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entre os meses de junho e setembro ha enriquecimento devido as maiores temperaturas. Extraido
00 ClAark & FritZ (1997). cceeeeeueiiireeiiiieeenierteenneereransesteenssessessssessesnssessesnssesssnssssssssnsssssssnssesssnnssesssanssssssnnnne 69

Figura 18: Esquema dos processos envolvidos no fracionamento isotépico de oxigénio durante o
ciclo da agua, para lagos e nos tecidos vegetais, em regido tropical. Traduzida de Crespin (2008)........... 70

Figura 19: Relagdo entre 8§°H e 60 para a média de precipitagdo global (dgua metedrica),
modificada de ROzZanski €t Al. (1993)......ciieeuierreeuierreeneereennieereeeseereenseseessssessessssssssssssssssssssssssnsssssssnses 71

Figura 20: Caixa tracejada: Etapas realizadas no Centre Europeén de Recherche et de Enseignement
des Géosciencies de I’Environnement, Université Paul Cezanne/Aix-Marseille lll, Aix-en-Provence,
L - T [ of TR 72

Figura 21: Imagem indicando a localizacdo da Lagoa Verde (Fazenda Porto Brasil, 17°42'16.00"S,
46°23'31.70"W) no municipio de Lagoa Grande, regido de Jodo Pinheiro (MG). Fonte: Google Earth
em 10 de novembro de 2010. A direita, um espécime de Metania spinata encontrada na margem
= ot T U 74
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Figura 22: a) saco confeccionado de tule em cor escura usado como substrato artificial para
crescimento esponjas. b) colocacdo de ndédulos de gémulas no substrato natural seco (restos
vegetais principalmente) juntamente com uma pedra para manter o substrato artificial no fundo
da coluna d’agua. c) amarragdo do substrato artificial no transecto. d) transecto com os substratos
artificiais passando ao lado da régua feita de cano de PVC contendo tarjas de 10 cm. Tarjas

vermelhas destacavam niveis de 1 e 2 metros, observaveis a distancia. ........cccceuveereeeniiireenceireeneennennn.

Figura 23: a) Coleta de amostra de agua para andlise de elementos maiores e menores filtrada em
filtro de malha de 0,45um. b) conserva-se adicionando 3 a 5 gotas de acido nitrico. Ao lado

observa-se a maleta do equipamento Ultrameter™ utilizado nas medigdes fisico-quimicas..................

Figura 24: a) amostra de agua para analise isotopica de oxigénio em vidro ambar para evitar
fotossintese, e fechada dentro da agua para evitar formacdo de bolhas de ar. b) verificacdo de
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Figura 25: a) representacdo da estrutura da silica organizada pelo grupo nitrogenado da proteina
formadora de espiculas nos esclerdcitos. Fonte: Coradin & Lopez (2003). b) No centro da formacgao
da opala se concentram moléculas organicas que formam o eixo axial. Este eixo é de dificil acesso
aos acidos durante o processo de purificagdo, sendo este um dos motivos de longa duragdo da Fase
de oxida¢ao da matéria organica. c) foto de fragmento de matéria organica e em luz polarizada. d)

Foto de fragmento mineral e em luz polarizada. Fotos: Matteuzzo (2012), CEREGE...........ccccccerveeuernnnnen.

Figura 26: Representacdao esquematica da estrutura da biosilica e os atomos de oxigénio, na
periferia da molécula, sdo facilmente trocados por outros do mesmo elemento em contato com o

ar atmosférico ou com uma solugao. Fonte: Hecky et al.(1973) apud Leng & Sloane (2008)...................

Figura 27: Linha de Troca Isotdpica Controlada instalada no CEREGE/Franga. Traduzida de Crespin

(2008). «.eoveereeieceieasessessssesesssssssssasss st s sstssssssassssassssstasss st s s st s s bt st st ae st st e s bt et et s s eb s asssssaetetassesas

Figura 28: a) Linha de troca isotopica controlada (CIE). b) porta-amostras de 3,0 x 3,5 cm comporta
até 29 amostras de po de silica (fitélitos, diatomaceas ou espiculas de esponjas) de peso
aproximado de 1,5 mg. c) termostato regula a temperatura da agua de composigdao isotdpica
conhecida em um balao de vidro, acoplado ao tubo de vidro inserido em forno onde se encontra o
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Figura 29: Linha de extragao de oxigénio por fluorinagdo-laser do Laboratdrio de Isotopos Estaveis
do CEREGE/Franca. a) desenho esquematico, traduzida de Crespin (2008). b) foto da linha de

extracao em funcionamento, com armadilhas mergulhadas em N, liquido. .......ccccceeiiimiiiiinniiciiiennienes

Figura 30: Sequéncia dos equipamentos utilizados na preparagdao, extracdo e andlise da
composicao isotopica de oxigénio: a) linha de troca isotdépica controlada (CIE). b) linha de Extragao
de Oxigénio por Fluorinagao-Laser. c) espectrometro de Massa de Razdes Isotdpicas (IRMS) que
analisa a composicdo isotdpica do oxigénio extraido das espiculas ou da agua de formagao das
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RESUMO

Esponjas de &agua doce (Porifera, Demospongiae) sdo produtoras de estruturas de biosilica
denominadas espiculas, com extraordinario valor taxonémico, e que podem apresentar-se em mais de
uma categoria, conforme a espécie, tendo reconhecida utilizacdo como marcadores ambientais. As
populagdes dessas esponjas vivem em condi¢fes ambientais especificas e mudancas nestes ambientes
provocam respostas que se traduzem na producdo das diferentes categorias de espiculas. As espiculas
sdo depositadas e preservam-se no sedimento de ambiente limnico apds a morte da esponja. Quando
hé& grandes concentragdes de espiculas no sedimento, estes constituem espongilitos. Os depésitos de
espongilitos no noroeste de Minas Gerais (Brasil) sdo extensos, ocorrendo em aproximadamente 80
lagoas circulares ou semicirculares, e ocupam uma é&rea de cerca de 45 Km? Os espongilitos
representam recurso mineral importante na industria cerdmica. O processo de formacdo dos
espongilitos dessa regido ocorre ha pelo menos 28 mil anos, havendo ainda hoje populacdes de
esponjas que continuamente contribuem para os depositos de espiculas. Para compreender a formagéo
dos depdsitos, € necessario estudar o ciclo de vida dos organismos que os formam. O conhecimento
ecoldgico relacionado as esponjas, bem como a caracterizacdo das diferentes espiculas e a sua relagdo
com o ambiente em que se formaram, trazem informagdes fundamentais sobre as condigdes
paleoambientais de deposi¢do dos sedimentos formadores de espongilitos. Tais informacGes podem
indicar se havia disponibilidade constante de agua, ou se ocorriam eventos de estiagem. Biosilicas de
diatoméceas e fitolitos tém sido intensamente estudadas através de técnicas de analises de isétopos de
oxigénio, que mostram uma relagdo termodependente com o valor de sua composicéo isotdpica menos
o valor da composicédo isotopica da dgua em que se formou. Estas técnicas permitem determinar as
condigdes térmicas durante a formacdo dos depositos no passado através das biosilicas sedimentadas.
Neste sentido, testar a técnica de analise de isétopos de oxigénio em silica biogénica de esponjas visa a
sua validacdo como marcadora da paleotemperatura se o fracionamento isotépico em espiculas ocorre
em equilibrio com a agua da sua formagdo. A Lagoa Verde, no noroeste de Minas Gerais onde a
espécie Metania spinata (Carter, 1881) ocorre atualmente em abundancia, foi selecionada para este
trabalho, sendo esta espécie a que mais contribuiu para a formacdo dos depoésitos de espongilitos.
Tanto os estudos ecoldgicos da esponja nesta regido, como as técnicas de is6topos de oxigénio,
tiveram por objetivo contribuir para a interpretacdo paleoambiental durante a formacdo dos
espongilitos. O estudo ecol6gico de M. spinata, que produz quatro categorias de espiculas ao longo do
seu ciclo biologico (megascleras alfa e beta, microscleras e gemoscleras) determinou a época de
eclosdo das gémulas, o desenvolvimento dos espécimes, a formacdo das gémulas e a morte sazonal das

esponjas. A partir de um dado momento do ciclo de vida, as esponjas amostradas apresentaram uma
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sequencia temporal de sintese de diferentes categorias de espiculas, relacionadas com a precipitacao de
chuvas, concentracdo de silicio, nivel d’agua da lagoa, temperatura d’agua e balango entre a entrada e
saida de agua no sistema calculada de forma indireta (precipitacdo — evapotranspiracdo). As diferentes
fungdes de cada espicula colaboram com as paleointerpretacbes onde hé& sedimentos com diferentes
composicOes espiculares. Os testes de andlise isotopica de oxigénio nas espiculas das esponjas
apresentaram resultado inverso (+0,3%0/°C) aos estabelecidos para diatomaceas e fitdlitos (-0,2 a -
0,4%0/°C). O resultado sugere um fracionamento cinético, de causa bioldgica. Entretanto, a relagdo
entre a composicdo isotopica das espiculas com a composicdo isotdpica da dgua do momento da
amostragem é diretamente proporcional e incita atencdo (R?=0,8, p<0,01). Novos testes se fazem
necessarios para compreender se ap0s a morte da esponja e consequente depdsito das espiculas, estas
podem sofrer alteragBes isotopicas com 0 meio, ou Se a assinatura isotopica das espiculas é
proporcionalmente fiel & composic¢do isotopica da a&gua enquanto houver atividade fisiologica da
esponja e, portanto, dependente da acdo de enzimas especificas da sintese (silicateina) e

remodelamento (silicase) da biosilica.
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ABSTRACT

Freshwater sponges (Porifera, Demospongiae) are producers of biosilica structures called spicules,
with extraordinary taxonomic value and can be presented in more than one category, depending on the
species, having recognized use as environmental markers. Populations of sponges live in specific
environmental conditions and changes in these environments provoke responses that result in the
production of various categories of spicules. The spicules are deposited and preserved in the
limnological sediment after the death of the sponge. Sediments with high concentrations of spicules
form the spongilite deposits. Spongilite deposits in northwestern Minas Gerais (Brazil) are extensive,
occurring in approximately 80 ponds circular or semicircular, and occupy an area of about 45 km?,
The spongilite represent important mineral resource in the ceramic industry. The process of formation
of spongilitein in this region occurs for at least 28,000 years and even now populations of sponges
continually contribute to the deposits of spicules. To understand the formation of the spongillite
deposits, it is necessary to study the life cycle of the sponges. The ecological knowledge related to
sponges, as well as the characterization of different spicules and their relationship with the
environment in which they were formed, bring fundamental information about the paleoenvironmental
conditions of deposition of sediments that form the spongilite. Such information may indicate whether
there was constant availability of water, or drought events occurred. Diatoms and phytoliths biosilicas
have been intensively studied by techniques of analysis of oxygen isotopes, which show a thermal
dependent relation to the value of their isotopic composition less the value of the isotopic composition
of the water in which they were formed. These techniques allow to determine the thermal conditions
during the formation of deposits in the past through the sedimented biosilicas. Analysis of oxygen
isotopes technique in biogenic silica of sponges aims to validate paleothermal marker when the
isotopic fractionation in spicules occurs in equilibrium with the water in which they are formed. The
Green Lagoon in northwest of Minas Gerais where Metania spinata (Carter, 1881) species currently
occurs in abundance, was selected for this work. The Metania spinata species contributed most to the
spongilite deposits. Both ecological studies of sponge in this region as the techniques of oxygen
isotopes, aimed to contribute to paleoenvironmental interpretation of spongillite deposits. The
ecological study of M. spinata, which produces four spicules categories throughout its life cycle
(megascleras alpha and beta, and microscleras gemoscleras) determined the time of hatching of
gemmules, the development of the specimens, the formation of gemmules and death seasonal sponges.
From a given point in the life cycle, the sponges sampled showed a temporal sequence of synthesis of
different categories of spicules, related to precipitation, the concentration of silicon, water level, water

temperature and balance between the input and water outlet in the system calculated indirectly
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(precipitation - evapotranspiration). The different functions of each spicules collaborate with
paleointerpretations where there are sediments with different spicular compositions. Isotopic analysis
of oxygen in the spicules of sponges showed an opposite result (+ 0.3 %0/°C) to those for diatoms and
phytoliths (-0.2 to -0.4 %./°C). The result suggests a kinetic fractionation of biological cause.
However, the ratio between the isotopic composition of spicules with the isotopic composition of
water of simultaneous sampling is directly proportional and calls attention (R? = 0.8, p <0.01). Further
tests are needed to understand if after the death of sponge and consequent deposit of their spicules,
they can undergo isotopic changes with the environment, or if the isotopic signature of spicules is
proportionally faithful to the isotopic composition of water while there is physiological activity of the
sponge and thus, dependent on the action of specific enzymes in the synthesis (silicateina), and

remodeling (silicase) of biosilica.
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RESUME

Les éponges d’eau douce (Porifera, Demospongiae) produisent des structures siliceuses appelées
spicules, dont la morphologie a une valeur taxonomique et environnementale. Les éponges proliférant
dans des environnementaux différents produisent en effet des spicules de morphologie différente. A la
mort de I’éponge, les spicules se déposent et se conservent dans les sédiments lacustres, palustres ou
de riviére. Les sédiments trés concentrés en spicules sont dénomés spongilites. Des spongilites sont
présents en abondance dans le nord-ouest de I’Etat de Minas Gerais (Brésil), sur une superficie
d'environ 45 km?. Ils constituent les sédiments d’environ 80 bassins semi-circulaires. Ces spongilites
représentent une ressource minérale importante pour l'industrie céramique. Ces spongilites se sont
formés au cours des derniers 28 000 ans. Certains sont aujourd’hui en cours de formation. Afin de
comprendre la formation de ces dépdts, il est nécessaire d’étudier le cycle de vie des éponges
productrices ainsi que les relations entre abondance, morphologie, géochimie des spicules et
parameétres environnementaux. La composition isotopique en oxygéne (8'0) des silicates biogéniques
tels que diatomées et phytolithes est communément mesurée. Des travaux récents ont mis en évidence
une relation négative thermo-dependante entre la composition 'O des silicates et la composition 50
de I’eau de formation montrant que 1’équilibre isotopique est atteint lors de la précipitation. Compte-
tenu de cette relation, la composition 80 des diatomées et phytolithes peut étre utilisée come
marqueur paléoenvironnemental. Cette relation n’a jamais été testée pour les spicules d’éponges d’eau
douce. Dans le cadre de cette thése, nous avons testé si les spicules produites aujourd’hui dans un petit
lac du nord-ouest du Minas Gerais précipitaient en équilibre isotopique avec I’eau du lac. Lagoa Verde
est colonisé par ’espéce Metania spinata (Carter 1881). Cette méme espéce a abondamment contribué
aux dépdts fossiles de spongilites. Dans un premier temps nous avons effectué le suivi écologique de
M. spinata, qui produit quatre catégories de spicules tout au long de son cycle de vie (alpha et béta-
megascleres, microscleres et gemoscleres). Les 4 catégories produites pendant le cycle de vie ont des
differents fonctions, liés aux évenements d'éclosion des gemmules, de développement des spécimens,
de formation des gemmules et de mort des éponges. Nous montrons que ces 4 étapes se développent
en fonction de changements environnementaux saisonniers traduits par des variations i) de 1’équilibre
entre précipitation et évaporation, ii) de la température de l'eau et iii) de la concentration en silicium
dissout. Ces relations sont en accord avec les interprétations paléoenvironnementales précédamment
tirées des assemblages de spicules fossiles. La composition 8*0 des spicules montre une relation
thermo-dépendante positive avec la composition 3°0 de I’eau (coefficient de fractionnement de + 0,3
%0/°C). Cette relation est I’inverse de celle obtenue pour les diatomées et phytolithes (coefficient de

fractionnement de -0,2 a -0,4 %0/°C), et montre que 1’équilibre isotopique n’est pas atteint lors de la
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précipitation des spicules de M. spinata. Ce résultat suggere un fractionnement cinétique d’origine
biologique. Une hypothése est que les 2 enzymes silicase et silicatein qui, respectivement,
depolymerise et réorganise le réseau siliceux des spicules de fagon continue, contribuent a donner aux
assemblages 1’empreinte 80 et la température de la derniére eau de formation. Cependant d’autres
parametres, co-variant avec la température, comme la concentration en silicium dissout, doivent étre
considérés avant d’utiliser une valeur de coefficient de fractionnement cinétique en vue de

reconstitutions paléoenvironnementales.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

1.1- APRESENTACAO

A Regido Noroeste de Minas Gerais, mais especificamente os municipios de Jodo Pinheiro e Lagoa
Grande, apresentam uma extensa ocorréncia de rocha sedimentar classificada como espongilito, cuja
formacdo estd atrelada a grande quantidade de espiculas de esponjas de agua doce (Porifera)
acumuladas e sedimentadas em um complexo de lagoas ao longo do territdrio destes municipios.
Espiculas dessas esponjas sdo depositadas no fundo das lagoas ao longo de milhares de anos,
juntamente com diatomaceas e outros sedimentos como argila, areia e silte, formando a posteriori a

rocha denominada espongilito (Dias et al., 1988).

Os trabalhos de Almeida et. al (2009) e Almeida et. al (2010) levantaram informagdes sobre a
caracterizacdo das espongofacies recuperadas em lagoas da regido de Jodo Pinheiro (MG) e a variagdo
das assembléias pretéritas de esponjas entre as facies, sugerindo uma variacdo ambiental na época de
formac&o destes depdsitos durante o Pleistoceno Superior e Holoceno. As espécies encontradas foram
as mesmas ja detectadas por Volkmer-Ribeiro & Motta (1995) em jazidas de espongilitos no Triangulo
Mineiro: Metania spinata Carter (1881), Dosilia pydanieli Volkmer-Ribeiro (1992), Trochospongilla
variabilis Bonetto & Drago (1973), Corvomeyenia thumi Traxler (1895), Heterorotula fistula
Volkmer-Ribeiro & Motta (1995) e Radiospongilla amazonensis Volkmer-Ribeiro & Maciel (1983).

O conhecimento ecoldgico das esponjas formadoras de espongilitos auxilia na compreensdo de como
ocorre a formacao desses depositos, e contribui para a interpretacdo de espongofacies, por meio da
composicao das assembleias de espiculas de diferentes categorias, sugerindo as caracteristicas do

ambiente passado.

