
foi comprovada. O potencial de recuperacao da espécie visto pela performance
fotossintética foi observado apenas na temperatura de ampla ocorréncia da espécie,
nas latitudes mais baixas. A auséncia de recuperag¢ao nas temperaturas mais baixas
sugere maior vulnerabilidade da espécie nas temperaturas que ocorrem em seus
limites de distribuicdo no Atlantico sul-ocidental.

O estudo dos efeitos dos aumentos de temperatura sobre a fotossintese das
macroalgas calcificadas avaliadas sugere que H. cuneata pode se beneficiar de
aumentos de temperatura modestos, o que poderia proporcionar alteragcdes em
comunidades e em distribuicbes geograficas desta espécie. Por outro lado, outras
espécies testadas se mostraram indiferentes aos aumentos de temperatura durante
o periodo experimental. Com relagdo a acidificacdo por adicdo de CO,, efeitos
significativos somente foram observados em condigbes extremas de pH
substancialmente abaixo do natural. Porém, apesar destas condi¢cdes serem
importantes para se estudar o limiar fisiolégico das espécies e seus mecanismos de
dissipagao energética, declinios de pH desta magnitude s&o improvaveis de ocorrer
ao longo do século 21. Assim, os resultados apresentados aqui demonstram uma
alta capacidade de adaptagao fotossintética das macroalgas testadas diante dos
aumentos de acidez provocados por maiores concentragdes de CO, atmosférico
esperados para este século. Contudo, é importante ressaltar que a fotossintese é
apenas mais um parametro fisiolégico dentre outros igualmente importantes. Por
exemplo, alguns estudos demonstram efeitos deletérios da acidificacédo sobre taxas
de calcificagao, apesar de terem observado melhores performances fotossintéticas.
Assim, outros estudos que avaliem mais aspectos fisioldgicos de macroalgas devem

ser realizados, contribuindo para aumentar nossa capacidade preditiva das possiveis
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alteragbes em comunidades de macroalgas marinhas, diante do processo de
aumento de temperatura e acidificagao oceanica.

Os resultados do presente estudo sugerem a necessidade de politicas
publicas que considerem uma combinagdo de maior eficiéncia no uso do solo,
expansao de esforgos de conservagao de sistemas terra-mar, e técnicas para mitigar
a contaminagao do meio ambiente marinho por poluentes antropogénicos em areas
urbanas, diante do rapido crescimento do processo de urbanizagdo costeira no
mundo, visto que esses fatores de cunho local podem atuar em sinergismo com os
fendmenos globais, exarcebando os efeitos deletérios da urbanizagcéo e poluigao

costeira observados neste estudo.
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reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on
author rights for:

Subscription articles please see
http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities.

Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access

¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

e An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

¢ Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access)

e No Open Access publication fee

All articles published Open Access will be immediately and permanently free for everyone to read
and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to create
extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article
(such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text or data mine
the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the
author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as
to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
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to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the article, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, do
not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and license their
new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work
(such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or
their research funders for each article published Open Access.

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted
articles.

The publication fee for this journal is $2500, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage should
have their manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in which the
English is difficult to understand may be returned to the author for revision before scientific review.
Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-
submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer support site
at http://epsupport.elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses nor
takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our
services or in any advertising. For more information please refer to our Terms & Conditions:
http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three potential
referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used.

Marine Pollution Bulletin has no page charges.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct.

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.
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Abstracts should not exceed 150 words.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Where
relevant these should include the main species concerned, the geographical area and the contaminant.
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These
keywords will be used for indexing purposes.

Please note that the instructions related to Abstract and Graphical abstract still apply to all new
submissions.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in
a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The article should
preferably be written using Elsevier's document class 'elsarticle’, or alternatively any of the other
recognized classes and formats supported in Elsevier's electronic submissions system, for further
information see http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-supported.