Analises isotdpicas em biosilicas auxiliam na compreensdo da paleotemperatura e da 61BOégua, sendo
que os primeiros protocolos de andlise por Fluorination-Laser-IRMS (Isotope Ratio Mass
Spectrometry), sobre silica biogénica como fit6litos e diatomaceas para a extracdo do oxigénio, foram
desenvolvidos por Alexandre et al. (2006) e Crespin et al. (2006, 2008). No caso das espiculas de
esponjas, 0s primeiros resultados de adaptacdo dos protocolos de ataque a laser para os fitélitos e
diatoméceas mostrou-se promissor, favorecendo o avango desta pesquisa, considerando que até o
presente momento nenhum estudo de analise 80 foi efetuado em espiculas de esponjas continentais,
salvo uma Unica medicéo realizada por Jochum et al. (2012). Para isso, é necessario verificar se o fator
de fracionamento utilizado para os fitolitos e diatomaceas (Labeyrie & Juillet 1982, Webb &

Longstaffe 2003) é aplicavel para essas espiculas.
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1.1-1. Justificativa

Visto que a ocorréncia e proliferacdo de esponjas de dgua doce estdo condicionadas a flutuacdo do
nivel da 4gua, a temperatura, a turbidez, a iluminacéo e a disponibilidade de nutrientes (Frost, 1991), o
monitoramento das esponjas atuais pode oferecer indicacBes das condi¢des de formacgdo dos
espongilitos no passado. Neste monitoramento, as condicGes ambientais atreladas a resposta das
esponjas em termos de época de proliferacdo e abundancia, diferenca temporal na composicdo de
espiculas, geracdo de gémulas (corpos de resisténcia a estacdo seca), e a morte estacional, indicariam
condigdes ambientais semelhantes no Pleitoceno Superior e Holoceno. Neste contexto se insere
também o estudo de adaptagéo de protocolos de purificagdo de silica biogénica para analises isotopicas
de oxigénio em espiculas através da fluorinacdo a laser seguido da IRMS, verificando se o fator de
fracionamento durante a formag&o da biosilica nestas esponjas de 4gua doce de regido tropical se da

em equilibrio isotdpico com a agua de sua formacao.

Para melhor compreender as condigdes de formagdo dos espongilitos e suas caracteristicas, o estudo
ecoldgico, o monitoramento do ciclo anual das esponjas e dos aspectos ambientais onde vivem, além

da utilizacdo de técnicas de is6topos de oxigénios sao ferramentas fundamentais.

1.1-2. Objetivos

O objetivo geral desta pesquisa visou compreender como a espécie de esponja Metania spinata
responde ao ambiente no decorrer de um ciclo biol6gico anual, e as variaveis ambientais atreladas a
eclosdo de suas gémulas, desenvolvimento dos espécimes, producéo de novas gémulas e morte, com a
correspondente producdo das diferentes categorias de espiculas, além de realizar analises isotopicas de
oxigénio nas espiculas das esponjas e na agua em que essas se formaram. Neste contexto, 0s objetivos

especificos foram:

a) Desenvolver um substrato artificial em que as esponjas pudessem crescer e serem monitoradas

in situ.

b) Coletar informacgdes ambientais in situ como temperatura d’agua, flutuagdo do nivel d’agua,

pH, condutividade, e outros parametros fisico-quimicos da agua, etc.
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c)

d)

€)

1.1-3.

Sintetizar dados meteoroldgicos da localidade através de informacdes cedidas pelo Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET).

Coletar &gua e realizar analises isotdpicas de oxigénio e analises de elementos quimicos

dissolvidos (Elementos maiores, menores e tracos).

Coletar esponjas para taxonomia, realizar caracterizagdo de assembleia de espiculas, medicGes
de espiculas, e obtencdo de espiculas puras seguido de analises isotopicas de oxigénio.

Hipoteses

O presente trabalho buscou testar as seguintes hipéteses:

a)

b)

d)

Um substrato artificial mantido in situ tem condi¢des semelhantes ao dos substratos naturais

para o desenvolvimento das esponjas.

O desenvolvimento das esponjas nesses substratos artificiais se da tanto através das gémulas

colocadas em seu interior como de gémulas ou larvas presentes no ambiente.

Condicbes hidrologicas e os elementos dissolvidos apresentam importantes condigdes
vinculadas aos diferentes estagios de desenvolvimento das esponjas.

Fatores ambientais especificos apresentam relacdo com o periodo de eclosdo das gémulas,

incrustacao e crescimento nos substratos inseridos, gemulagdo e morte sazonal das esponjas.

A composicdo isotdpica das espiculas indica fracionamento em equilibrio isotépico com a sua

agua de formacdo, podendo ser utilizada na interpretacdo da temperatura do paleoambiente.
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1.2- LOCALIZACAO, CARACTERIZACAO GEOLOGICA, CLIMA E VEGETACAO

1.2-1. Localizacdo e Caracterizacdo Geoldgica

O local de estudo fica no municipio de Lagoa Grande, proximo a cidade de Jodo Pinheiro, situado no
Noroeste de Minas Gerais. Os depdsitos de espongilito se distribuem sobre uma superficie de cerca de
45 Km?® Pesquisas geoldgicas (Geoexplore 1996) revelaram a existéncia de 83 depdsitos de
espongilitos constituindo uma reserva de 5,8 milhGes de toneladas. Apresentam formas lenticulares,
ocorrentes nas depress@es lacustres rasas. Alguns destes lagos sdo perenes, outros nao, em funcao da
estacdo sazonal. A forma dessas depressdes pode ser relacionada a feicBes carsticas tipicas de um
relevo carstico maduro (Almeida et al. 2010). A espessura dos depositos varia de 2,5 a cerca de 5 m
(Almeida et al. 2009).

Na area do estudo observa-se o dominio de coberturas elGvio-coluviais (terciarios/quaternarios),
compostos por sedimentos areno-argilosos inconsolidados (Almeida et al., 2009). Segundo
mapeamento de Oliveira et al. (2002), estes sedimentos cenozoicos tém como substrato as rochas do
Grupo Bambui e da unidade Pré-Bambui e, nas adjacéncias, as rochas do Grupo Areado indiviso
(Figura 1).
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Figura 1: Localizacdo e mapa geoldgico da regido de Jodo Pinheiro-MG, mostrando a distribuicdo das rochas e
unidades correlatas da area estudada, e seta apontando lagoa estudada (Modificado de Oliveira et al., 2002).

Atualmente subsistem nessas lagoas algumas espécies de esponjas que constituiram os depdsitos de
espongilito e que contribuem, continuamente, para a formacdo de sedimento atual rico em espiculas
silicosas (Almeida et al., 2009).

Lagoa Verde (17°42'16"S; 46°23'32"W; 572 metros a.n.m., Minas Gerais, Brasil) esta localizada entre
as lagoas da regido e apresenta abundante populacdo de Metania spinata. No periodo de cheia, a lagoa
tem uma area de superficie de 0.220 km2. De 2010 para 2011, o desnivel entre a época cheia e época
seca foi de 1,6 metros (Figura 2). A vegetacdo aquatica é diversa. Dentre estas plantas, ha uma que
domina o centro da lagoa com habito emergente onde permanece agua na estacdo seca: Eleocharis
interstincta. Esta planta constitui o substrato vegetal mais importante para a fixacdo das esponjas. Na
periferia das margens ha uma variedade de Poaceae e Cyperaceae, onde as esponjas também se fixam
quando a agua atinge altos niveis no verdo. A regido marginal da lagoa, onde ha exposicdo do
sedimento na época seca, formando espelho d’agua na época cheia, € colonizada por varias espécies de
macrofitas aquéticas submersas fixas e flutuantes livres (dentre estas ao menos trés espécies de
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Utricularia). Apesar da diversa vegetagdo temporéria neste local propicio para o desenvolvimento da
M. spinata, as esponjas raramente as utilizam como substrato, preferindo se fixarem diretamente no

sedimento de fundo da lagoa.

Figura 2: Lagoa Verde na época chuvosa e no periodo seco.

1.2-2. Clima e vegetacao

O clima predominante da regido é tropical, com duas estacfes bem definidas, sendo uma seca e outra
chuvosa. Praticamente ndo chove entre maio e setembro. A dinamica climatica regional, por meio de
um sistema de alta pressdo semi-estacionaria, cujo centro localiza-se no Atlantico Sul, confere notéria
estabilidade atmosférica a regido ao longo de um extenso periodo do ano. Sobre o continente, esse
sistema - Anticiclone Subtropical do Atlantico Sul (ASAS) — constitui uma massa de ar seco,
relativamente quente e quase totalmente desprovido de nuvens (Tubelis & Nascimento, 1992).
Veranicos sdo comuns entre 0s meses de janeiro e fevereiro nesta regido, devido a acdo mais intensa
do ASAS, consistindo de uma interrupcdo temporaria da precipitacdo durante a estagdo chuvosa. Este
cenario pode vir a apresentar alteragdes mediante mudancas de uso e ocupacao do solo, e a conversdo
do cerrado em pastagens, e reduzir a precipitacdo em 10%. Neste caso 0s veranicos podem se tornar
mais frequentes e a temperatura média do ar superficial pode aumentar 0,5% (Klink & Machado,
2005).
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As imagens de satélite (GOES-12) foram selecionadas para mostrar a predominancia, més a més, da
cobertura da regido por nuvens das condi¢des meteoroldgicas da regido (Figura 3).

MAR z_oﬁ"

Figura 3: Imagens de satélite GOES-12 selecionadas mostrando as condigcdes meteorologicas caracteristicas de
cada més. Periodo chuvoso de outubro & abril. Periodo seco de maio & Setembro com precipitagdo ~ 0 mm.
Estiagem chamada “veranico”, em meio ao periodo chuvoso, ocorre entre final de Janeiro e Fevereiro causando
uma queda bruta das precipitagdes.

A precipitacdo anual no periodo deste estudo, de agosto de 2010 a julho de 2011, foi de 1697 mm
(Figura 4), predominando entre os meses de outubro a abril (Plataforma de Coleta de Dados n°83481,
Jodo Pinheiro-MG, INMET). Normais climatoldgicas (1961-1990) apontam uma precipitacdo anual
média de 1562 mm (INMET). As precipitagdes ocorrem sob a forma de chuvas convectivas devido ao
deslocamento da Zona de Convergéncia do Atlantico Sul (ZCAS) e o influéncia da massa de ar
tropical maritimo (mT).
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Figura 4: As barras representam a precipitagdo mensal (mm), e as linhas representam a umidade relativa (%),
temperature atmosférica maxima, média e minima (°C) entre agosto de 2010 e julho de 2011. Informagdes
adquiridas pelo site do Instituto Nacional de Metereologia INMET, Plataforma de coleta de dados n°83481, Jodo
Pinheiro-MG.

A vegetacédo local constitui-se por cerrado, predominantemente a fitofisionomia Cerrado senso stricto
(Veloso et al.1991). Apesar dos disturbios antropicos ao redor da area (plantacdo de eucalipto, gado e
mineragdo), animais selvagens como as antas (Tapirus terrestris), o maior mamifero terrestre do
Brasil, capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), o maior roedor do mundo, e ainda oncas-pardas
(Puma concolor), tatus (Euphractus sexcintus) e outros animais ocorrem no local (Marinho-Filho et al.

2002; observacdes de pegadas na margem da lagoa), caracterizando um refagio para a fauna local.

1.3-ESTADO DA ARTE
1.3-1. O Espongilito

Definigéo
Espongilito é uma rocha sedimentar constituida por espiculas silicosas de origem biogénica produzidas
por invertebrados do Filo Porifera (Classe Demospongiae) de ambiente lacustrino de &guas doces e
paradas, de terrenos peneplanizados, associadas a argila, areia, matéria organica e frustulas de

diatoméaceas (Dias et al., 1988). Estas rochas sao popularmente conhecidas como p6-de-mico, devido

as espiculas liberadas pelo seu manuseio que causam coceiras e irritagdo na pele (Rosemberg, 2000).
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Utilizacdo econdmica

Estes sedimentos se destinam a fabricacdo de cerdmicas, como tijolos e telhas, mas principalmente de
ceramicas para fins refratarios e azuleijos de alto valor agregado pelos depésitos em que se encontra
maior quantidade e pureza de espiculas silicosas (Figura 5). Trabalhos como os de Delben et al. (2001)
e de Santos et al. (2002) exploram as propriedades e as possibilidades de uso deste material.

2

|
>

Figura 5: Produtos finais confeccionados a partir do espongilito como matéria prima.

1.3-2. Espongilitos no Brasil e as Esponjas Formadoras de Depdsitos

As espécies de esponjas continentais formadoras de depdsitos de espongilitos no Brasil foram
identificadas e estdo em continuo processo de conhecimento através de pesquisas, sendo mencionada

abaixo uma cronologia dos principais trabalhos realizados.

O primeiro registro por feito por Traxler (1895) no estado de S&o Paulo através de amostras
provenientes de uma rocha (espongilito), e foi proposta uma classificagdo taxonémica das espiculas
encontradas, atribuindo as espécies Tubella spinata Carter, 1881, Meyenia plumosa var. palmeri Potts,
1885 e Tubella thumi Traxler, 1895.

Moraes (1944) descreveu depoésitos da regido sudoeste de Minas Gerais ao noroeste de Sdo Paulo,
detalhando o contexto geoldgico da génese e propriedades industriais de alguns desses espongilitos.

Abreu (1973) fez amplo registro de ocorréncia de espongilito e diatomito no Brasil.

Motta et al. (1986) fizeram uma prospeccdo extensiva e descricdes precisas de carater
geologico/geomorfoldgico dos ambientes 1énticos, no estado de Sdo Paulo, projetando a partir dos seus

resultados outros locais passiveis de se encontrar novas jazidas de espongilitos.
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Dias et al. (1988) e Souza et al. (1988) caracterizaram geologicamente e estudaram o beneficiamento,
respectivamente, da jazida na Lagoa do Araré (MS) que antes fora proposta por especulacdo nos
estudos de Motta et al. (1986).

Além desses trabalhos relacionados em revisdo feita por Volkmer-Ribeiro & Motta (1995), outros

trabalhos, incluindo estes mesmos autores, sdo abaixo mencionados.

Volkmer-Ribeiro (1992) levantou informac@es e discutiu sobre cinco espécies de esponjas viventes na
Ilha de Maraca-RR e as espiculas das mesmas espécies encontradas em espongilitos extraidos em
Porto Ferreira-SP. Entre as espécies levantadas, a autora apresenta uma nova descri¢cdo, Dosilia
pydanieli n. sp., e redescricdo da espécie Corvomeyenia thumi, a partir da espécie Tubella thumi de
Traxler (1895). Atribui ainda a ocorréncia de comunidades bem semelhantes (diferentes apenas em
abundancia por espécie) tanto em Porto Ferreira-SP como em Maracd-RR, devido as lagoas de
turfeiras tipicas do Bioma Cerrado, presente em trechos do Estado de Roraima e do Estado de Séo

Paulo.

Ha inferéncia sobre a dificuldade na identificagcdo taxonémica das espécies apenas pelas amostras de
espongilitos e sedimentos frescos, pois quando ha varias espécies presentes nas amostras, estas se
apresentam bastante misturadas e suas identificacbes dependem de um conjunto de espiculas por
espécie (megaescleras, microescleras e gemoscleras), sobretudo quando ha pouca quantidade de
gemoscleras, que sdo as espiculas de maior valor taxonémico (Volkmer-Ribeiro, 1992; Volkmer-
Ribeiro & Motta, 1995).

Volkmer-Ribeiro & Motta (1995) e Volkmer-Ribeiro et al. (1998a) referem-se a uma regido no
sudoeste brasileiro como quadrilatero dos espongilitos, que abrange o Triangulo Mineiro, norte do
estado de S&o Paulo, nordeste do estado do Mato Grosso do Sul e o sudeste do estado de Goiés. Estas
ocorréncias se juntam as do noroeste mineiro, especificamente a regido de Jodo Pinheiro, que foi o
foco de estudo de Almeida (2009) que realizou a caracterizacdo dos espongilitos e os datou através de

isétopo de carbono (calibrado).

Além destas localidades, foi constatada a ocorréncia de esponjas potencialmente formadoras de
espongilitos no Rio Grande do Norte e Ceara (Volkmer-Ribeiro et al., 1998a), em Roraima (VVolkmer-
Ribeiro et al., 1998b; Candido et al., 2000) e espiculas foram encontradas em sedimentos no Para
(Turcq et al., 1998) e no Rio Grande do Sul (Volkmer-Ribeiro et al., 2004).
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1.3-3. Levantamento das Ocorréncias de Esponjas Continentais no Brasil

Revisando as localidades de ocorréncia de esponjas, sedimentos frescos e espongilitos contendo
espiculas descritas em Dias et al. (1988), Volkmer-Ribeiro (1992), Volkmer-Ribeiro & Motta, (1995),
Meldo & Rocha (1996), Turcq et al. (1998), Volkmer-Ribeiro et al. (1998a), Volkmer-Ribeiro et al.
(1998h), Céandido et al. (2000), Delben et al. (2001), Silva et al. (2003), Volkmer-Ribeiro et al.
(2004), Parolin et al. (2007 e 2008), Almeida (2009), Almeida et al. (2009), Almeida et al. (2010),

uma sintese é apresentada na Tabela 1 com as localidades, referenciando o tipo de amostras utilizadas

e espécies encontradas.

Tabela 1: Localidades de espiculas estudadas, tipo de amostragem e espécies correlacionadas.

Localidade

Material amostrado

Espécies encontradas

Autores

ESTADO DE MINAS GERAIS

Joao Pinheiro,
Lagoa Grande
e regido

Conceicdo das Alagoas

Santa Vitdria

ESTADO DE GOIAS

Sé&o Siméo

Cataldo

Cataldo

Espongilito

Sedimento de lagoa

Sedimento de lagoa

Espongilito
(rejeito de olaria)

Espongilito

Espongilito

ESTADO DO MATO GROSSO DO SUL

Paranaiba

Paranaiba

Trés Lagoas

Taquarussu

Espongilito
homogeneizado de areas
mais profundas para o
topo.

Espongilito

Solo

Sedimento de rio

Metania spinata

Dosilia pydanieli
Trochospongilla variabilis
Corvomeyenia thumi
Heterorotula fistula
Radiospongilla amazonensis

Dosilia pydanieli
Trochospongilla variabilis
Metania spinata
Radiospongilla amazonensis
Heterorotula fistula

Heteromeyenia stepanowi
Oncosclera sp.

Metania spinata

Dosilia pydanieli
Trochospongilla variabilis
Corvomeyenia thumi
Heterorotula fistula
Radiospongilla amazonensis

Corvoheteromeyenia australis
Corvomeyenia seckti
Eunapius fragilis

Oncosclera navicella

Dosilia pydanieli
Metania spinata
Corvomeyenia thumi

N&o identificada

Metania spinata

Dosilia pydanieli

Radiospongilla amazonensis
Trochospongilla variabilis

Corvospongilla seckti
Heterorotula fistula

Almeida et al. (2009)
Almeida et al. (2010)

Volkmer-Ribeiro & Motta (1995)

Volkmer-Ribeiro & Motta (1995)

Volkmer-Ribeiro & Motta (1995)
Machado (2009)

Machado (2009)

Volkmer-Ribeiro & Motta (1995)

Dias et al. (1988)

Lorenz-Silva et al. (2003)

Parolin et al. (2007)
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Localidade Material amostrado

Espécies encontradas

Autores

Taquarussu Sedimento de rio

ESTADO DE SAO PAULO

Brotas* Esponjas

Porto Ferreira Espongilito

ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL
Taim Sedimento de lagoa

ESTADO DA BAHIA

Chapada Diamantina* Esponja

ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE

Nisia Floresta Espongilito
Januario Cicco

ESTADO DO CEARA

Estagiq d_o C? ard, Espongilito
municipio ndo citado

ESTADO DO PARA

Carajéas (préximo a Solo
Altamira) Sedimento de lagoa
ESTADO DE RORAIMA

Alto Alegre*

(llha de Maracé e Esponjas

lgarapés, no Rio
Uraricoera)

Lago Caracarana Sedimento de lagoa

Radiospongilla amazonensis
Trocospongilla repens

Dosilia pydanieli

Metania spinata
Radiospongilla amazonensis
Corvospongilla sp.
Onosclera sp.