The Elsevier 'elsarticle' LaTeX style file package (including detailed instructions for LaTeX preparation)
can be obtained from the Quickguide: http://www.elsevier.com/latex. It consists of the file:
elsarticle.cls, complete user documentation for the class file, bibliographic style files in various styles,
and template files for a quick start. For information about reference management please go to the
document at http://cdn.elsevier.com/assets/pdf_file/0011/109388/elsdoc.pdf and click on the section
'bibliography"'.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
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separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-
click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking
for more information and a full list of supported databases.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference management software

This  journal has standard templates available in key reference management
packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and build upon the
conclusions published in your paper. We recommend that data should be deposited in the data library
PANGAEA (http://www.pangaea.de). Data are quality controlled and archived by an editor in standard
machine-readable formats and are available via Open Access. After processing, the author receives
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an identifier (DOI) linking to the supplements for checking. As your data sets will be citable you
might want to refer to them in your article. In any case, data supplements and the article will be
automatically linked as in the following example: doi:10.1016/0016-7037(95)00105-9. Please use
PANGAEA's web interface to submit your data (http://www.pangaea.de/submit/).

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

e Telephone

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
e If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our ProofCentral system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately - please upload
all of your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may
proceed with the publication of your article if no response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail (the PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet
with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints
at any time via Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints).
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Authors requiring printed copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's
'Create  Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets).

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered
directly from Elsevier.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs at http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

© Copyright 2012 Elsevier | http://www.elsevier.com
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DESCRIPTION

Aquatic Toxicology publishes original scientific papers dealing with the mechanisms of toxicity and
the responses to toxic agents in aquatic environments at the community, species, tissue, cellular,
subcellular and molecular levels, including aspects of uptake, metabolism and excretion of toxicants.

The aim of the journal is to increase our understanding of the impact of toxicants on aquatic
organisms and ecosystems. Studies with aquatic model systems that provide fundamental mechanistic
insight to toxic effects on organisms in general are also welcome. Both laboratory and field
studies will be considered. The mechanistic focus includes genetic disturbances and adaptations to
environmental perturbations, including the evolution of toxicant responses; biochemical, physiological
and behavioural responses of organisms to toxicants; interactions of genetic and functional responses,
and interactions between natural and toxicant-induced environmental changes. The bioaccumulation
of contaminants is considered when studies address mechanisms influencing accumulation. Ecological
investigations that address reasons, possibly also considering their genetic and physiological aspects,
for toxicant-induced alterations of aquatic communities or populations are suitable.

Reports on technique development or monitoring efforts are generally not within the scope of Aquatic
Toxicology, except those concerning new methodologies for mechanistic research with an example of
their application. Identification of toxicants or toxicologically relevant molecules in organisms will be
considered only if the identification is a part of a more comprehensive mechanistic study. Whenever
possible, information of exposure should be based on measured concentrations and not nominal or
assumed ones. Manuscripts reporting acute toxicity data (lethal concentration, LC-50 or lethal dose,
LD-50) as a major finding are usually not considered.

AUDIENCE

Environmental Toxicologists, Marine Biologists, Ecotoxicologists, Biochemical Toxicologists,
Conservationists.

IMPACT FACTOR

2011: 3.761 © Thomson Reuters Journal Citation Reports 2012

AUTHOR INFORMATION PACK 22 May 2013 www.elsevier.com/locate/aqtox 1



ABSTRACTING AND INDEXING

BIOSIS

Chemical Abstracts

Current Contents/Agriculture, Biology & Environmental Sciences
EMBASE

EMBiology

Elsevier BIOBASE

GEOBASE

Marine Science Contents Tables

Scopus

EDITORIAL BOARD

Editors-in-Chief
M.J. Nikinmaa, Dept. of Biology, University of Turku, FI-20014 Turku, Finland, Email: mikko.nikinmaa@utu.fi

R.S. Tjeerdema, Dept. of Environmental Toxicology, College of Agricultural & Environmental Sciences, University
of California at Davis, 4138 Meyer Hall, Davis, CA 95616-8501, USA, Email: rstjeerdema@ucdavis.edu

Review Editor

M. Celander, Dept. of Biological and Environmental Sciences, Goéteborgs Universitet, BOX 463, SE 405 30
Goteborg, Sweden, Email: malin.celander@gu.se

Editorial Board

A. Arukwe, Trondheim, Norway

M.G. Barron, Gulf Breeze, FL, USA

T. Braunbeck, Heidelberg, Germany
K.G. Burnett, Charleston, SC, USA

G.N. Cherr, Bodega Bay, CA, USA

J.K. Chipman, Birmingham, England, UK
K.R. Cooper, New Brunswick, NJ, USA
M.E. Hahn, Woods Hole, MA, USA

D.E. Hinton, Durham, NC, USA

M.O. James, Gainsville, FL, USA

D.M. Janz, Saskatoon, SK, Canada

K.M. Kleinow, Baton Rouge, LA, USA

B. Korsgaard, Odense M, Denmark

G.A. LeBlanc, Raleigh, NC, USA

J.-S. Lee, Seongdong-Gu, Seoul, South Korea
P. Part, Ispra (VA), Italy

F. Regoli, Ancona, Italy

D. Schlenk, Riverside, CA, USA

H. Segner, Bern, Switzerland

I. Sokolova, Charlotte, NC, USA

J. Stauber, Lucas Heights, NSW, Australia
J.]J. Stegeman, Woods Hole, MA, USA
R.J. van Beneden, Orono, ME, USA
W-X. Wang, Kowloon, Hong Kong

K.L. Willett, University, MS, USA

C.M. Wood, Hamilton, Canada

AUTHOR INFORMATION PACK 22 May 2013 www.elsevier.com/locate/aqtox 2



GUIDE FOR AUTHORS
INTRODUCTION

1. Original Research Papers (Regular Papers)
2. Review Articles

3. Short Communications

4. Letters to the Editor

Original Research Papers should report the results of original research. The material should not have
been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Review Articles can be divided into three types:

e Regular reviews covering subjects falling within the scope of the journal which are of active current
interest. These should generally not exceed 12 printed pages (approx. 6000 words).

e Mini-reviews. These will be short reviews or overviews (not exceeding 2-3 printed pages, approx.
1000-1500 words) on topics of above-average emerging interest.

e Commentaries. This label will be given to mini-reviews which clearly contain the personal opinions
of the author concerned. All types of review articles will be solicited by the Reviews Editor, Prof.
M.N. Moore, Plymouth Marine Laboratory, Prospect Place, The Hoe, Plymouth, PL1 3DH, UK. E-mail:
mnm@pml.ac.uk.

Short Communications will be restricted to papers describing short, complete studies. They should
not exceed 3 printed pages, including figures and tables (approx. 1500 words), and should be written
in a continuous style, without subdivisions of introduction, materials and methods, results, discussion
and acknowledgements; they should always begin with a summary. A short communication, although
brief, should be a complete and final publication, and figures and tables from the communication
should not occur in a later paper.

Letters to the Editor should either offer comment on a paper published in the journal, or comment on
any general matter providing that this is relevant to the scope of the journal. In the case of letters
commenting on published papers, the author(s) of the latter will be given the opportunity to react to
the letter and the two items will subsequently be published together in the journal.

BEFORE YOU BEGIN

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

The work described in your article must have been carried out in accordance with The Code of Ethics
of the World Medical Association

(Declaration of Helsinki) for animal experiments http://europa.eu.int/scadplus/leg/en/s23000.htm
; Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical  journals
http://www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm . This must be stated at an appropriate point
in the article.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of a Conflict of
Interest form can be found at: http://elsevier6.custhelp.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923/.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
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authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere
including electronically in the same form, in English or in any other language, without the written
consent of the copyright-holder.

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors must have
materially participated in the research and/or article preparation, so roles for all authors should be
described. The statement that all authors have approved the final article should be true and included
in the disclosure.

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed,
or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the
agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to
the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred
to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access
¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse
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e An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

¢ Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access)

e No Open Access publication fee

All articles published Open Access will be immediately and permanently free for everyone to read
and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC-BY): lets others distribute and copy the article, to create
extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article
(such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text or data mine
the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the
author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as
to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC-BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the article, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, do
not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and license their
new adaptations or creations under identical terms (CC-BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC-BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work
(such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or
their research funders for each article published Open Access.

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted
articles.

The publication fee for this journal is $3300, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage should have
their manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in which the English is
difficult to understand may be returned to the author for revision before scientific review.

Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-
submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer support site
at http://support.elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses nor
takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our
services or in any advertising. For more information please refer to our Terms & Conditions:
http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/aqtox/

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three potential
referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used.

Aquatic Toxicology has no page charges.
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PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your wordprocessor.