Metania spinata

Metania spinata

Dosilia pydanieli
Corvomeyenia thumi
Trochospongilla variabilis
Radiospongilla amazonensis

Ephydatia facunda

Racekiela cavernicola

Corvomeyenia thumi
Radiospongilla amazonensis
Heterorotula fistula
Corvomeyenia thumi

Corvoheteromeyenia heterosclera

Heterorotula fistula
Corvomeyenia thumi
Dosilia pydanieli
Radiospongilla amazonensis

Corvomeyenia thumi

Metania spinata
Corvomeyenia thumi
Trochospongilla variabilis
Dosilia pydanieli
Radiospongilla amazonensis
Heteromeyenia stepanowi
Oncosclera sp.

Metania spinata
Radiospongilla
Trochospongilla variabilis
Dosilia pydanieli

amazonensis

Parolin et al. (2008)

Meldo & Rocha (1996)

Volkmer-Ribeiro (1992)

Volkmer-Ribeiro et al. (2004)

Volkmer-Ribeiro et al. (2010)

Volkmer-Ribeiro et al. (1998a)

Volkmer-Ribeiro et al. (1998a)

Turcq et al. (1998)

Volkmer-Ribeiro (1992)

Volkmer-Ribeiro et al. (1998b)

Candido et al. (2000)

*Auséncia de jazidas de espongilitos, espécies de esponjas encontradas apenas no corpo d’agua.
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E possivel inferir quais espécies contribuem mais para esses depdsitos, como as espécies Metania
spinata e Dosilia pydanieli, presentes até dois metros de profundidade, e quais contribuem pouco,
como a Radiospongilla amazonensis e Corvomeyenia thumi, presentes apenas em camada com turfa,
podendo ainda indicar estresse hidrico/térmico do ambiente. Em Volkmer-Ribeiro (1992), tem-se a
descricdo de uma comunidade de esponjas de agua doce em Maraca-RR, também acompanhada de
desenhos de sucessdo ecoldgica das espécies de esponjas, bem como escalas das espiculas das
referidas esponjas. Parolin et al (2007) relata a ocorréncia de quatro espécies de esponjas na alto Rio

Parand, utilizados como indicadores paleoambientais.

1.3-4. O Filo Porifera: esponjas

O surgimento dos metazoéarios anteriormente datado entre 600 e 650 M.a. foi recentemente redatado
em 760 M.a. (Criogeniano-Edicariano), através de fosseis de uma nova espécie de esponja descrita -
Otavia antiqua - encontrada na Namibia (Brain et al., 2012). Originalmente as esponjas surgiram no
ambiente marinho, antes mesmo da conhecida “explosdo de vida do Cambriano”. As diversas formas
surgidas neste grupo deram origem as trés classes taxonémicas existentes: Demospongiae, Calcarea e

Hexactinellida.

O filo Porifera surgiu como primeiro grupo animal de metazoario, séssil e composto por populagées de
células anatdmicas destinadas principalmente a filtracdo (Brusca & Brusca, 2007; Ruppert e Barnes,
2005). Contém poros que conduzem a agua através de correntes por um sistema de canais até as
camaras de filtracdo onde ha coandcitos que, ao baterem seus flagelos sincronizadamente, criam as
correntes e retiram da agua microrganismos, principalmente bactérias, e minerais necessarios a sua
nutri¢ao. O fluxo d’agua segue posteriormente até estruturas de aberturas chamadas 6sculos, por onde

a 4gua é langada de volta ao meio (Volkmer-Ribeiro & Parolin et al. 2010).

Apesar de ainda haver muitas lacunas nas reconstrucdes da histdria evolutiva dos organismos, estudos
que visam a reconstrugdo da historia filogenética dos grupos invertebrados basais (Figura 6) séo
numerosos (Philippe et al. 2009; Itskovich et al. 2008; Itskovich et al. 2007; Miiller et al 2007a; Haen
et al. 2007; Meixner et al. 2007; Erpenbeck & Worheide 2007; Schreiber 2007; Sperling et al. 2007,
Schmitt et al. 2001; Boury-Esnault & Sole-Cava 2004; Borchiellini et al. 2001).
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ﬂ
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\
Silicatein
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(Silicic acid skeleton)
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Cell-cell- and cell-matrix molecules/immune

Sturtian Glaciation (710—680 Ma)

Figura 6: a) Arvore filogenética dos grupos de invertebrados basais reconstruido pela observacdo de
auséncia/presenca (-/+) dos caracteres listados, modificado de Philippe et al. (2009). b) Posicao filogenética do
Filo Porifera no inicio da evolucdo dos Metazoa e as principais novidades evolutivas descobertas em esponjas,
como o esqueleto a partir do acido silicico nas esponjas silicosas (Classes Demospongiae e Hexactinellida), e a
presenca de silicateina apenas nas Demospongiae (Miller et. al 2007a).
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Um dos primeiros desafios em termos evolutivos para os organismos multicelulares esta relacionado a
sustentacdo do animal. As esponjas ndo formam tecidos, mas contém grupos de células que se
reconhecem e de fungdes diferenciadas, com potencial de reversdo pelas suas caracteristicas
totipotentes propiciando vantagens adaptativas. Uma esponja que se quebra em diversas partes pode-se
regenerar em novas esponjas, ou mesmo unir células antes desagregadas por esmagamentos ou outros
eventos. Seus arranjos tridimensionais sdo suportados por fibras de espongina, e por unidades
mineralizadas chamadas espiculas (Figura 7), constituidas de carbonato de célcio, na Classe Calcarea,
ou de silica hidratada, nas Classes Demospongiae e Hexactinellida. As espécies podem conter
diferentes formatos de espiculas, frequentemente separadas em megascleras (grandes espiculas) e
microscleras (pequenas espiculas), e suas formas possuem importante papel estrutural (Perry, 2003).
As diferentes categorias de espiculas conhecidas por megascleras alfa, megascleras beta, microscleras

e gemoscleras sdo essenciais para analises taxonémicas.

Figura 7: Espiculas de Metania spinata, esponja de dgua doce formadora de depdsito de espongilito da regido de
Jodo Pinheiro (MG). aM: Megasclera Alfa; BM: Megasclera Beta. Mi: Microsclera; Gm: Gemosclera; Rt: Rétula
de Gemosclera quebrada.
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1.3-5. Surgimento das Esponjas continentais

As 4guas doces continentais constituiram novos nichos para uma generosa diversidade de organismos
marinhos, sobretudo apds o surgimento de uma organela responsavel pela osmorregulagdo, chamada
de vacuolo pulsatil. As esponjas de &gua doce atuais evoluiram a partir de esponjas marinhas da Classe

Demospongiae, originando novos grupos taxonémicos, familias, géneros e espécies.

A dispersdo se deu durante as transgressGes oceanicas sobre extensas areas continentais desde o
Cretaceo, e mais recentemente, nas novas invasdes marinhas pelo aumento do nivel do mar nos
periodos interglaciares. A sequéncia dos eventos de longa duracdo e formacdes de lagos relictuais
resultantes da dindmica oceanica permitiu a acdo dos mecanismos evolutivos sobre os organismos,
dando tempo para aqueles dotados de osmorregulacdo e tolerantes a diferenca de salinidade, de
suportarem e se reproduzirem com maior sucesso no novo habitat, propiciando o estabelecimento de
novas populacbes de esponjas (e também de outros organismos originalmente marinhos) nesses

processos sucessivos de isolamento e especiacdo (Volkmer-Ribeiro & Pauls, 2000).

Estudos do ramo da biogeografia levantaram a ocorréncia e diversidade de esponjas de agua doce no
mundo em diferentes zonas biogeogréficas. Esponjas recentes de agua doce estdo descritas em 45
géneros em apenas 6 familias: Lubomirskiidae, Malawispongiidae, Metaniidae, Metschnikowiidae,
Potamolepidae e Spongillidae. Elas ocorrem em todo o mundo, com exce¢do da regido Antartica e
Polo Norte. A distribuicdo geografica é relatada no curso da histéria geoldgica e climatica dos
continentes e das dinamicas a longo prazo das bacias hidrograficas (Manconi & Pronzato, 2007). Até o
presente momento, a diversidade taxonémica dividida por regido biogeografica resulta numa
distribuicdo onde estdo alocadas 63 espécies na regido Neotropical (NT) representando a maior
riqueza de espécies, 59 espécies na regido Paleartica (PA), 49 espécies na regido Afrotropical (AT), 37
espécies na regido Oriental (OL), 33 espécies na regido Australiana (AU), 32 espécies na regido
Neoartica (NA) e 5 espécies nas llhas do Pacifico (PAC) (Figura 8).
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Figura 8: Diversidade taxondmica de esponjas de &gua doce em escala zoogeografica. Registros para regido
Neotropical NT (63 espécies, 22 géneros, 3 familias), regido Paleartica PA (59 espécies, 21 géneros, 4 familias),
regido Afrotropical AT (49 espécies, 18 géneros, 4 familias), regido Oriental OL (37 espécies, 11 géneros, 2
familias), regido Australasiana AU (33 espécies, 13 géneros, 3 familias), regido Neéartica NA (32 espécies, 13
géneros, 2 familias), e Ilhas do Oceano Pacifico PAC (5 espécies, 4 géneros, 2 familias). Para a regido Antartica
ANT néo existem registros de esponjas de agua doce. Fonte: Manconi & Pronzato (2007).

Atualmente, espécies de esponjas continentais sdo encontradas vivendo em grandes lagos, como 0
Lago Baikal na Russia (Schroder et al., 2003), lagos e lagoas de menores propor¢des (Almeida et al.,
2010), corpos d’agua de alta energia como rios, riachos e cachoeiras (Volkmer-Ribeiro & Parolin
2010), e de baixa energia como igarapés, meandros de grandes rios e planicies inundaveis (Batista et
al., 2007), sendo as esponjas encontradas fixadas em rochas, raizes e troncos da vegetacdo dessas
areas, e até em ambiente espélico (\Volkmer-Ribeiro et al., 2010).

Entre as caracteristicas mais interessantes das esponjas continentais, esta a sua capacidade de producao
de corpos esféricos de resisténcia & seca ou ao congelamento, quando a agua necessaria para seu
metabolismo e crescimento esta indisponivel. Nestes processos estacionais e/ou climaticos
estressantes, as células das esponjas regridem ao seu estado totipotente (arquedcitos), que quando
agrupados formam esferas revestidas de espongina contendo pequenas espiculas chamadas
gemoscleras especializadas na protecdo. Estas esferas sdo chamadas gémulas, e podem ser dispersas
da esponja mde através da flutuagdo ou fluxo d’agua. As células totipotentes em quiescéncia dentro
das gémulas sdo estimuladas quando as condi¢Ges externas se tornam propicias ao seu novo
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desenvolvimento, sendo a nova esponja formada um clone da esponja mée. A reproducgéo das esponjas
se da também de forma sexuada em ambientes estaveis (flutuacdo no nivel da agua, temperatura,
salinidade adequados), através de larvas livre-natantes (Volkmer & Parolin 2010; Volkmer-Ribeiro &
Pauls, 2000).

Quando a esponja morre, a espongina se decompde, assim como suas células, porém as espiculas de
natureza mineral sdo depositadas e acumuladas nos sedimentos de lagos e rios, e, quando em grande
quantidade, tais depdsitos biosilicosos podem originar espongilitos. A presenca de grande quantidade
de gemoscleras em uma das facies (camadas) do espongilito indica presenca de estresse climatico em
seu periodo de formacdo. Além disso, as espiculas sdo taxonomicamente valiosas, cujos formatos e
tamanhos sdo exclusivos de géneros e espécies (Volkmer-Ribeiro & Parolin et al. 2010; Volkmer-
Ribeiro & Pauls, 2000).

Espongilitos do noroeste de Minas Gerais preservam uma riqueza de espiculas, principalmente
referente & espécie Metania spinata, que possui grande distribui¢do geogréfica na América do Sul (site

da World Porifera Database. Acessado em margo de 2013).

A lagoa monitorada neste estudo, conhecida como Lagoa Verde, apresenta esta espécie de esponja,
mais abundante da regido. Metania spinata se enquadra, segundo a classificacdo utilizada pelo
Instituto Chico Mendes—ICMBio, subordinado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), nos
seguintes taxa:
REINO Animalia
FILO Porifera
CLASSE Demospongiae
ORDEM Haplosclerida
SUBORDEM Spongillina
FAMILIA Metaniidae

GENERO Metania
ESPECIE M. spinata (Carter 1881).

1.3-6. Esponjas e a formacéo do biosilicato

A presenca de silica no ambiente é essencial para o desenvolvimento das esponjas. Devido a
necessidade de silica na agua para a formacdo das espiculas silicosas, esponjas ocorrem em terrenos
geologicos especificos. Esponjas continentais ndo ocorrem em terrenos de superficie calcarea
(Volkmer-Ribeiro & Parolin et al. 2010), a excecdo de regides carsticas recobertas por sedimentos de
origem externa rica em elementos siliciclasticos, como é o caso da regido noroeste de Minas Gerais
(Almeida et al., 2010).
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As espiculas se formam em células chamadas esclerdcitos onde as proteinas associadas a formagédo das
espiculas se apresentam durante sua pré-formacdo como um filamento axial (Lopez et al. 2005;
Imsiecke et al. 1995) (Figura 9).

Figura 9: a) seccdo através de uma megasclera mostrando o eixo axial (af). b) Esclerdcito jovem mostrando
nicleo (n) e eixo axial (af) antes da sintese silicosa. ¢) Esclerécito formando espicula (s). d) Esclerocito ao fim
de formacdo de uma espicula (s1) e ao lado vé-se espicula jovem (s2). a e b) Spongilla lacustris ; c e d)
Ephydatia muelleri. Fonte: Imsiecke et al. (1995).

Esponjas da Classe Desmonpogiae sdo organismos que sintetizam o esqueleto de silica de forma
enzimatica. H& duas enzimas que participam do metabolismo da silica. A primeira envolvida na
génese das espiculas chama-se silicateina, e a segunda é chamada de silicase e esta envolvida na
despolimerizacdo da silica em resposta as modificacdes do ambiente sem causar danos moleculares
(Schroder et al. 2007).

A polimerizacdo da silica é possivel a partir da presenca de &cido monosilicico, Si(OH)4, em ambiente
aquéatico onde a sua disponibilidade em solugéo é baixa, limitada numa concentracdo abaixo de 100

ppm. O pH propicio para sua formag&o esta entre 2 e 9 (Coradin & Lopez 2003) (Figura 10).
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A primeira reacdo de condensacdo da biosilica ocorre em substituicdo nucleofilica, onde o 4tomo de
oxigénio da molécula Si-OH se liga ao 4&tomo de silicio de outra molécula Si-OH, formando uma
ponte siloxana Si-O-Si e liberando uma molécula de H,O. Essa condensacao ocorre de forma lenta em
pH < 7 (Coradin & Lopez 2003), e depende do grupo radical dos precursores organosiliconados. O
residuo de serina, que é o Ultimo aminoacido da cadeia presente na molécula da enzima silicateina,
facilita a troca nucleofilica, favorecendo a formagéo da ponte siloxana Si-O-Si (Schroder et al. 2007)
(Figura 10).

Pequenas aglomeracdes chamadas de séis de até 2 nm sdo formados a partir de mondmeros, dimeros,
trimeros e tetrAmeros de Si(OH)4. Particulas adicionais no ambiente limitam e finalizam o
alongamento dos canais, favorecendo a formacao fibrilar em pH < 7. Em pH bésico a formacao

continua esferoidal em sois de até 100 nm (Coradin & Lopez op.cit) (Figura 10).

Os atomos de hidrogénio dos grupos amina catalizam a substituicdo nucleofilica pelo &tomo de
hidrogénio através das interagdes eletrostaticas (Coradin & Lopez 2003). As espiculas sdo compostas
por camadas concéntricas de silica hidratada (opala) depositadas ao redor do filamento axial organico.
A silicateina esta presente tanto no filamento axial como na superficie da espicula (Schroder et al.
2007) (Figura 10).

A taxa de formacdo de espiculas verificada na esponja de dgua doce Ephydatia muelleri varia de 1 a
10 um/h, e imediatamente apds completar a formacdo de uma espicula, o esclerécito comeca a
formacdo de uma nova espicula com 5% das células apresentando formacdo simultanea de duas
espiculas. Cultivos de esclerécitos em auséncia de silicio resultaram unicamente na formacdo do
filamento axial (Imsiecke et al. 1995). Em E. fluviatilis a taxa de formacéo de espiculas € de 4 a 5
pm/h (Weissenfels & Landschoff 1977 apud Mdiller & Miiller 2003).

De acordo com Muller et al. (2003, 2007) e Schroder et al. (2006) o processo de formacdo de
espiculas ocorre em duas etapas. A primeira, em fase intracelular, células chamadas esclerécitos
produzem uma proteina denominada silicateina em que é formado o filamento axial. A deposicdo de
silica ocorre em duas dire¢des. i) deposicdo centrifuga, do canal axial para a superficie; ii) deposi¢éo
centripeta, do mesohilo para a superficie da espicula. A segunda etapa inicia-se ap6s a expulsdo da
espicula da célula, onde ocorre o crescimento e molde da espicula. O complexo galacteina/silicateina
adere-se na superficie da espicula e ha concéntrica deposicéo de silica alongando e modelando sua

forma (Figura 11).
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Figura 10: a) Comportamento da aglutinagdo da silica em pH &cido e bésico. b) sintese biosilicosa em pH
levemente 4cido. c) estrutura proteica catalizadora (com grupo amina) da formacédo da biosilica com substituicdo
nucleofilica pelo a&tomo de hidrogénio através das interacdes eletrostaticas. d) auto-arranjadas as micelas de
proteinas catibnicas anfifilicas agem como moldes para a formagéo da mesoestrutura da biosilica. Fonte: Coradin
& Lopez (2003).
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Figura 11: Eshogo esquematico da formacdo de espiculas em Suberites domuncula. a) Os passos iniciais de
sintese de espicula ocorrem intracelularmente. b) o processo de crescimento aposicional das espiculas no espago
extracelular (mesohilo). ¢) o crescimento das espiculas ocorre na direcdo axial. af: filamento axial; bs: biosilica.
Fonte: Mdiller et. al (2007a).