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The article should
preferably be written using Elsevier's document class 'elsarticle’, or alternatively any of the other
recognized classes and formats supported in Elsevier's electronic submissions system, for further
information see http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-supported.

The Elsevier 'elsarticle' LaTeX style file package (including detailed instructions for LaTeX preparation)
can be obtained from the Quickguide: http://www.elsevier.com/latex. It consists of the file:
elsarticle.cls, complete user documentation for the class file, bibliographic style files in various styles,
and template files for a quick start. For information about reference management please go to the
document at http://cdn.elsevier.com/assets/pdf_file/0011/109388/elsdoc.pdf and click on the section
'bibliography"'.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.
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e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required of no more than 400 words. The abstract should state
briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separate from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the reference
list. Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be
defined at their first mention in the abstract itself.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of
a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations
that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
e Embed the used fonts if the application provides that option.
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e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

¢ Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.
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Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to:

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; NLM Catalog
(Journals referenced in the NCBI Databases): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals;
CAS (Chemical Abstracts Service): via http://www.cas.org/content/references/corejournals.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
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submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

e Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
e If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files
will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
do everything possible to get your article published quickly and accurately — please let us have all your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with
the publication of your article if no response is received.
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The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. The
PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the journal
cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use. Additional reprints can be
ordered on a reprint order form which will be sent to the corresponding author of the accepted article
by the publisher.

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered
directly from Elsevier.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs at http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

© Copyright 2012 Elsevier | http://www.elsevier.com
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GUIDE FOR AUTHORS
INTRODUCTION

1. Original research articles (Regular Articles)
2. Essay Reviews

3. Monographs

4. Book Reviews

Original research articles should report the results of original research. The material should not have
been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Essay Reviews will deal with tightly defined topics which are highly novel and of particular interest
to the readership of the Journal. These Reviews discuss topics that may be rather dispersed in the
literature, but with a high degree of relevance to experimental marine ecology.

Monographs are comprehensive and integrated studies (up to 100 pages) that represent a detailed
synthesis and in-depth interpretation of results. A small number (2 to 4) of monographs will be
published a year, authors should consult with the editors regarding possible contributions prior to
submission of full monographs.

Book Reviews will be included in the journal on a range of relevant books which are not more than 2
years old. Book reviews will be solicited by the Book Review Editor. Unsolicited reviews will not usually
be accepted, but suggestions for appropriate books for review may be sent to the Book Review Editor:

I. Marsden,

University of Canterbury,
Private Bag 4800,
Christchurch,

New Zealand

BEFORE YOU BEGIN

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of a Conflict of
Interest form can be found at: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere
in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Contributers

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors must
have materially participated in the research and/or article preparation, so roles for all authors should
be described. The statement that all authors have approved the final article should be true
and included in the disclosure.

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:
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Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed,
or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum.

This journal offers authors a choice in publishing their research: Open Access and Subscription.

For Subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright, see http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be
sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

For Open Access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License
Agreement' (for more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted
reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on
author rights for:

Subscription articles please see
http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities.

Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access
¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse
e An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder
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Subscription

¢ Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access)

e No Open Access publication fee

All articles published Open Access will be immediately and permanently free for everyone to read
and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to create
extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article
(such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text or data mine
the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the
author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as
to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the article, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, do
not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and license their
new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work
(such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or
their research funders for each article published Open Access.

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted
articles.

The publication fee for this journal is $2500, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage should have
their manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in which the English is
difficult to understand may be returned to the author for revision before scientific review.

Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-
submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing for more information. Please note
Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, goods or services offered by
outside vendors through our services or in any advertising. For more information please refer to our
Terms & Conditions: http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/jembe/

Please submit, with the manuscript, the names and addresses of four potential referees.

Journal of Experimental Marine Biology and Ecology has no page charges.

PREPARATION
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It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The article should
preferably be written using Elsevier's document class 'elsarticle’, or alternatively any of the other
recognized classes and formats supported in Elsevier's electronic submissions system, for further
information see http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-supported.

The Elsevier 'elsarticle' LaTeX style file package (including detailed instructions for LaTeX preparation)
can be obtained from the Quickguide: http://www.elsevier.com/latex. It consists of the file:
elsarticle.cls, complete user documentation for the class file, bibliographic style files in various styles,
and template files for a quick start. For information about reference management please go to the
document at http://cdn.elsevier.com/assets/pdf_file/0011/109388/elsdoc.pdf and click on the section
'bibliography"'.

Manuscripts should be typewritten with numbered lines, with wide margins and double spacing
throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript,
including the title page, references, tables, etc., should be numbered in the upper right-
hand corner. However, in the text no reference should be made to page numbers; if necessary, one
may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.
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Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Glossary
Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your article.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separate from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but
if essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-standard
or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first
mention in the abstract itself. Abstracts must not be longer than 400 words.

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.

2. All biota (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific names
when the English term is used, with the exception of common domestic animals.

3. The first mention of the scientific names of the species used in the work - in title or text - should
be accompanied by the taxonomic authority unless they can all be referred to a general work in which
the authorities are given. Scientific names of species referred to in other studies need no authority.
Generic names should only be abbreviated when immediately preceded in the text by the mention
of the same species or another of the same genus.

4. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

5. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

6. When referring to salinity, please do not use units i.e. no PSU or 0/00. Please use "a salinity of
X, or salinity" instead of adding units.

GenBank/DNA sequence linking. DNA sequences and GenBank Accession numbers Many Elsevier
journals cite "gene accession numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers
refer to genes or DNA sequences about which further information can be found in the databases at
the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier
authors wishing to enable other scientists to use the accession numbers cited in their papers via links
to these sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number in
bold, underlined text. Letters in the accession number should always be capitalised. (See Example
1 below). This combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to recognize the
relevant texts as accession numbers and add the required link to GenBank's sequences.

Example 1: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), a B-cell tumor
from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter or number
can result in a dead link.

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or underlined
(see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), a B-cell tumor
from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy, the accession humber text will be linked to the appropriate
source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from the article (see
Example 3 below).

Example 3: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, A1632198, and BF223228), a B-cell tumor

from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma
(GenBank accession no. AA361117)".

1. Formulae should be typewritten, if possible. Leave ample space around the formulae.
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2. Subscripts and superscripts should be clear.
3. Greek letters and other non-Latin or handwritten symbols should be explained in the margin where
they are

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic Artwork

eMake sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

eSave text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

*Only use the following font in your illustrations: Arial.

eNumber the illustrations according to their sequence in the text.

eWhen labelling composite figures, please label as A,B,C, etc. in Arial font, positioned on the upper
left corner, on the panel whenever possible. Please do not include any periods, parentheses, etc.
eUse a logical naming convention for your artwork files.

eProvide captions to illustrations separately.

eProduce images near to the desired size of the printed version.

eSubmit each figure as a separate file.

eExtra frames and boxes around figures should be eliminated.

Please include only X and Y (and Z if applicable) axes. Background lines on figures should only be
included when absolutely necessary.

eLegend material and explanations of symbols, etc. should be on the panel, not hanging off to the side
of the figure. No frame is necessary. If this material does not fit on the panel, it should be included
in the actual figure legend.

eSubmitting figures as they are printed from Excel or other spread sheets is not acceptable formatting
for publication.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is'.Please do not:

eSupply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
eSupply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color Artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition high-
resolution black and white versions of all the color illustrations. Simply printing color as black and
white is not acceptable.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management
packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:
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Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and build upon the
conclusions published in your paper. We recommend that data should be deposited in the data library
PANGAEA (http://www.pangaea.de). Data are quality controlled and archived by an editor in standard
machine-readable formats and are available via Open Access. After processing, the author receives
an identifier (DOI) linking to the supplements for checking. As your data sets will be citable you
might want to refer to them in your article. In any case, data supplements and the article will be
automatically linked as in the following example: doi:10.1016/0016-7037(95)00105-9. Please use
PANGAEA's web interface to submit your data (http://www.pangaea.de/submit/).

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
e E-mail address

e Full postal address

e Phone numbers

The cover letter must include a declaration that all authors agree to the submission
All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

e All tables (including title, description, footnotes)
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Further considerations:

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
e Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
e If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our ProofCentral system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately - please upload
all of your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may
proceed with the publication of your article if no response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail (the PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet
with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints
at any time via Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints).
Authors requiring printed copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's
'Create  Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets).

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered
directly from Elsevier.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs at http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.
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