-52-



As espiculas silicosas contém de 6% a 13% de agua (Sandford 2003), produzindo uma férmula
aproximada de (SiO,),5.H,O (Miiller et al. 2007). Ressonancia magnética de alta resolugdo e estudos
de micro imagens revelaram que a dgua em forma “movel” estd largamente presente pelo menos em
certas espécies de esponjas de &gua doce (Miiller et al. 2006). A formacdo da opala biogénica de
esponjas de agua doce e sua regulacdo genética estdo ligadas as condi¢fes do meio como o nivel da
agua e do silicio (Si) (Jorgensen 1944, Elvin 1971, Pé 1973, Imsiecke et al. 1995). Quando as
condi¢Oes sdo favoraveis, as esponjas podem proliferar em quantidades suficientes para tornarem-se
um importante componente do sedimento. Estes ambientes sdo presentes principalmente em sistemas
Iénticos. Depois da morte da esponja, somente as espiculas persistem e em associagdo com
argilominerais, quartzo e matéria organica, podem levar a formacdo de espongilitos, uma rocha
sedimentar silicosa. Na regido central-sul, precisamente no noroeste de Minas Gerais, ocorrem 0s mais
ricos do Brasil em depdsitos de espongilitos (Volkmer-Ribeiro & Motta 1995, Volkmer-Ribeiro et al.
1998a, Almeida et al. 2009, 2010). Como os depositos de espongilitos ocorrem em lagoas com
abundante presenca de esponjas de agua doce, uma destas lagoas, a Lagoa Verde, é o foco deste

estudo.

1.3-7. Espiculas de Esponjas e a Interpretacdo Paleoambiental

Os poriferos continentais apresentam notavel especificidade de habitats e com isso as espiculas de
esponjas sdo instrumentos de interpretagdes paleoambientais que vem sendo utilizadas pelo sucesso de
seus resultados (Harrison et al., 1979; Harrison, 1988; VVolkmer-Ribeiro & Turcq, 1996; Turcq et al.,
1998; Volkmer-Ribeiro, 1999; Candido et al., 2000; Batista et al., 2003; Volkmer-Ribeiro et al., 2004;
Gaiser et al., 2004; Parolin et al., 2007; Volkmer-Ribeiro & Machado, 2007; Almeida et al., 2009;
Almeida, 2009; Almeida et al., 2010).

Os estudos ecoldgicos de esponjas atuais sdo de extrema importancia para compreender em quais
condigOes as espécies se estabelecem e proliferam, bem como quais condigdes ambientais influenciam
a produgdo de espiculas estruturais de continuo crescimento (Megascleras alfa), ou em momento
extremo a producéo de espiculas especialistas na formagdo de gémulas (gemoscleras), quando convém
a esponja resistir a uma ambiente mais estressante. Também ¢é possivel inferir, qguando hd uma
comunidade mista de esponjas, em que circunstancia uma espécie domina o ambiente em relacéo a

outra, processo conhecido como sucessdo faunistica.

As espiculas da regido de estudo tem valor como tracadores paleoambientais especiais, pois as

espécies atuais sdo ocorrentes desde o inicio do Pleistoceno, e sobretudo por se desenvolveram nas
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préprias bacias em que morreram e sedimentaram, sendo depositadas in situ. Isso amarra a
paleointerpretacdo a contextos precisamente localizados. Desta forma, as espongofacies, termo
introduzido por Parolin et al. (2008), sdo sequéncias sedimentares continentais em que espiculas de
uma ou mais espécies de esponjas de agua doce indicam condic¢Oes paleoambientais especificas.

Porém, pouco se conhece sobre as composic¢des isotopicas de oxigénio nestas espiculas silicosas, cujos
estudos podem trazer importantes informagdes sobre as condigdes de formagdo de cada fécie.

1.3-8. Relacio da 6'®0 com a silica biogénica

Alguns organismos aquéticos absorvem o silicio do ambiente para utilizd-la na construcdo de
estruturas corpéreas (Volkmer-Ribeiro, 1992), e quando morrem seus tecidos sdo degradados,

enguanto que a biosilica persiste e é depositada junto ao sedimento.

A relagdo entre os isotopos de oxigénio e a silica biogénica estd no que concerne a formacdo da
biosilica por esses organismos que utilizam a silica em sua estrutura corporea. Nestes estudos é
verificado se ha equilibrio isotdpico entre o oxigénio presente na biosilica e 0 oxigénio presente na
agua onde ela foi formada. Quando o processo de formacdo de um mineral ocorrer em equilibrio, a
composicao isotopica de oxigénio deste mineral depende da composicdo isotopica de oxigénio da
solucdo e da sua temperatura de formagdo. A partir da fungdo termo-dependente estabelecida através
dos valores da composicao isotopica de oxigénio da biosilica e a &gua de formacdo, podem-se estimar

as condicOes hidrolégicas do paleoambiente a partir de biosilica fossilizada.

As silicas biogénicas atuais e fosseis sdo abundantes no meio continental. Ha, portanto, diversos
estudos que utilizam a técnica de analises de is6topos em reconstrucdo paleoambiental, buscando a
padronizagdo de assinaturas isotopicas para cada tipo de origem biogénica (Tabela 2). A maioria dos

estudos com is6topos de oxigénio se concentra em diatomaceas e fitolitos.
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Tabela 2: Sintese dos Estudos sobre Anélise Isotopica em silica biogénica.

Material

Elemento da

Aplicacdo - Principal objetivo Autores
amostrado andlise
Relagéo termo- Fit6litos 510 Validagao de uma nova Alexandre et al. (2012)
dependente ferramenta paleocambiental.
Composicéo isotopica
dependente da Esponjas 30c: Refina calibragdes e efeitos Hendry & Robinson
~ A » 87°Si ; O
concentracéo de acido marinhas pos-deposicionais. (2012)
silicico
Composicéo isotdpica Fracionamento isotopico de
dependente~da N Espgnjas 59 Si mfluenclado por Wille et al. (2010)
concentragdo de acido marinhas concentragdo de Si na 4gua
silicico do mar.
~ _ - z ~ 18 - .
Relacédo termo qutomaceas de 5180 Relagao &-°0 diatoméceas e Crespin et al. (2010)
dependente agua doce agua.
Relacdo entre
- ’ 18 .- ~
Gradiente climatico qutomaceas de 5180 5 Oprecipitagao, . Tyler et al. (2008)
agua doce temperatura do ar, latitude,
5*0silica e 5D.
Tratamento de Diatomaceas de Efeitos do tratamento de
remocéo de matéria ; 5180 remocéo de matéria organica  Tyler et al. (2007)
Al agua doce 18
organica nos valores de 6°°0.
Reconstrugéo do ciclo Esponja 8%si Assinatura isotopica do De la Rocha (2003)
o marinha silicio.
de silica do passado
x Valor do fracionamento
Eﬁcnc]Jgstrugao i Fitolitos 3180 isotépico de %0 em &gua, (Slh;;g)c T sl
silica de fitélito e celulose.
Valor do fracionamento
Fracionamento Esponja 18 isotépico de oxigénio da Matheney & Knauth
L - 60 S - .
isotépico marinha biosilica marinha e da agua (1989)
do mar.
- Diatoméaceas s
E%i?uéitggii?eéﬁz marinhas e de 50 Iiistzr?iztroca EaitpE ol Labeyrie & Juillet (1982)
P g agua doce genio.
Diatoméaceas
Comnosicio isotdpica marinhas, de Fracionamento isotdpico de
POSIG P 4gua doce, e 5180 oxigénio em funcéo da Labeyrie (1973)
de oxigénio ;
esponja temperatura.
marinha.
Diatoméaceas . s
- Fracionamento isotdpico de
. marinhas, de A ~ .
Composicao isotopica . 18 oxigénio em funcéo da Labeyrie & Duplessy
oy agua doce, e 670
de oxigénio esponia temperatura.— Nova escala (2973)
pon) paleoclimética.
marinha.

Para o meio continental é crescente o interesse de aquisi¢do de registros de 5'°0 que permitam tracar

as variagdes dos diferentes pardmetros do ciclo da dgua. A utilizagdo de medidas de 8'°0 em silicatos

autigénicos e biogénicos atuais e fosseis, permite tragar as suas condi¢fes de formacdo (condicBes

hidricas e de temperatura) e contribuir para a reconstituicdo paleoambiental (Alexandre et al., 2004 et
2006, Jones et al. 2004, Morley et al. 2005, Leng & Marshall 2004, Lamb et al. 2005, Moschen et al.
2005, 2006, Crespin et al. 2008).
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Numerosos estudos recentemente demonstraram a dependéncia do fator de fracionamento entre silica e
agua com a temperatura para frastulas de diatoméaceas e fitdlitos (Juillet-Leclerc & Labeyrie 1987,
Shemesh et al. 1992, Shahack-Gross et al. 1996, Brandriss et al. 1998, Moschen et al. 2005, Crespin
et al. 2010, Webb & Longstaffe 2000, Alexandre et al. 2012, Dodd et al. 2012). Embora os fatores de
fracionamento obtidos difiram significativamente de um estudo a outro, os coeficientes de
fracionamento associados & temperatura estdo na faixa de -0.2 to -0.5%0°C™", proximo do coeficiente
de fracionamento do quartzo medidos previamente (Clayton et al. 1972, Matsuhisa et al. 1979, Sharp
& Kirschner 1994).

Em resumo, Alexandre et al. (2012) e Crespin (2008b, 2010) relatam as principais conclusdes de
alguns dos artigos supracitados, comparando suas equag¢Bes no que tange a relacdo termo-dependente
do Asiicasgua- De fato, esses autores trabalharam com diferentes equages atingindo coeficientes

similares (-0,19 & -0,33 %0/°C) para silica-agua (Figura 12).
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Figura 12: Figura traduzida de Alexandre et al. (2012): Comparacéo das relaces termo-dependentes expressadas
como 1000 Ina = [8180silica — 180water] (%o vs. VSMOW) = a t (°C) + b, obtidos das duplas fitdlitos-agua,

diatomaceas-agua e quartzo-agua.

Embora as assembleias de espiculas de esponjas silicosas sejam frequentemente usadas como
indicadoras de mudancgas hidrologicas de onde as esponjas viveram (Hall & Herrmann 1980, Turcq et
al. 1998, Sifeddine et al. 2001, Volkmer-Ribeiro et al. 2004, Parolin et al. 2008, Machado et al. 2012,

Silva et al. 2012), a composicéo isotépica de oxigénio (5'°0) em espiculas tem sido escassamente

investigada.

Os unicos dois estudos que investigaram a 5'°0 de espiculas de esponjas levam a contraditorias

interpretagdes. Em assembleias marinhas coletadas no Caribe e sitios do Pacifico, a dispersdo dos
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valores de 3'°0 smca_SlSOagua foram mais altas que 5%o para uma dada temperatura da agua do mar
(Matheney & Knauth 1989). Os autores concluiram que as esponjas precipitam suas espiculas em
isotépico desequilibrio com o oxigénio da agua do mar, implicando no mecanismo de fracionamento
cinético. Entretanto, a tendéncia dos dados (-0.2%°C™) foi dentro da faixa de coeficientes de

fracionamento em equilibrio isotopico medidos em diatoméceas e fitdlitos.

Mais recentemente, cinco valores de 8" Ogijca 4qua OBtidOS de esponjas marinhas e um valor obtido de
esponja de &gua doce foram plotados em detrimento da temperatura da &gua (Jochum et al. 2012). Os
valores foram dispersos e nenhuma correlagdo significativa com a temperatura foi definida. Entretanto,
este resultado foi interpretado como reflexo de diferencas nas caracteristicas das espécies e/ou
mudancas na composicao isotdpica das dguas onde os organismos viviam. Os valores de 81805i|ica
obtidos de uma Unica espicula gigante do fundo do mar foi finalmente interpretada como mudangas na
temperatura da dgua do mar durante o crescimento do organismo. A técnica usada neste caso para a
remogdo do oxigénio trocavel por fuséo sob laser infravermelho e sob vacuo e sem agente fluorinante,
fase indispensavel antes da obtengdo dos valores de 8"0yiiica, N30 foi avaliada pelo recente estudo
comparativo entre laboratérios de analises isotdpicas de oxigénio em silica biogénica (Chapligin et al.
2011). Esta escassez de dados de 5"0gica indica a necessidade de maiores investigacOes se as
espiculas de esponjas silicosas se formam em equilibrio isotopico de oxigénio com a agua de

formacao.

1.3-9. Aplicac¢des de Analise de Isotopos Estaveis em Estudos Ambientais

Isétopos sdo atomos de um mesmo elemento quimico que possuem massas atdmicas (A) diferentes,
sendo que o nimero de prétons no nucleo é o mesmo (Z), diferenciados apenas pelo nimero de
néutrons (Figura 13). Os isdtopos estaveis ndo alteram a sua massa ao longo da sua existéncia,
diferentemente dos is6topos instaveis ou radioativos, que por sua vez decaem em massas por emissao

de energia ou particulas subatdbmicas a um ritmo constante no tempo.
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NiUmero de massa

(p* +n°) Simbolo

, L atémico
Numero atémico

(p*)

Onde A=Z+n

Sendo, Z = numero atbmico = numero de prétons;
A = massa do atomo;
n = ndmero de néutrons.

Figura 13: Simbologia de um elemento quimico na tabela periddica.

Os isGtopos estaveis existem naturalmente na natureza, e geralmente os isétopos mais leves sdo mais
abundantes. Os principais pares de is6topos conhecidos e utilizados em estudos ambientais séo o0 **C e

2C, N e ®N, 0 e 0, *H e 2H ou D (conhecido como Deutério) e *S e 3*S (Tabela 3).

Tabela 3: Principais isOtopos estaveis utilizados em estudos ambientais. Valores disponiveis em:
Scientific Instrument Services Site. http://www.sisweb.com/referenc/source/exactmaa.htm, acessado
em janeiro de 2012.

Element IStabIes Mass (amu*) Abun,da_mma
sotopes média
Hidrogénio e H 1,007825 99,99
Deutério ’H (D) 2,014102 0,015
Carbono 2c 12,000000 98,90
8¢ 13,003355 1,100
Nitrogénio i;‘N 14,003074 99,63
N 15,000109 0,370
%0 15,994915 99,76
Oxigénio o 16,999131 0,038
B0 17,999159 0,200
Enxofre 825 31,972072 95,02
g 33,967868 4,210

[T 3]

* A massa atomica ¢ mensurada em daltons ou amu (atomic mass unit) cuja abreviagdo € “u”, e que
corresponde a uma unidade de 1/12 da massa do atomo de carbono que possui massa absoluta = 12; 1
amu = 1.66053873x10™" kg.

A aplicacdo de is6topos em estudos ambientais esta baseada no conceito de que a composicao
isotopica de um elemento varia de forma previsivel conforme ele se move pelos compartimentos de
um ecossistema (Martinelli et al. 2009). No caso da agua de precipitacdo, esta é também dependente
da latitude e outros fatores geograficos e climaticos (Faure, 1998).
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Para melhor entendimento e comparagdo das razdes isotdpicas existentes, foi proposto que o desvio de
valor da razéo isotopica de um dado material analisado (Ramostra) €M relacdo a uma razao isotopica de

um padréo (Rpaarao) POSsa ser utilizado.

A = Bamostra - 1

R padréo

1.3-10. Is6topo de interesse para biosilicas: oxigénio

O oxigénio molecular é uma mistura de trés isdtopos estaveis naturais e sua abundancia no ambiente é
de 99,763% para *°O, de 0,0375% para 'O e de 0,1995% para *°0 (Craig & Gordon, 1965) (Figura
14).

8e” 8e”
8p+ 8p+
8n° 9n°
160 1 7O 180
Massa 15,99 16,99 17,99
Abundancia 99,76 0,038 0,20

Figura 14: Representacdo esquematica dos isétopos de oxigénio com sua massa e abundancia (%) no planeta.

Fracionamento isotopico em equilibrio

Ha equilibrio quando duas reacGes quimicas se desenvolvem nos dois sentidos com mesma
velocidade. No caso particular do equilibrio isotopico, ha particdo dos is6topos de um mesmo
elemento entre dois compostos ou duas fases, tendo razbes isotOpicas diferentes devido ao
fracionamento isotopico. Os fracionamentos isotépicos em equilibrio sdo devido a diferenca de

energia envolvida entre as moléculas dos diferentes isétopos (diferentes massas).

Quando o processo de formacdo de um mineral ocorrer em equilibrio, a composicdo isotdpica de
oxigénio deste mineral depende da composicgdo isotopica de oxigénio da solucdo e da sua temperatura

de formacéo.
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Fracionamento cinético

O fracionamento isotdpico pode também ser associado a um processo unidirecional irreversivel,
conhecido como fracionamento isotdpico cinético. Este ocorre quando as reacfes que envolvem os
isétopos leves sdo em geral bem mais rapidas do que aquelas que envolvem os is6topos pesados,
tendo, portanto velocidade de reacdo diferente. SAo comuns em reagdes onde o metabolismo dos
organismos interfere no fracionamento comum e inerente dos elementos. Neste caso, a composicao

isotopica de um biomineral ndo depende da temperatura da solucdo de formacéo.

Defini¢bes matematicas: R, a e 80

R é a razdo isotdpica expressada pela divisdo da abundancia do is6topo raro (pesado) pela abundancia

do is6topo mais comum (leve). Exemplificando com o oxigénio presente no planeta, temos:

R = ®0/M0 = 0,20/99,76 = 0,002

que corresponde a media terrestre para o elemento O.

e, a razdo entre a massa do is6topo mais pesado pelo mais leve, nos mostra a diferenca em

porcentagem de massa:
0/%0 = 17,999159/15,994915 = 1,1253

diferenca de 12,53 % de massa

Os is6topos de oxigénio permitem compreender como a composicao isotopica desse elemento (5'°0)
se comporta/diferencia nos diversos compartimentos do ciclo da agua. Isso é devido as suas diferentes

massas que modificam as propriedades fisicas para cada tipo isotopico.
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Devido as diferentes massas existentes para 0 mesmo elemento, durante sua passagem entre 0s
diversos compartimentos do ecossistema, da hidrosfera e da biosfera, estes elementos sdo submetidos
a um processo de fracionamento isotépico (a). Nesse processo os is6topos deixam registradas as
condicdes do ambiente no momento da formacgéo dos compostos.

O fracionamento (o) é causado durante a difusdo, pelas diferencas na velocidade das moléculas
isotépicas de mesmo composto, onde as moléculas que contém o is6topo mais leve podem difundir
mais rapidamente para a forma de vapor. Assim, temos o0 enriquecimento do compartimento de
origem com moléculas contendo is6topos mais pesados. Para o caso da agua, durante a evaporacao, as
moléculas H,™°O escapam para atmosfera mais rapidamente, sendo a agua residual, normalmente

enriquecida de H,™O.

Através desse principio, dizemos que os produtos destas reacfes contém preferencialmente os is6topos
mais leves, e dessa forma as reagdes unidirecionais séo efetivas para que o fracionamento isotopico

ocorra.

O fracionamento isotopico em equilibrio do oxigénio é dado pela expressdo:

Onde a e b sdo estados fisicos diferentes (liquido e vapor) ou compostos diferentes (espicula e

agua).

Para a agua, o fator de fracionamento do oxigénio entre as fases liquida e gasosa a 25°C é:

al = Ry = 1,0092

v
mem

Os is6topos possuem propriedades quimicas similares, mas diferem nas propriedades fisicas
dependentes da massa, resultando em processos mais lentos para os isétopos mais pesados. A forga

das ligacdes covalentes e dos ions depende também da massa.

A notagdo estabelecida para composicao isotopica é 0 8, expressa em %o, devido ao seu pequeno valor:
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6= Rmms[m 1 . 103 %o
Rpadniﬂ
Que é equivalente a:

6 = Ramostm_ Rpadrﬁo . 103 %0
R

padrﬁo

i)

Sendo Ryaarae CONhecida como padréo para isotopos estaveis de oxigénio e hidrogénio V-SMOW
(Vienna Standard Mean Ocean Water), que foi realizado através da mistura da agua dos cinco oceanos
e atribuido o valor 0%.. O oxigénio molecular é formado pela mistura dos trés isdtopos estaveis

naturais deste elemento. O valor V-SMOW de *0/*°0 = 2,0052 x 107,

Para exprimirmos R, e Ry, da equacéo (i) em valores de 5, temos:

63 = Ra - Rpadrﬁo . 103%0 <=> 6a .R = R

padrao
R 103

a Rpadrﬁo

padrao

<=> Ra = 6a . Rpadrﬁo + Rpadrﬁo <=> Ra = 6a . Rpadrﬁo + Rpadrﬁo . 103

103 103 10®

<=> Ra = Rpadrﬁo (6a+ 103) <=> R =

103

a
b
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Substituindo em (i) temos:

ai = R, (5,+10% . 103
103 R uiso (5, + 10%)

<=> (Iﬁ = (6,+10%

(6, +10%)
iv)
Para utilizar mais tarde propriedades do logaritmo natural (ou neperiano, In), subtraimos 1 de
cada lado:
af - 1= (§,+410°) -1 <=> (5,+10°) - (§,+10°) -5 &.-§,
" (6, +103) (6, + 103) 6, +10°

Algumas propriedades do logaritmo natural s&o interessantes na aplicacdo de nimeros muito pequenos

como no caso das analises isotdpicas. A primeira é que:

1000.In 1,00x = X 1,00x = af;
vi) onde
e X, que é a milionésima parte de a, é a diferenca entre 3, e d,, Pelo motivo de x ser muito pequeno, na
seguinte equacdo podemos ignorar o valor de &, que somada a 1000 no denominador ndo acarreta
interferéncias significativas no resultado devido a grande diferenca de grandeza entre 1000 e 0,00,

portanto, ndo ha diferenca efetiva entre 1000 e 1000,00x.

53' 55 <=> aE_l ~ 53- 5'9

a; -1 =
5, + 103 103

<=> 103 (@p-1) = 5,- 5,

vii)

A segunda propriedade interessante € que:

Inx = x-1
viii)
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Portanto,

103.(a -1) = 103.In(a) = 6,-6, = A,

iX)

Em equilibro, o fracionamento isotopico de oxigénio para biosilicas é termo-dependente e pode

também ser definido da seguinte maneira:

10°.In (a}) = A(10%/T?) + B
ou

5180_. - 6180, . = A(10°/T2)+B

silica agua
Onde A é o coeficiente de fracionamento, B é uma constante e T é a temperatura em Kelvin. Para

transformar a temperatura de Celsius para Kelvin, utilizamos a equacéo de conversao:

T=0+ 273,15

xi)

Onde 6 é a temperatura em graus Celsius.

1.3-11. Comportamento da 60 no ciclo da &gua e os fatores geogréaficos que alteram a
%0 da hidrosfera

A composicgdo isotopica do oxigénio nas precipitagdes apresenta importantes variacbes devido aos
fracionamentos isotépicos sucessivos no deslocamento das moléculas de agua entre os diferentes
compartimentos do ciclo da agua (evaporagdo =» condensagdo =» recondensacdo =» precipitagdo em

forma de chuva = precipitacdo em forma de neve).

O modelo de base é da &gua dos oceanos (Craig & Gordon, 1965). A molécula da 4gua mais comum
presente na hidrosfera é 'H,™°O, mas ha também moléculas com isétopos raros de hidrogénio e
oxigénio, H,"®0 e D*0. A terminologia isotopologo (isotopologue em inglés) é usada para moléculas

de um mesmo composto (por exemplo H,O) que diferem apenas em sua composicao isotdpica, ou seja,
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apresenta algum(ns) atomo(s) com numero diferente de néutrons (exemplos para molécula de agua:
0, Y0, *®0; H, ?H ou D). As moléculas mais leves sdo mais abundantes, sendo mais raras as
moléculas com maior peso atdmico. Encontra-se com maior frequéncia os is6topos mais pesados nos
estados fisicos mais densos. Dessa forma a 4gua terd um maior valor de 5'°0 que o vapor. A Figura 15
mostra a diferenca na composicao isotopica entre os diferentes compartimentos do ciclo d’agua. O
valor da 5'0 assumido no padrdo V-SMOW para a mistura dos cinco oceanos ¢ de 0%o (+0,5), ja dito
anteriormente, mas sabe-se que as aguas oceanicas sdo empobrecidas nas regiGes polares e
enriquecidas nas regifes tropicais onde a evaporacao € intensa. De modo geral, os fatores que afetam a
"0 das precipitacfes sdo a temperatura, a altitude, a latitude e a proximidade com os mares, como

apresentado por Ferreira (2008) na Figura 15.
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Figura 15: a) Proposta geral apresentada por Craig & Gordon (1965) da composicdo isotopica da agua entre o
oceano e a atmosfera. b) Proposta apresentada por Ferreira (2008) incluindo aspectos gerais dos continentes
como continentalidade, altitude, tipos de precipita¢des, e composi¢des de rios, lagos e aguas subterraneas.
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Devido & temperatura mais baixa em altas latitudes encontramos deplecdo da 3'°0 na precipitacéo,
quando comparados aos valores proximos a linha do Equador (Figura 16).

a) 5
1 19
5'%0=069T-136 s, !
378
S 7N, @%aN
56N
291
o}
=
w
2 -25 1
O
® 825
Ze)
=35 1 N.Greenland
/ @ N Atlantic coastal
85s
45 - y + Island stations
Bos o Greenland
A Antarctica
-55 35 -15 5 25
Temperature (°C)

180 90w 0 90E 180

30 26 22 -18 -14 -10 -6 -2

Figura 16: a) Relago entre a temperatura anual do ar e valores de §*°0 em diferentes estacdes meteoroldgicas de
Dansgard (1964) plotados em uma regressdo. Ha uma forte relagio entre temperatura e 5'80. Os efeitos da
latitude sdo semelhantes, mas h&a anomalias que dependem de outros fatores, como altitude ou continentalidade
(extraido de Clark & Fritz, 1997). b) Composicao isotopica do fluxo de precipitacdo média. Fonte: site do IAEA
(International Atomic Energy Agency).
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Além disso, ha o efeito de continente, em que as massas de agua oriundas das regides costeiras sao
mais pesadas (mais enriquecidas com **0) e que ao se deslocarem para o interior do continente alteram
suas composi¢des isotdpicas devido ao relevo e climas especificos. A cada precipitagdo ha
empobrecimento isotpico. Quanto mais alto o relevo, menor a temperatura, contribuindo também
para 0 empobrecimento de '°0. O efeito continental é da ordem de -2,8%o de empobrecimento para
cada 1.000 Km, enquanto que para altitude a ordem é de -0,15%o a -0,5%0 a cada 100 m (Ferreira,
2008). Na Figura 17, o grafico mostra o efeito da altitude na 8'®0 das precipitacdes. As estacdes do
ano também sdo fatores de variagcdo na composic¢ao isotdpica, sendo as estacBes de maiores amplitudes

térmicas responsaveis pelas maiores variagoes.
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Figura 17: a) Efeito da altitude na 5*°0 das precipitagdes nos Alpes Italianos. Quanto mais alta a montanha, mais
negativa serd sua 5°0. b) efeito sazonal para o hemisfério norte. Estacdes mais bem definidas com maiores
amplitudes térmicas afetam em maior ordem a §'0. Observa-se que entre os meses de junho e setembro ha
enriquecimento devido as maiores temperaturas. Extraido de Clark & Fritz (1997).

A composicao isotopica de oxigénio da agua de lagos em meio continental depende de um equilibrio
isotopico no ciclo hidrogeoldgico entre a entrada e saida de dgua. A entrada é composta basicamente
pela precipitagdo, recarga por rios e agua subterrdnea. A saida é composta pela desembocadura em
riachos, em lengois freaticos e evaporacdo. Esta Ultima é controlada pela temperatura e pela umidade

relativa do ar.

A evapotranspiracdo, se ela é importante num determinado ambiente, vai influenciar as Slgoprecipitagaes.
A transpiracdo das plantas ndo causa fracionamento isotopico da agua transpirada (Flanagan et al.

1991). Em contraste, a evaporacdo das aguas de superficie e de cobertura vegetal pode empobrecer o
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vapor da agua atmosférica e enriquecer a agua deste corpo d’agua. Este fato interfere diretamente nas
biosilicas ali formadas. O volume, a profundidade e a dimenséao da superficie desse corpo d’agua sdo
fatores que também influenciam os processos citados. Dessa forma, o fracionamento acompanha a

passagem da agua pelos diferentes compartimento do ciclo hidrogeoldgico (Figura 18).

Evapotranspira¢ao
Enriquecimento em %0

Fitolitos de tecidos Evaporacéo
n&o transpirantes  Enriquecimento em '20

Evaporacéo t t
Enriquecimento em 80 ¢ Escoamento

Figura 18: Esquema dos processos envolvidos no fracionamento isotépico de oxigénio durante o ciclo da agua,
para lagos e nos tecidos vegetais, em regido tropical. Traduzida de Crespin (2008).

O ciclo da agua envolve fracionamento isotépico ndo s6 do oxigénio, mas também do hidrogénio, que
formam a molécula da 4gua. A relacdo da composicdo isotépica entre ?H (ou D: deutério) e 0 é
diretamente proporcional e segue a equagdo chamada de global meteoric water line (GMWL) abaixo
discriminada, resultado da média anual ponderada de precipitacbes monitoradas nas estacdes

pertencentes a rede global (global network) do IAEA.
§°H=8,135"0 + 10,6

Aqui ha outra aplicacdo dos estudos dos isotépos como indicadores. De acordo com a linha meteérica

da agua, como é chamada essa relagdo, pode-se visualizar possiveis distarbios existentes no ciclo
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hidroldgico. As regides mais quentes relacionam-se com valores proximos de zero, enquanto que as

regides mais frias possuem valores mais negativos (Figura 19).
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Figura 19: Relagdo entre 8°H e 8'®0 para a média de precipitacdo global (4gua meteérica), modificada de
Rozanski et al. (1993).

Sabendo como funciona a dinamica da composicao isotopica de oxigénio no ciclo hidrol6gico, e que o
oxigénio contido nas biosilicas é proveniente das aguas em que se formaram, inferimos quais fatores
podem influenciar a composicdo isotopica de oxigénio da biosilica, em decorréncia da composi¢édo da

agua de lago no interior do continente (Anexo IlI).
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1-PLANO DE ACAO

A organizacdo das atividades e a metodologia seguiu o fluxograma abaixo (Figura 20):
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Figura 20: Caixa tracejada: Etapas realizadas no Centre Europeén de Recherche et de Enseignement des
Géosciencies de I’Environnement, Université Paul Cezanne/Aix-Marseille 111, Aix-en-Provence, France.

-72-



2.2-DETERMINACAO DO LOCAL DE ESTUDO

Para a determinacdo do local do presente trabalho fez-se um reconhecimento das lagoas da regido em
busca daquelas com menor impacto antropico e com presenca abundante de esponjas, de modo a
possibilitar a deteccdo de espécies-chave, visando seu monitoramento anual (Anexo ). A lagoa
considerada ideal para esse propdsito foi a Lagoa Verde, pertencente a Fazenda Porto Brasil, junto a
rodovia MG 410 a 4 Km da rodovia BR 040, no municipio de Lagoa Grande, regido de Jodo Pinheiro
(Figura 21).

Na regido ha ocorréncia de seis espécies de esponjas continentais segundo Almeida et al. (2009), sendo
elas: Metania spinata (Carter, 1881), Corvomeyenia Thumi (Traxler, 1895), Tronchospongilla variabilis
(Bonetto & Ezcurra de Drago, 1973), Radiospongilla amazonensis (Volkmer-Ribeiro & Maciel, 1983),
Dosilia pydanielli (Volkmer-Ribeiro, 1992) e Heterorotula fistula (Volkmer-Ribeiro & Motta, 1995).
Destas, a espécie Metania spinata é comumente presente nas comunidades de esponjas das lagoas da
regido e suas espiculas sdo as mais abundantes nos depdsitos de espongilitos, presente em todas as 44
facies, de um total de 10 lagoas estudas por Almeida et al. (2009), sendo as demais espécies de rara

ocorréncia.

Com autorizagdo dos proprietarios, foi realizada uma prospecgao preliminar para esponjas, detectando-se,
na ocasido da visita, a ocorréncia de apenas uma espécie de esponja, Metania spinata Carter (1881), pela
visualizagdo de abundantes espécimes ja secos, resguardados sob uma capa de algas ressequidas na regido
litoral da lagoa, que apresentava recto do nivel da agua devido & estacdo seca (agosto de 2010). As
esponjas foram coletadas, segundo metodologia de VVolkmer-Ribeiro (1985), para extragdo de espiculas e
para resguardo das gémulas, utilizadas posteriormente nos substratos artificiais a fim de monitorar a
eclosdo e desenvolvimento das novas esponjas. Diversos exemplares foram coletados, identificados e
catalogados junto & Colegéo Biologica de Porifera da Fundagdo Zooboténica do Rio Grande do Sul (FZB-
RS).
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Figura 21: Imagem indicando a localizacdo da Lagoa Verde (Fazenda Porto Brasil, 17°42'16.00"S, 46°23'31.70"W)
no municipio de Lagoa Grande, regido de Jodo Pinheiro (MG). Fonte: Google Earth em 10 de novembro de 2010. A
direita, um espécime de Metania spinata encontrada na margem seca.

2.3-MATERIAIS E METODOS

2.3-1. Monitoramento do Ciclo Anual das Esponjas e dos parametros fisico-quimicos

O monitoramento e as amostragens foram realizados em oito visitas ao campo, entre agosto de 2010 e
junho de 2011, para que fossem registradas informagGes ambientais e bioldgicas referente a populagdo de

esponjas em cada época do ciclo anual.

Para permitir a determinacdo dos pardmetros fisico-quimicos da agua e demais fatores ambientais que
controlam a proliferacdo de esponjas, foram realizadas leituras dessas condi¢Ges descritas no topico

Amostragem de Dados Ambientais.

As esponjas foram observadas visando detectar-se o periodo de inicio do crescimento, amadurecimento,
momento de abundancia da espécie e formacgdo das gémulas. Cada um desses periodos teve as condi¢oes
ambientais ideais observadas para a formacgdo de espiculas especificas. A cada periodo, as condicBes
ambientais correspondentes devem refletir as mesmas que vigoraram no passado durante a formagéo das
espiculas das esponjas, que posteriormente formaram os ricos dep6sitos dos espongilitos, em decorréncia

da morte das esponjas e deposicao das espiculas no sedimento da lagoa.

Foram instaladas ainda, no periodo de recuo das aguas (agosto 2010) duas réguas de dois metros
graduadas de 10 em 10 centimetros, sendo uma colocada em local onde o nivel de agua era de 65 cm, e
outra na margem exposta, no nivel onde se encontravam os primeiros substratos artificiais dos transectos.

As duas réguas permitiram a observacdao da mudanca do nivel da agua durante o ano.
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2.3-2. Substrato Artificial Monitoravel in situ

Para monitoramento do ciclo bioldgico anual das esponjas, foram primeiramente estabelecidos e
demarcados trés transectos da periferia ao centro da Lagoa Verde utilizando fio de nylon trancado
(reforcado). A espacos regulares foram fixados 15 substratos artificiais em cada transecto, com medidas
de 40 x 40 cm e confeccionados de tule de cor escura, de abertura de 2 x 2,5 mm. Estes serviram para o
monitoramento do desenvolvimento das esponjas devido sua facilidade de localizacdo e manipulagéo
(Figura 22), e ainda devido as dificuldades em observar as esponjas verdes em meio a vegetacdo de

mesma cor.

b)£

Figura 22: a) saco confeccionado de tule em cor escura usado como substrato artificial para crescimento esponjas. b)
colocacdo de nédulos de gémulas no substrato natural seco (restos vegetais principalmente) juntamente com uma
pedra para manter o substrato artificial no fundo da coluna d’agua. ¢) amarracdo do substrato artificial no transecto.
d) transecto com os substratos artificiais passando ao lado da régua feita de cano de PVC contendo tarjas de 10 cm.
Tarjas vermelhas destacavam niveis de 1 e 2 metros, observaveis a distancia.

Cada substrato recebeu pequenos fragmentos com gémulas de M. spinata fixas em pedacos de substratos
naturais que foram obtidas na primeira amostragem (agosto 2010) durante a escolha do sitio de estudo,

juntamente com um peso para que o substrato artificial ndo flutuasse.
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2.3-3. Amostragem do Sedimento

Para analise de espiculas no sedimento foi coletado o sedimento superficial do lago em duplicata. De
maneira bem simples, com auxilio de um recipiente cilindrico raspou-se o fundo do lago e coletou-se um
pouco de lama. O processamento do sedimento foi realizado segundo Volkmer-Ribeiro & Motta (1995),
para verificar se haviam espiculas de outras espécies de esponjas, além das observacGes em campo. Apds

decantacdo e centrifugacdo do material, realizou-se a andlise de espiculas (Anexo I).

2.3-4. Amostragem de Esponjas

Durante o reconhecimento da area, as esponjas foram coletadas manualmente. Devido a sua fragilidade,
utilizou-se faca e tesoura para cortar o substrato em que se encontravam, como gramineas, ciperaceas, ou
em pelicula ressequida de algas na margem da lagoa. Foram alocadas em sacos plasticos cheios de ar para
protegé-las de chogques mecanicos, mantendo ao mAaximo sua estrutura durante o transporte até o
laboratdrio. As esponjas ainda vivas ou encontradas em areas Umidas foram enxugadas delicadamente
com papel-toalha e deixou-se secar ao sol. No laboratério, foram submetidas em estufa a 40°C por 24

horas para seu armazenamento a seco.

2.3-5. ldentificacdo Taxondmica

Para esta analise foi aplicada a técnica para obtencdo de laminas permanentes de observacdo em

microscopio 6tico, descrito a seguir.

A preparacdo de esponjas para a analise taxondmica consiste em separar um pequeno pedaco contendo
gémulas, colocada em tubo de ensaio, cobrindo com &cido nitrico a 65%, ndo mais que ¥ do volume do
tubo. Em uma capela aspirante, sobre chama de lamparina, com a abertura do tubo em dire¢do ao fundo
da capela, o acido foi fervido cuidadosamente até constatar-se a dissolucdo de matéria organica que
envolvia as espiculas. Centrifuga-se a 4000 rppm, enxaguou-se com agua destilada e depois com alcool
70%, retirando-se 0 sobrenadante com micropipeta. Gotejou-se o conteddo com um pouco d’agua em
laminas. Colocou-se para secar em chapa térmica, e ap0s cobriu-se com Bélsamo do Canada® ou
Entellan® e laminula. Em seguida etiquetou-se, analisou-se e armazenou-se com os dados de coleta e

nome da espécie como material de referéncia (Anexos I e I1).
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Para preparacdo a partir do sedimento, ferveu-se por¢des pequenas de amostras em tubo de ensaio com
acido nitrico, lavou-se diversas vezes com agua destilada, depois preencheu-se com agua comum onde as
espiculas ficaram suspensas. Pingou-se uma gota do sobrenadante contendo espiculas sobre uma lamina,
depois de seco aplicou-se Balsamo do Canadd® ou Entellan®, e cobriu-se com laminula, conforme
Volkmer-Ribeiro & Motta (1995).

Para identificacdo taxonémica utilizou-se Volkmer-Ribeiro (1992) e Volkmer-Ribeiro & Motta (1995).
As espiculas de esponja de cada substrato artificial foram medidas e estas analisou-se estatisticamente
para compreender se ha diferencas significativas em seus tamanhos, quando estas se desenvolveram em
regibes mais rasas (margem) e regifes mais profundas (onde ha agua residente durante todo o ano).

Comparou-se as espiculas de esponjas coletadas nas margens, fora d’agua, em estag¢do seca (agosto 2010).

2.3-6. Amostragem de Dados Ambientais

Todas as coletas de dados ambientais foram realizadas entre 10h e 12h da manhg, e padronizou-se 0s
dados coletados em horario de verdo para o horario global Greenwich Mean Time GMT-3h. Para a
pluviometria utilizou-se dados brutos do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), sendo a
plataforma de coleta de dados de n°83481/Jodo Pinheiro-MG. Os dados de temperatura da &gua (°C),
condutividade, resistividade, totais sélidos dissolvidos, potencial oxi-reducdo e pH foram coletados

utilizando Ultrameter™.

2.3-7. Amostragem da Agua da Lagoa para Analise Quimica

Para analise quimica da agua coletou-se duplicatas de 30 ml de volume de agua da lagoa filtrada em filtro
de abertura 0,45um, sendo adicionadas 3 a 5 gotas de acido nitrico. As amostras foram armazenadas em
isopor até o laboratério (Figura 23). As andlises quimicas das aguas tém como objetivo registrar a
influéncia dos periodos sazonais chuvosos e secos no desenvolvimento e formagdo das esponjas. Foram
analisados os elementos maiores (Si, Al, Fe, Mn, Mg, Ca, Na, K, Ti, P) e tracos (As, Ba, Be, Cd, Co, Cr,
Cu, Li, Ni, Sc, Sr, V, Zn) expressos em pg/ml e pg/l, utilizando o espectrometro de emissdo atdbmica com
fonte de plasma, marca Spectro, modelo Ciros CCD com Visdo Radial, do laboratdrio de Geoquimica do

Departamento de Geologia da Universidade Federal de Ouro Preto.
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Figura 23: a) Coleta de amostra de &4gua para analise de elementos maiores e menores filtrada em filtro de malha de
0,45um. b) conserva-se adicionando 3 a 5 gotas de acido nitrico. Ao lado observa-se a maleta do equipamento
Ultrameter™ utilizado nas medices fisico-quimicas.

2.3-8. Amostragem da Agua da Lagoa para Analise Isotopica

Para andlise isotopica foram coletados 30 ml de &gua da lagoa entre 20 e 30 cm sob a superficie e
fechados ainda dentro d’agua para evitar formagdo de bolhas de ar (Figura 24). O frasco utilizado foi de
vidro ambar para evitar fotossintese por organismos clorofilados presentes na agua. Utilizou-se parafina
ao redor da tampa para evitar a evaporagdo e perda d’agua, que causam alteracGes das condi¢des

isotOpicas originais. Foram armazenados em isopor e posteriormente em geladeira.

a)

Figura 24: a) amostra de agua para analise isotdpica de oxigénio em vidro ambar para evitar fotossintese, e fechada
dentro da agua para evitar formacdo de bolhas de ar. b) verificagcdo de auséncias de bolhas de ar.
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2.3-9. Analises de Isotopos de Oxigénio: Métodos Aplicados

Etapa I: Purificacdo de Espiculas

Para a purificacdo de espiculas, as esponjas foram coletadas nos meses de agosto de 2010, de abril, maio e
junho de 2011. Amostraram-se tanto esponjas crescidas nos substratos artificiais, quanto aquelas

encontradas em substratos naturais.

Apo6s um levantamento de metodologias de purificagdo de silica biogénica (Labeyrie 1972, Labeyrie
1973, Labeyrie & Duplessey 1973, Kelly 1990, Shanack-Gross et al. 1996, De la Rocha 2003, Webb &
Longstaffe 2000, Lamb et al. 2005, Webb & Longstaffe 2006, Moschen et al. 2006, Hodson et al. 2008,
Dood & Sharp 2010), foi adaptado um novo protocolo a partir de Kelly (1990) para extracdo quimica,

neste caso com maior concentracao de matéria organica. Seguiu-se 0s seguintes passos:

1) Fase da descarbonatacdo: Macera-se levemente a amostra apenas para desmanchar a esponja (de
1 a 5g). O maceramento excessivo quebra as espiculas. Coloca-se a amostra levemente macerada em
erlenmeyers e acrescenta-se 150 ml de acido cloridrico (HCI) diluido a 1mol/L. Agita-se em agitador
mecéanico por 1 hora. Apés a desgaseificagdo da amostra enxagua-se com agua destilada e adiciona-se

gotas de cloreto de célcio (CaCl,) até que ndo haja mais reacéo.
2) Fase da oxidacdo da matéria organica (MO):

a) coloca-se a amostra em béquer de 200 ml e acrescenta-se 40 ml de HNO; a 65%. Mantém-se
em banho de areia a 50°C, e durante uma semana monitora-se a temperatura e repdem-se o
volume do &cido nitrico perdido. A temperatura ndo deve ultrapassar 50°C, o que pode alterar a

composicao isotdpica da amostra através de reagdes cinéticas.

b) Enxagua-se com agua destilada e centrifuga-se a 4000 rppm/10 minutos trés vezes. A solucéo

deve estar bem diluida antes de ir para a centrifuga por questao de seguranca.

c) Havendo coloracdo de presenca de matéria organica, repete-se o procedimento (2a), agora
utilizando como oxidante H,O, a 30%. Ao fim da semana enxagua-se conforme (2b). Caso a
coloragéo seja ainda expressiva, utiliza-se os oxidantes H,NO; + HCIO, na proporgéo (2:1). A
temperatura ndo deve ultrapassar 50°C. Dependendo da fonte do material sdo necessarias varias

semanas ou mesmo meses até a queima total da matéria organica.

Para a certificacdo da inexisténcia de material organico, observa-se em microscopico 6tico com

luz polarizada, inclusive o interior das espiculas, no canal chamado de eixo axial para certificacdo da

-79-



auséncia de residuos do filamento axial organico. Observa-se também se ha existéncia de outros residuos,
como minerais (Figura 25). Caso contenha matéria organica residual, é necessario repetir quantas vezes

forem necessarias a fase de oxidacdo de matéria organica, alternando os oxidantes.

3) Fase de extracdo do ferro: acrescenta-se a amostra 20 ml de solucdo de citrato de sodio
(NasCsHs0;) a 88,4g/L e aquece-se em banho de areia até atingir a temperatura de 50°C. Nesta
temperatura acrescenta-se 1g de ditionito de sddio (Na,S,0,) e mistura-se bem. Deixa-se em repouso por

24h. Enxagua-se a amostra.
4) Fase de extracdo de argilas

a) adiciona-se 50 ml de um dispersante, como Calgon (Tetrasodium-difosfato 1%) e mantém-se

no ultrassom por 30 minutos.

b) aplica-se a lei de Stokes. Coloca-se a amostra em proveta de 1000 ml e adiciona-se agua
destilada até a altura de 31 cm (para extracdo de argilas e parte dos fit6litos), mistura-se bem e deixa-se
sedimentar. Apds 24h, com auxilio de um sifdo, retira-se cuidadosamente a dgua até a altura de 3 ou 4 cm.

Repete-se a operacdo até que a coluna d’agua fique clara.

c) transferir a fracdo de 2-60um para um pequeno béquer e deixar sedimentar. Com auxilio de
uma pequena pipeta, retira-se com cuidado o restante da dgua. Deixar secar a 105°C por 24h.

5) Fase da separagdo densimétrica: como a densidade das espiculas silicosas varia entre 2,2 e 2,3, e é
inferior as outras fases minerais encontradas nos espongilitos, acrescenta-se a amostra um liquido denso
com densidade préxima a das espiculas (até 2,3). Neste caso, adiciona-se brometo de zinco (ZnBr,)
diluido em &cido cloridrico (HCI). Centrifuga-se durante 10 minutos a 4000rpm. Retira-se a camada fina
na superficie do liquido rica em espiculas com pipeta e filtra-se a vacuo. Durante a filtragem enxagua-se

constantemente com agua destilada. Seca-se a amostra em estufa a 40°C.

Apds este procedimento as espiculas estdo prontas para analise de is6topo de oxigénio.
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Figura 25: a) representacdo da estrutura da silica organizada pelo grupo nitrogenado da proteina formadora de
espiculas nos esclerocitos. Fonte: Coradin & Lopez (2003). b) No centro da formagdo da opala se concentram
moléculas organicas que formam o eixo axial. Este eixo é de dificil acesso aos acidos durante o processo de
purificacdo, sendo este um dos motivos de longa duracdo da Fase de oxidacdo da matéria organica. c) foto de

fragmento de matéria orgénica e em luz polarizada. d) Foto de fragmento mineral e em luz polarizada. Fotos:
Matteuzzo (2012), CEREGE.

Certificada a pureza das espiculas, estas foram submetidas as seguintes etapas da analise isotdpica de
oxigénio.

Etapa Il: Técnica de Troca Isotopica Controlada (CIE: Controlled Isotopic Exchange)

A silica amorfa (biogénica) apresenta uma estrutura molecular com grupos de hidroxilas e silandis
instaveis, facilmente trocaveis por dtomos do ambiente onde se encontra. A porcentagem de &tomos
trocaveis é alta e varia de 10% a 20% em diatoméaceas (Labeyrie, 1979) e de 2,5 a 9,5% em fitdlitos
(Webb & Longstaffe, 2000) (Figura 26). Ndo se conhece a porcentagem de oxigénio trocavel em silica

biogénica em espiculas de esponjas.
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Figura 26: Representacdo esquematica da estrutura da biosilica e os &tomos de oxigénio, na periferia da molécula,
sdo facilmente trocados por outros do mesmo elemento em contato com o ar atmosférico ou com uma solucéo.
Fonte: Hecky et al.(1973) apud Leng & Sloane (2008).

Isso quer dizer que os &tomos sensiveis a troca com o ambiente ndo sdo interessantes para a analise,
pressupondo que devemos interpretar valores isotdpicos somente a partir do oxigénio fixado no momento

da formacéo da biosilica, de meses (esponjas atuais) a milhares de anos atras (espiculas fésseis).

Para minorar a interferéncia dos atomos trocaveis e realizar a analise unicamente do oxigénio nao-
trocavel, equilibra-se a silica com vapor d’agua de 80 conhecido, processo repetido com duas &guas de
composicdo isotopica bem contrastante. Esta etapa € primordial, sobretudo para estudos que visam

interpretacdo paleoambiental, e deve anteceder a linha de extragdo do oxigénio propriamente dita.

Duas linhas metodoldgicas sdo conhecidas. Primeiramente ha técnicas de fluorinagdo parcial, utilizando
guantidade crescente de gas de um oxidante fluoretado (BrFs ou Br,) que foram desenvolvidas por
Haimson & Knauth (1983), melhorada por Thorleifson & Knauth (1984) e Matheney & Knauth (1989).
As técnicas aprimoradas melhoraram o tempo de anélise, porém a quantidade de material necessario ainda
permanecia alto, de 5 a 70mg segundo Schmidt et al. (2001) e Leng et al. (2008). Em paralelo, Labeyrie
(1979) e posteriormente Labeyrie & Juillet (1982) desenvolveram a técnica de troca isotopica controlada
(CIE) em linha mantida a vécuo e equilibrada com vapores de 4gua de 3'°0 conhecida, em temperatura e
duracdo constante (200°C durante 6h30). Esta, segue uma forte desidratacdo a ~1020°C, para extracao
irreversivel das hidroxilas trocaveis, estabilizando desta maneira o oxigénio que é de interesse do estudo.

Conservam-se as amostras em um dessecador.

Esta técnica é mais demorada, porém exige menor quantidade de material, tornando-se mais acessivel aos

estudos que envolvem pés finos de lento processo de concentragdo e purificacao.
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O procedimento abaixo apresenta a Linha de Troca Isotopica Controlada (CIE) instalada no CEREGE em

2004 representada abaixo (Figura 27):

Linha de troca isotépica controlada (CIE)

Manometro
Valvulada Valvula das
bomba amostras
Forno tubular
\ \ 200°C
Bon]ba Amostras
de vacuo \_-_/
10° mbar
Vapor de 5'%0 \
/ conhecido
Armadilha de Tubo .de vidro
nitrogénio liquido / = .0 Q&S resistente
21°C 9.66%o0
Valvula Banho em
do balédo temperatura 10 ml de agua

controlada  de 8'0 conhecido

Figura 27: Linha de Troca Isotopica Controlada instalada no CEREGE/Franca. Traduzida de Crespin (2008).

A primeira parte encontra-se um tubo de vidro onde é introduzido um porta-amostra de niquel de
aproximadamente 3,0 x 3,5 cm (Figura 28). Este tubo é acoplado a um forno tubular removivel que
aquecera & 200°C e depois & ~1020°C por 6h30. Um bal&o contendo agua de 8**0 conhecida é mantido a
temperatura constante de 21 a 25°C, através de banho-maria regulado por termostato (Figura 28). O baldo
é isolado do tubo de vidro por uma valvula. Uma armadilha removivel em “U” imersa em nitrogénio
liquido (N,, também conhecido por azoto) € isolada do tubo, também por vélvula. Uma segunda valvula
apos a armadilha de nitrogénio liquido separa este de uma bomba de vacuo (Figura 28). Este sistema
permite bombear e trocar o ar ambiente do tubo pelo vapor de origem e razdo isotopica conhecida. Um

mandmetro permite medir a pressdo de véacuo gerado pela bomba que deve ser de 10°mbar.
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Figura 28: a) Linha de troca isotépica controlada (CIE). b) porta-amostras de 3,0 x 3,5 cm comporta até 29 amostras
de pé de silica (fitolitos, diatomaceas ou espiculas de esponjas) de peso aproximado de 1,5 mg. ¢) termostato regula
a temperatura da agua de composicéo isotopica conhecida em um baldo de vidro, acoplado ao tubo de vidro inserido
em forno onde se encontra o0 porta-amostras.

Etapa I11: Analise Isotdpica de Oxigénio Sobre a Silica Biogénica de Metania spinata

As analises isotopicas de oxigénio do presente trabalho seguiram o protocolo de Fluorination-
Laser Infra-Rouge, consecutivamente por analise em IR-MS Delta Plus (ThermoQuest Finnigam), que
permite analisar pequenas amostras sem ejecOes destas durante o ataque a laser, e com alta
reprodutibilidade, superior a 0,15%o (1c). Esta técnica é também menos onerosa em tempo, em relacéo as
outras técnicas (ex. 8 amostras/4 dias em técnica de Clayton & Mayeda (1963) vs 29 amostras em 3 dias
para esta técnica). Essa nova técnica de extracdo do oxigénio para andlise dos isétopos foi desenvolvida
por Alexandre et al. (2006), a fim de adaptar os protocolos pré-existentes utilizados em amostras mais
grosseiras (meteoritos/geoldgicas), para pos finos de biosilica (didmetro < 50um) purificados a partir de
diatoméceas e fitdlitos.
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A fluorinacgéo é combinada pela agitacdo simultanea das moléculas através dos raios laser infra-vermelho

de 10 um de comprimento de onda, tendo a seguinte reacao:
S|02 + ZBI‘F5 -> S|F4 + ZBng + 02

O procedimento segue a Linha de Extracdo de Oxigénio por Fluorinacdo-Laser do laboratério de IsGtopos
Estaveis do CEREGE, montado por Z. Sharp (1990), aprimorado e calibrado por A. Alexandre em 2003
(Figura 30).

A secdo é equipada por um recipiente contendo BrFs, sob uma capela aspirante (para sugar qualquer
escape de gas altamente toxico), ligado a dois tubos de KIF de destilacdo do BrFs. Este contém uma
valvula que, quando aberta, se conecta de um lado a uma armadilha em “U” de NaCl contendo uma
bomba primaria, e do outro a uma armadilha de nitrogénio liquido (N,) antes da cAmara de amostras
(Figura 30).

A segunda se¢d@o onde acontece a fluorinacéo por ataque a laser constitui-se de uma camara de amostras
em aco inox equipada com um manémetro, com uma janela em BaF, removivel por onde se retira as
amostras. A linha continua até uma armadilha de nitrogénio liquido. Em cima da camara das amostras se
encontra a estacdo laser MIR (Merchanteck), de onde vem o laser infra-vermelho a CO,, com poténcia de
30 W, equipada por um software de funcionamento e posicionamento automatico, e um “joystick” para

conduzir ao ataque a laser, e em seguida hd um sistema de resfriamento.

A terceira secdo toda em aco inox é o local de purificacdo do oxigénio. Os produtos das reacdes sdo
solidificados ou congelados pela passagem por duas armadilhas de nitrogénio liquido, transformando em

gel residual de BrFs. Em uma armadilha de KBr h& outra reacéo de captura:
BrFs + KBr = 3Br + 5KF

A quarta secdo em vidro permite controlar a coloragdo e natureza dos gases gerados onde é medido o
rendimento e adsor¢do do oxigénio. Esta parte é composta por mais uma armadilha de nitrogénio liquido,
de um mandémetro e um “dedo frio” preenchido por um filtro molecular. Aqui o oxigénio é adsorvido em
pequenas bolas de aluminio a temperatura do nitrogénio liquido e depois descomprensado a 100°C,

através do mini-forno tubular, e enviado diretamente ao espectdmetro de massa (Figura 30).

Os valores de 80 foram corrigidos usando um quartzo padréo do laboratério calibrado em NBS28
(Alexandre et al. 2006, Crespin et al. 2008). Os valores de 8'804iica foram expressas em &-notagdo relativa
ao padrdo V-SMOW. A precisdo a longo prazo do padrdo de quartzo do laboratério é de = 0,2 %o (15). Os
seguintes padrdes de silica amorfa inter-laboratérios previamente estudados (Chapligin et al. 2011) foram
analisados: MSG60 (CEREGE), CFB (NERC), PS (AWI) e HT (FZJ). Analises replicadas das amostras

de espiculas das esponjas resultou numa reprodutibilidade melhor do que + 0,5 %o (16).

-85-



a) Linha de extracao de oxigénio

N por fluorinagéo a laser (Infra-vermelho)
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Figura 29: Linha de extragdo de oxigénio por fluorinacdo-laser do Laboratério de Isdtopos Estaveis do
CEREGE/Franca. a) desenho esquematico, traduzida de Crespin (2008). b) foto da linha de extracdo em
funcionamento, com armadilhas mergulhadas em N, liquido.
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Figura 30: Sequéncia dos equipamentos utilizados na preparacgdo, extracdo e analise da composigdo isotopica de
oxigénio: a) linha de troca isotopica controlada (CIE). b) linha de Extracdo de Oxigénio por Fluorinagdo-Laser. c)
espectrometro de Massa de Razdes Isotdpicas (IRMS) que analisa a composicao isotdpica do oxigénio extraido das
espiculas ou da &gua de formacao das espiculas.

Calculos dos valores de 50

Calculos da composicéo isotopica dos oxigénios trocaveis (CIE)

Os padrdes utilizados para as duas aguas da hidratacdo forgada sdo apresentadas abaixo:
1%) 4gua destilada comum:

8'°0 suatiquida1 = -8,14 £0,05%o.
2%) agua enriquecida por forte evaporacao:

§'°0 4gua liquida 2 = 40,37 £0,05%o.
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Onde a 21°C o fracionamento isotopico entre dgua liquida e seu vapor € conhecido, equivalendo a:
1000 In o agua liquida — vapor = '9,66 i0,1(%)0 (MajOUbe, 1971)

E onde a 200°C o fracionamento isotopico entre o vapor d’agua e os oxigénios trocaveis da silica

equivale a:
1000 In @ yagor - otrocado = 13,5 +0,1%o (Labeirye & Juillet, 1982)
Para o célculo da composicao isotopica dos oxigénios trocados na biosilica, usamos a seguinte equacao:
818Otrocadal =3"0 agua liquida1 t 1000 In a agua liquida —vapor 1 T 1000 In o vapor — Otrocado 1

18 — <18
0" Ofrocadaz = 67O agua liquida2 t 1000 In a agua liquida —vapor 2 T 1000 In o vapor — Otrocado 2

Com esses valores dados, substituimos seus valores na formula acima concluindo que os valores

isotopicos dos oxigénios trocados s&o 0s seguintes:
618Otrocaldal =-4,30 £0,15%0
618otrocadalz =44,21 +0,15%o0

Calculo da porcentagem dos oxigénios trocaveis

Para obter a porcentagem dos oxigénios trocaveis, estabelecemos X, onde:

a) 818Osilica = [100 818Omedida 1— X (Slgotrocada l)] / (100 - X)
b) 818Osilica = [100 8180medida2 -X (Slgotrocada 2)] / (100 - X)
C) X= 100 (algomedida 1= 6180medida 2) / (Slgotrocada 1- 618otrocada 2)

Calculo dos valores de $Ojjica

Para saber a real 3'°0 da biosilica das amostras, este protocolo utiliza padrées de quartzo com
§'®0 conhecida analisados conjuntamente na mesma linha de extracdo de oxigénio por fluorinagao-laser.

O padréo de referéncia é:

5"*Osoutange 50-100um = 16,36 +0,09%o0 (n=16)
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Apds efetuar os calculos dos passos anteriores, é possivel encontrar os valores de 81804 iica atraveés

da equacdo b) ou c):

618osilica = [100 6180medidaz -X (618Otrocada 2)] / (100 - X)

Corregdes

A comparacdo inter-laboratorial da composicdo isotopica de silica biogénica hidratada evidenciou que,
guando o CIE do CEREGE ¢ realizado, uma variacdo ocorre levando a um fracionamento alto anormal

entre o vapor e o oxigénio trocado (Algovapor—otmcéve.) (Chapligin et al., 2011).

As variagdes ocorrem durante a etapa de troca de vapor controlavel permanecendo inexplicaveis, mas
foram reprodutiveis e puderam ser quantificadas. Para este proposito, valores definidos em Chapligin et
al. (2011) foram tomados como valores verdadeiros.

As etapas para corrigir os valores de Ayapor-Otrocavel (Avapor-Otrocaver fOI @assumida semelhante a 1000 In a)
COmo Se segue:

Avalpor—OtrocélveICOrrig ido

= -1,3 * §¥0ga + 78 (2)

Etapa IV: Anélise Isotopica de Oxigénio na Agua da Lagoa Verde

Para a analise isotopica de oxigénio da agua do lago, segue-se o seguinte procedimento:

Anélises de isotopos estaveis (5'°0 e §°H) da 4gua do lago foram realizados no CEREGE pela medigéo de
gases CO, e H,, equilibrados sucessivamente com 5 ml de amostra d’agua no equilibrador automatizado
Thermo-Finnigan, e medido no espectrémetro de massa de entrada dupla (dual inlet) Delta Plus.
Resultados foram representados segundo convencdo V-SMOW (Gonfiantini et al., 1995). A
reprodutibilidade das medidas foi de +£0.05 e £1%o (10) para 5'°0 e 5°H respectivamente.
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CAPITULO 3

FATORES AMBIENTAIS E O DESENVOLVIMENTO DAS DIFERENTES
ESPICULAS EM ESPONJA DE AGUA DOCE

O trabalho apresentado a seguir condensou as metodologias e analises de cunho ecoldgico sobre
a esponja continental Metania spinata, principal espécie formadora de espongilitos da regido de
Jodo Pinheiro, noroeste de Minas Gerais. As esponjas foram monitoradas durante o crescimento
e suas espiculas medidas. Informacbes ambientais compativeis com o trabalho foram
consideradas. No desenvolvimento do trabalho foram observadas que as quatro categorias de
espiculas produzidas pela espécie e que sdo referéncias para a identificacdo taxonbémica,
apareceram em momentos distintos do seu ciclo anual de eclosdo de gémulas-crescimento-morte
sazonal. Este fato interessante implicou em resgatar as informacGes ambientais de cada um
desses momentos para correlaciona-las com o aparecimento nos distintos momentos de
crescimento da esponja. Os resultados permitiram distinguir os fatores ambientais mais
importantes que sinalizam a esponja em investir na producdo de diferentes espiculas, cujas
funcbes de algumas ja sdo bem conhecidas, e em outras foram rediscutidas devido a pequena

atencdo dada pelos pesquisadores.
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Abstract'

Adverse natural conditions will as a rule induce gemmulation in freshwater sponges. Because of
this environmental dependence, gemmoscleres are given exceptional value in taxonomic,
ecological and paleoenvironmental studies. Other spicules categories as microscleres and beta
megascleres have received little attention respecting their occurrence and function during the
sponge biological cycle. Metania spinata, a South American species common to bog waters in
the Cerrado biome, produces alpha and beta megascleres, microscleres and gemmoscleres. To
detect the environmental factors triggering the production of all these kinds of spicules the
species yearly seasonal cycle was studied. Artificial substrates were devised, supplied with
gemmules and placed in Lagoa Verde pond which contained a natural population of M. spinata.
Field monitoring was conducted for eight months in order to observe the growth of sponges and
spicules formation. Samples of water were monthly taken for physical and chemical parameters.
The appearance of the alpha megascleres was seen to be sequentially followed by that of
microscleres, gemmoscleres and beta megascleres. The first ones builded the new sponge
skeleton, the last three ones were involved into keeping inner moisture in the sponge body or its
gemmules. The water level, temperature and the silicon (Si) concentration in the pond were the
most important factors related to this sequential production of spicules, confirming
environmental reconstructions based on the presence or absence of particularly alpha

megascleres and gemmoscleres in past sediments.

Keywords: field monitoring, spicules, Metania spinata, paleointerpretations.
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Resumo

Condices naturais adversas, como regra geral, induzem a gemulacdo em esponjas de dgua doce.
Devido a essa dependéncia ambiental, as gemoscleras recebem um valor excepcional em estudos
taxondmicos, ecoldgicos e paleoambientais. Outras categorias de espiculas, como as
microscleras e megascleras beta tém recebido pouca atencdo, com respeito a sua ocorréncia e
funcéo ao longo do ciclo bioldgico dessas esponjas. Metania spinata, uma espécie da América
do Sul comum as aguas de turfeiras no bioma Cerrado, produzem alpha e beta megascleras,
microscleras e gemoscleras. Para detectar os factores ambientais que desencadeiam a producgéo
de cada uma destas espiculas, o ciclo sazonal anual foi estudado por meio de um substrato
artificial concebido e colocado numa lagoa contendo populag¢fes naturais apenas dessa espeécie.
O monitoramento em campo foi feito por oito meses para observacdo do crescimento das
esponjas e formacdo das espiculas. Amostras da agua foram recolhidas mensalmente para
determinacdo de parametros fisicos e quimicos. O aparecimento das alfa-megascleras foi
observado, estando sequencialmente seguido por microscleras, gemoscleras e beta-megascleras.
As primeiras sdo responsaveis pela construcdo do esqueleto principal da nova esponja, e as trés
seguintes estdo envolvidas em manter a umidade no interior do corpo de esponja ou de suas
gémulas. O nivel da agua, a temperatura e a concentracdo de Si na lagoa foram os fatores mais
importantes relacionados com a sequéncia de producdo espiculas, confirmando reconstrucdes
ambientais baseados na presenca ou auséncia de particularmente alfa megascleras e gemoscleras

nos paleosedimentos.

Palavras-chave: sequéncia de espiculas, Metania spinata, monitoramento em campo,

paleointerpretacdes.
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Introduction

The silicious spicules produced by sponges of the order Demospongiae, that includes all
freshwater sponges, show several morphological categories (Volkmer-Ribeiro 1981, Hooper and
Van Soest 2002). The most common spicules are the alpha-megascleres, that support the three
dimensional structure of the sponges. In what respects freshwater sponges an exclusive category
of spicules may be present, the gemmoscleres, which revest their resistance structures, the
gemmules. In species of the South-American genus Metania Gray, 1867 (Volkmer-Ribeiro and
Costa 1992), two categories of megascleres, alpha and beta megascleres, one category of
microscleres and one category of gemmoscleres are present. From the works of Jgrgensen
(1944, 1947), most attention has been given to the formation of the megascleres of marine and
freshwater sponges, as recently reviewed by Uriz et al. (2003). However microscleres have not
received the same attention. Among 119 bibliographic references focusing on worldwide sponge
spicules, only one reference deals with the formation of microscleres in a marine sponge
(Custodio et al. 2002). The nine references referring to freshwater sponges are focused on the
megasclere formation and the sponge growth in the frame of laboratory experiments (Uriz et al.
2003).

Studies on continental and marine sponges of temperate areas demonstrated that the formation of
the spicules depends on dissolved silicon (Si) availability (Jergensen 1944, 1947, Elvin 1971, Pé
1973, Frghlich and Barthel 1997, Mercurio et al. 2000) and water temperature (Simpson 1978).
The number and size of the megascleres of freshwater sponges, and thus the sponge skeleton
structure and strength, strongly depend on dissolved Si availability (Frost 1991).

Very low contents of dissolved Si were shown to prevent the production of microscleres in
freshwater sponges (Jewell 1935). It was also an accepted fact that seasonal shifts in water level
and temperature can induce gemmulation in modern freshwater sponges, therefore, they produce
gemmoscleres (Jewell 1935, Simpson 1984, Frost 1991, Buso-Junior et al. 2012).

Because of this environmental dependence the gemmoscleres, that are the silicious spicules
produced for gemmules formation, show exceptional value for paleoenvironmental
reconstructions (Racek 1974, Harrison et al. 1979, Harrison and Warner 1986, Volkmer-Ribeiro
and Reitner 1991, Volkmer-Ribeiro and Turcq 1996, Turcq et al. 1998, Sifeddine et al. 2001,
Volkmer-Ribeiro et al. 2007, Parolin et al. 2007, Machado et al. 2013, Machado et al. 2014).
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However in spite of several studies dedicated to freshwater sponges gemmulation/growth under
lab or natural conditions (Jewell 1935, Simpson 1984, Eggers 2001, Dréscher and Waringer
2007, Volkmer-Ribeiro et al. 2012), and particularly on Metania spinata Carter 1881 (Mel&o and
Rocha 1998, 1999), few attention has been given to the formation of the different spicules

categories during the sponge life cycle.

Studies of Brazilian spongillite deposits (Volkmer-Ribeiro and Motta 1995, Volkmer-Ribeiro et
al. 1998a, Almeida et al. 2009, Machado et al. 2014) showed that M. spinata is the main sponge
species that contributed to form the sponge spicules deposits in bogs of the Cerrado Biome. The
assumption was put forward that these spongillites were produced in deeper basins developed
under cooler climate than the modern ones, favoring little water level fluctuations and plenty of
Si supply, for a continued sponge spicule production. The sponge spicules of M. spinata
observed in those deposits are mainly the alpha megascleres and microscleres, gemmoscleres and
beta megascleres occurring only in shallow bogs more subjected to seasonal lowerings of the

water level.

This research aimed to detect in situ environmental factors responsible for the production of the
complex sets of spicules of the M. spinata sponge. More specifically, we tested the hypothesis
that the arise of different types of spicules of M. spinata during its annual life cycle were related
to the seasonal fluctuations in climate and consequently water level and dissolved Si

concentration.

Materials and Methods

Study Area

2.3-10.The pond Lagoa Verde was chosen during a preliminary survey as it was shown to only
contain the sponge species M. spinata. In August 2010, which is the period of low water level,
abundant specimens were sampled from the sediment and the dry margin of the pond (Volkmer-
Ribeiro 1985). Observations with a light microscope evidenced the only presence of M. spinata
spicules. Voucher specimens were catalogued together with the bulk sediments in the Porifera
Collection of Museu de Ciéncias Naturais da Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul
(MCN-POR), with the numbers MCN-POR 8657, 8661 and 8707.
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2.3-11.Lagoa Verde (17°42'16"S; 46°23'32"W; 572 meters a.s.l., Minas Gerais, Brazil) is located
in the Municipality of Jo&o Pinheiro, on an 85 km? karstic plain covered by Cenozoic siliciclastic
sediments. The region has many ponds, several contain spongillite deposits and the living
community of M. spinata (Almeida et al. 2010) (Figure 1). The pond covers an area of 0.220 km?
and reaches 671,866 m3 of water in April, at the end of the rainy season. In 2011, maximum
water depth was ~3 m, reduced by at least 1.6 m at the end of the dry season (September). Local
vegetation is dominated by the aquatic macrophyte Eleocharis interstincta (Vahl) Roem. &
Schult and shoreline water grasses on which specimens of the M. spinata sponges are encrusted
(Figure 1). Regional vegetation is a wooded savanna known as cerrado (Veloso et al. 1991)

locally subjected to human disturbances (Eucalyptus plantation, livestock and mining).

R A
a) A b) ?sgﬂg&
Brazil Jodo Pinheiro
Belo ©
Legend Horizonte
m— Road - BRO4O
“\_~ Rivers
& Ponds
@® Jodo Pinheiro City
Alluvium Sandstone arkose, siltstone and mudstone
Alluvium terrace Siltstone and arkose BAMBUI
Il sandy sediments sand-mudstone cgg%g'sc Calcilutites and sandy loams GROUP
Unconsolidated sandy sediments, £254 siltstone with sandstone and mudstone
occurrences of the spongillite deposits
Pong P o = Dplarenites, rhythmites,‘ dololutites, PRE-BAMBUI
Eolian sandstone silexites and quartzarenites GROUP

GROUP

0,45m

Figure 1: a) Localization area and geological map showing the Lagoa Verde in the Jodo Pinheiro region.
Northwestern of Minas Gerais State (MG). Brazil. Modified from Oliveira et al. (2002). b) Google Earth image in
08/24/2010 showing minimum and maximum water level and the sampling transects. c) Bathymetry of the sampling
transects. AB = transect; max w.l. = maximum water level; min w.l. = minimum water level; R = ruler; * = artificial
substrates (bags and control bag); dg = dried grasses; ss = submerged sediment; Ei = aquatic macrophyte Eleocharis
interstincta.
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Climate is tropical humid with a five months dry season during autumn and winter (from May to
September). Mean annual temperature is 23.2°C and mean annual precipitation is 1562 mm
(INMET, Climate normals of 1961-1990, Goiania’s data platform). Summer rains are convective
and related to the southern shift of the South Atlantic Convergence Zone (SACZ) and the
influence of the Maritime Tropical Air Mass (mT) (Tubelis and Nascimento 1992). However, in
January and February, strengthening of the South Atlantic Subtropical Anticyclone usually leads
to an Indien summer on the continent (Veranico). It is characterized by strong reduction or
absence of precipitation, low atmospheric humidity and high temperature.

Monitoring and sampling

Field monitoring was conducted for a total of eight months over the period of a year
(August, September and November 2010, and January, February, April, May and June 2011).
During that time, monthly samples of water were taken and concomitantly observation of the
sponges was performed. Sponges could only be sampled during the six months when they were
more robust (August 2010, and January, February, April, May and June 2011). A total of eight
months of water samples and a total of six months of sponge samples were obtained.

The water level was directly read from decimal meter scales painted on two PVC pipes planted
in the pond bottom at the dry period (Figure 1). The precipitation data was taken from the
INMET station (Instituto Nacional de Meteorologia, Platform Data Collection #83481, Joédo
Pinheiro, www.inmet.gov.br), located 21 km east of the study site.

The most important variables related to the monthly input and output volumes of water in the
system, the precipitation (P) and evapotranspiration (ETP) values were obtained from the
INMET data. The balance (incorporated) or deficit (loss) of water in the aquatic system was
calculated by subtracting P from ETP.

Physical and chemical parameters

Water samples were obtained in August, September and November 2010, and January,
February, April, May and June 2011. Each sample of 30 ml was filtered at 0.45um and acidified

-96-



for concentration analysis of dissolved elements (Si, Ba, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na and Sr) by ICP-
OES (Spectro Cirus CCD).

The water temperature, pH, conductivity (COND, uS/cm), resistivity (RES, Q.cm), total
dissolved solids (TDS) and oxidation-reduction potential (ORP, mV) were measured with a
portable Ultrameter™ in the field, at midday, 20-30 cm bellow surface. Three readings at least

were performed during a sampling month and the averages were considered.

Avrtificial substrates and their placement in the field

Artificial substrates were used in order to investigate which and when environmental
conditions would account for the appearance of each one of the four categories of spicules of M.
spinata along its seasonal cycle in the pond. Black tulle bags (40x40 cm, 2 mm mesh), were
used, each supplied with about three nodules (about 1 cm) of M. spinata gemmules inside. The
gemmules were taken from the dry specimens sampled during the preliminary survey (August,
2010). Fifteen bags were hung on three nylon lines each along a transect of 20-25m extending
from the emerged margins towards the immersed center (Figure 1), and left to lay down on the
pond floor. The outer ends of the nylon lines were tied at marginal trees. One of the lines was

vandalized so that a total of 30 bags remained for analyzes.

The substrates were placed on the pond floor in September 2010, at the end of the dry season. As
a control, three empty bags were placed on the pond floor each one hanging from a buoy in May
2011 and collected at the beginning of June 2011 (Table 1). During the survey of the sponge
cycle, all the bags were pulled out of the water for observation of growth and then returned to the
pond. Whenever sponges were seen forming crusts on the surface of the bags, one to three bags

were scrapped to obtain a sample of sponge for spicules preparation.

Pieces for spicules preparations were also taken from dried sponges standing at the exposed
pond margins in August 2010 (Table 1), on emergent aquatic macrophyte Eleocharis interstincta
in May and June 2011 (Table 1), and on the pond underwater sediments in May 2011 (Table 1).
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Table 1) Collected data for Metania spinata at LagoaVerde.: Month, sampling number, descriptions of samples and substrates, appearance of the spicules categories (aM: alpha
megasclere; Mi: microsclere; BM: beta megasclere; Gm: gemmosclere), their abundance, corresponding data for dissolved silicium (Si mg/L), water temperature (°C), water level (m),
monthly pluviometry (mm), precipitation-evapotranspiration (P-ETP), seasonal hydric condition and the growing cycle.

Month of Samp|e Artificial vs natural Description aM Mi '}M Gm Si Water Water Month P-ETP Environment The sponges
growth substrate (%) (%) (%) (%) (mglL) (0 (m) (mm) (mm)
1 Natural — dried grasses Full presence of o and B 1.6 125 2.2 83.7 DIy on the
AUG 2 Natural —dried grasses  megascleres, microscleres 223 24.3 8.9 44.5 6.20 19.1 0.65 0 -84 Bog edge exposed )édge
3 Natural — dried grasses and gemmoscleres 22.3 24.3 8.9 445
SEP Placing of artificial 5.90 23.7 0.45 5 -60 Bog edge exposed Dry on the
substrates edge
OCT No field trip 202 68
NOV Initial observation 10.55 26.5 0.70 312 206 Firstrains, inputof Initial growth
the [Si] on the bags
DEC No field trip 355 225
4 Artificial — Bag4 100 0 0 0 Sponges with
JAN 5 Avtificial — Bag5 Only a-megascleres 100 0 0 0 3.92 29.3 1.50 346 226 2-3 cm length
6 Artificial - Bag6 100 0 0 0 on the bags
7 Artificial — Bag7 100 0 0 0 Sponges with
FEB 8 Avrtificial -Bag8 Only a-megascleres 100 0 0 0 5.82 29.7 1.60 107 -20 4-5 cm length
9 Artificial -Bag9 100 0 0 0 on the bags
MAR No field trip 410 324
10 Atrtificial - Bag B8 100 0 0 0 Sponges >7 cm
APR 11 Artificial - Bag A8 Only a-megascleres 100 0 0 0 2.83 305 2.05 29 -71 High level water length on the
12 Atificial - Bag B13 100 0 0 0 bags
13 Natural - E. interstincta 5.9 91.7 0 24 L
14 Natural — sediment pond Alpha-megascleres, 24.6 75.4 0 0 PreCIIF:al\sztllc’:ﬁdwater
MAY 15 Natural  E. interstincta ~~ Microsleres, and rares 24.6 75.4 0 0 3.36 26.8 1.95 11 -76 temperature start V0 gemmules
16 Artificial - Bags gemmoscleres 1.3 772 0 35 decreasing
AT+A13+A16 ' ’ ’
17 Natural - E. interstincta Full presence of o and p 145 63.4 0.9 21.1 Decrease of Gemmules
JUN 18 Natural — E. interstincta  megascleres, microscleres 3.6 64.9 1.7 29.8 6.11 24.0 1.72 2 -67 rainfall, level water start to form
19 Artificial — Control Bag and gemmoscleres 6.3 54 45 35.2 and temperature
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Obtaining the spicules

Sponge samples were processed according to Volkmer-Ribeiro (1985) in order to
separate clean spicules from organic matter and allow them to be placed on permanent slides

thus facilitating their categorization. Three slides were prepared from each sponge sample

Spicule measurement and statistical analysis

To estimate the proportions of different types of spicules we counted three hundred (300)
spicules of each sponge sample under an optical microscope at 10x magnification. We made a
trial counting the three slides prepared and observed that confident proportions could be obtained

counting 300 spicules in one slide.

To investigate possible differences in the sizes of spicules caused by external factors, the alpha-
megascleres were compared since they constitute the only category present during the entire life
cycle of the sponge. Using the Kruskal-Wallis statistic method, possible differences of the
megascleres sizes were tested taking into account their origin from 1) substrate type (artificial vs
natural); 2) different depths.

Redundancy analysis was used to explore the relationship between the composition and
frequency of the different types of spicules and the environmental factors measured for the
months of August 2010 and January, February, April, May and June 2011. The environmental

data were previously standardized and centralized.

Linear regression was used with data from the logarithmized variables (to meet the
homoscedastic requirement) to relate the frequency of different categories of spicules with
environmental factors. The best model was chosen based on the lowest AIC (Akaike Information

Criterion) value.

We use the software R (R Core Team 2014) for all analyzes. We used function RDA of package
Vegan (Okansen et al 2013) for redundancy analysis and the function Im of the base package for

linear regression.

Results
Environmental parameters

The water level of Lagoa Verde decreased of approximately 1.6 meters during dry season
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due to the regional decrease in precipitation and increase in evapotranspiration (INMET data).
The seasonality of rainfall causes variation in the balance of P-ETP ranging from -84 mm
(August 2010) to +324 mm (March 2011). The water temperature ranged from 19.1° C (August
2010) to 30.5° C (April 2011) (Table 1).

Most of the dissolved elements were concentrated during the dry season and diluted during the
rainy season, with a peak in concentration at the end of the dry season in September. Si
concentration showed a different pattern with a delayed peak of concentration in November

(Table 2), probably due to the drainage of the terrestrial siliceous substrate by the first rains.

Regarding the physical and chemical conditions, there is high conductivity and low resistivity, a
high concentration of dissolved solids and higher acidity during the dry season. These values

indicate a larger concentration of free ions in the water, including the presence of macronutrients
during the dry season. The redox potential presented no trends between the different stations,
although there were irregular variations, which indicates that throughout of the year the pond has

a similar capacity to oxidize the organic and inorganic matters (Table 3).

Sponge monitoring

The monitoring of the seasonal life cycle of M. spinata in Lagoa Verde, took as starting
time August 2010 (Figure 2a). The sponge specimens sampled in August 2010 showed the most
complete state of completeness the sponges could get to at the site. In September 2010, when the
artificial substrates were put in the pond (Figure 2c), there was no sampling of sponges and the
water level was even lower than in August (Table 1). In November 2010, sponges were
beginning to grow on artificial substrates. Some were still white, while others were green due to
their symbiotic association with algae (Meldo and Rocha 1997). No sampling was conducted due
to the small size of the sponges (Figure 2d). In January and February 2011, when the water level
had risen considerably, the sponges were all green, forming thin and fragile filaments 2-3 cm
long in January, and 4-5 cm in February (Figures 2f, 2g). The examination under the optical
microscope of the cleaned spicules showed the exclusive presence of alpha megascleres (Figure
3, Table 1). In April 2011, the water level reached its maximum (2.05 m), and a boat was needed
to reach the artificial substrates. The sponges were 7 to 10 cm long, less fragile (Figure 2e), and
the spicular dissociation again showed the exclusive presence of alpha megascleres. In May

2011, when the water level began to fall, the sponges were over 10 cm in length and some
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showed branches without any apparent formation of gemmules (Figure 2h). Finally, the
assembly of spicules changed, with the appearance of microscleres and rare gemmoscleres as
well as the existing alpha megascleres (Figures 3 and 4). In June 2011, the water level continued
to recede and the sponges were robust, with branches and relatively hard nodules containing
gemmules (Figure 2i). In the samples from June 2011 and August 2010, all the categories of
spicules were found, with the appearance within their composition of beta megascleres (Table 1,

Figures 2 and 3).

In the control samples, the sponges were found growing on the artificial substrate, and therefore
the use of manufactured substrates in monitoring sponges, without the need to introduce

gemmules, was shown to be effective.

The presence of the alpha megascleres represented 100% of the species spicular set until April,
when the peak of high water was reached. On May they came down to 5.9-24.6%, when the
microscleres showed up, composing 75.4-91.7% of the sponge spicules, coupling with a first
reduction of the water level. The beta megascleres and gemmoscleres appeared on June, the first
ones representing 0.9-4.5% and the second ones 21.1-35.2% of the sponge spicular set, whilst
alpha megascleres were reduced to 3.6-14.5% and the microscleres to 54-64.9%. On August
2010 the beta megascleres of the dry sponge on the edge represented 2.2-8.9% and the
gemmoscleres 44.5-83.7% of the sponge spicules, coupling with the production of the
gemmules, the low water level and the higher concentration of the available dissolved Si. At this
time alpha megascleres were 1.6-22.3% of the sponge spicular set and microscleres were 12.5-
24.3% (Figure 4, Table 1).
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Table 2: Dissolved elements in water of Lagoa Verde pond along the Metania spinata cycle. n: sample numbers, SD: standard deviation.

ELEMENTS Si Ba Ca Fe K Mg Mn Na Sr

MONTH n mg/L po/L mg/L pg/L mg/L mg/L pg/L mg/L pg/L
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

o AGO 1 6.20 * 1530 + 0.28 + 4120 = 0.73 = 012 =+ 2750 = 049 = 251 %
§ SEP 2 590 + 0.01 7315 + 19.16 1.25 + 0.30 2069.5 + 821.0 230 + 005 042 + 005 8955 + 1464 077 + 0.01 1060 *= 1.70
L NOV 2 1055 + 0.07 1560 + 141 0.27 + 0.02 4615 + 109.6 072 + 0.02 015 * 0.00 7270 + 0.00 0.29 + 0.04 265 + 0.04
JAN 2 392 + 0.01 1295 + 0.92 0.31 + 0.02 2240 + 1513 084 + 005 016 *= 0.00 46.65 * 0.92 0.12 + 0.00 285 + 001
. FEB 2 582 + 0.02 1037 + 1.18 0.18 + 0.01 3505 + 188.38 072 * 000 015 * 0.01 6.01 + 0.69 0.16 + 0.01 207 + 007
§ APR 4 283 = 0.17 536 + 0.80 0.18 + 0.04 982 + 38.0 176 + 1.75 0.17 + 0.04 1149 + 3.74 0.14 + 0.04 263 + 0.35
MAY 3 336 + 0.02 381 = 042 0.07 £+ 0.01 265 + 32 081 + 0.09 0.08 + 0.01 286 + 0.39 0.16 + 0.02 125 + 0.09
JUN 2 611 + 011 379 £ 0.08 0.08 + 0.00 235 + 0.6 061 + 0.02 006 * 0.00 264 + 0.11 0.11 + 0.00 0.96 + 0.00

Table 3: Water physical and chemical parameters of Lagoa Verde along the Metania spinata cycle. n: number lectures; COND: conductivity (uS em™); RES: resistivity (KQ ecm™); TDS: total

dissolved solids (mg L™); ORP: oxidation/reduction potential (mV); pH.

MONTH n  COND (uS ecm™) RES (KQ cm™) TDS (mg L) ORP (mV) pH

o AGO 4 - - - - 5.33+0.0

S SET 3 42.7+0.2 229+0.14 27.43 +£0.15 260.0 £ 17 5.04 £0.0
L NOV 5 6.9+03 141.8+7.2 4.43+0.2 2482 +12 5.42+0.1
JAN 5 75+04 103.1+6 4.89+0.3 198.4+5 5.45 +0.2

. FEV 5 87+27 1242 +37.1 56+1.9 254.4+8.1 5.40 £ 0.0

= ABR 5 6.0+0.2 177.8+86 3.80 £0.2 186.6 +9.3 5.90 £ 0.0
MAI 6 5.9 +0.4 169.6 + 10.6 3.80 £0.2 230.0+17.2 5.50 £0.1

JUN 6 6.2+0.3 159.8+7.5 3.9+0.2 248.3+3.9 5.60 £0.1
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Figure 2: Field monitoring of Metania spinata at lagoa Verde. a) Specimen at the dry exposed pond margin, August
2010. b) Dry specimen with conspicuous gemmules at the exposed pond margin, September 2010. c) Placing of the
tule bags along the two lines on the exposed marginal bottom of the pond. One of the PVVC pipes with a 2ms scale to
measure the pond water level is also seen. d) Minute sponges starting their settling and growing on the artificial
substrate, November 2010. e) Stringy sponge incrusting on the outer side of the tule bag during the cycle
monitoring, April 2011. f) and g) Upright growing of the sponge fibers on the artificial substrate, January and
February 2011 respectively. h) One thicker branch is detached from the sponge crust on the artificial substrate, May
2011. i) Specimen taken from the pond natural substrate bearing the gemmular nodules, June 2011.
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Figure 3. Metania spinata. Images at the Optical Microscope, in their order of appearance, of the spicules from
specimens sampled on artificial substrates at Lagoa Verde: a) January, February and April. b) May. ¢) June. d)
August. Spicules categories: aM: alpha megasclere; Mi: microsclere; Rt: rotule of broken gemmosclere; PM: beta

megasclere; Gm: gemmosclere.
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Figure 4: Metania spinata. Bargraph showing the seasonal appearance of the four categories of spicules in Lagoa
Verde between August 2010 and June 2011. At the top of graph the aligned points represent the respective seasonal
data for dissolved Si(mg/l), water level and water temperature. Samples 1-3: sponges dry on the edge of pond;
Samples 4-12, 16, 19: sponges on bags; Samples 13-15, 17-18: sponges on natural substrates. aM: alpha megasclere;
Mi: microsclere; RM: beta megasclere; Gm: gemmosclere.
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The size of the alpha-megascleres ranged from 325 to 495 um in length and from 13 to 30 um in
thickness. The size of the beta-megascleres varied from 220 to 350 um in length and from 10 to
25 pum in thickness. The microscleres ranged from 50 to 125 pm in length and from 4 to 6 um in
thickness. The gemmoscleres ranged from 35 to 65 um in length, 4 to 5 pum in thickness and had

rotules with diameters ranging from 15 to 28 um (Table 4).

No significant differences were found between the lengths of the sponge alpha-megascleres,
whether located on natural or artificial substrates (p>0.05). Moreover, there was no difference in
the measurements of spicules obtained from different depths (p>0.05). Thus the different
substrates or depths at which the sponges developed did not affect the size of the alpha-

megascleres.

The first two axes of the RDA (Redundancy Analysis) cumulatively explained 80.7% of the
variations in the composition and frequency of spicules over the six sampling periods. The water
level, water temperature and dissolved Si were the most important parameters (Figure 5). The
precipitation is the most important factor related with the presence of alpha-megascleres, and the
dissolved Si to presence of gemmoscleres (Figure 5).

Additionally, in the linear regression regarding the specific proportionality of spicular categories
with the environmental variables that influence their composition, the simple models were the
most robust (lowest AIC value, Table 5), suggesting that the presence of alpha-megascleres are
directly related to higher precipitation, microscleres are inversely related to precipitation, and
that the presence of beta-megascleres and gemoscleres are directly related to the high

concentration of Si in the water.

Table 4: Spicules measures of the Metania spinata sponge. Sizes in micrometers (um). n: measures number, SD:
standart deviation, Min: minimal measure, Max: maximal measure.

. Alpha Megasclere Beta Megasclere Microsclere Gemmosclere
Spicules
measures Rotule
(um) Length Width Length Width Length Width Length Width diameter
c c e c c c c c c
n & o § o £ o £ o & 5o § 5 8 o & o & &
S o 2 o =2 o =2 o =2 o =2 0o =2 o =2 o = 7]
GENERAL
MEAN 465 420 31 20 3 270 24 19 3 84 11 5 1 49 5 4 1 23 2
Min 325 - 13 - 220 - 10 - 50 - 4 - 35 - 4 - 15
Max 495 - 30 - 350 - 25 - 125 - 6 - 65 - 5 - 28
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Figure 5: Metania spinata. Redundancy Analysis (RDA) evidences the most probable relationship of the seasonal

production of the four categories of spicules with the corresponding environmental parameters in Lagoa Verde
(precipitation, P-ETP, water temperature, water level and Silicon).
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Table 5: Best regression models of the influence of environment variables on the percentage of spicules categories

of Metania spinata in LagoaVerde pond between August 2010 and June 2011 (n = 14). SE = Standard Error.

Coeficients Estimates + SE p

Alpha-megascleres

Intercept 1.439+0.081 <0.001
log(Precipitation) 0.201+0.056  <0.004
Beta-megascleres

Intercept -2.723£0.365 <0.001
log(Silicon) 4.446+0.490 <0.001
Gemmoscleres

Intercept -2.7114£0.347  <0.001
log(Silicon) 4.553+0.466 <0.001
Microscleres

Intercept 1.648+0.195 <0.001
log(Precipitation) -0.435+0.135 <0.007

Discussion and Conclusions

A first item deserving attention refers to the function of the artificial substrate. The empty
bags placed as control showed the same progressive external encrusting by M. spinata as did the
bags with planted gemmules inside, evidencing a substrate occupation from outside. It could
arise either from arqueocytes liberated from the past season gemmules at the pond bottom, or
from swimming larvae from sponges encrusting the pond natural substrates and thus able to
perform an early sexual reproduction (Frost 1991), with the summer regional rains. The alpha
megasclere category of spicule showed the same range of size found by Volkmer-Ribeiro and
Costa (1992). However, the length range was superior to those reported by Ezcurra de Drago
(1975) and Machado et al. (2012), and the average thickness was much larger than that found by
Machado et al. (2012). Regarding the other spicules types, the beta-megascleres presented larger
sizes, than the only ones available for comparison, described by Ezcurra de Drago (1975) while
both the microscleres and gemmoscleres were very similar, although slightly larger. Alpha
megascleres studied from sponges sampled at differing levels in the natural substrates had the
same length as the ones from the artificial substrates showing that the natural biological cycle

was correctly monitored using the artifical substrates.

Investigations on sponge biomass and growth rates were carried out by Frost et al. (1982) and

Meldo and Rocha (1998) respectively. Artificial substrates were placed in the natural habitat
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containing weighted and measured pieces of respectively Spongilla lacustris and M. spinata. The
present results set the question whether these studies were not affected by the encrusting of new

sponges around the ones originally placed in the cages.

The M. spinata annual cycle conforms however to the biological seasonal sequence of growing,
gemmule formation and decaying detected by Frost et al. (1982) in a population of Spongilla
lacustris, the only species inhabiting a northern sphagnum pond. Of particular interest is the fact
that S. lacustris as well as M. spinata naturally encrusted the respective ponds muddy bottoms

besides its aquatic macrophytes.

High Si concentration measured in Lagoa Verde at the beginning of the rainy season suggested
that a significant input of Si comes either from the drainage of the silica of geological origin in
the watershed, or from the contribution of sponge spicules detached from the lakeside vegetation
by the voluminous rainfalls. The increase of Si in water favors the provision of monosilicic acid
(Si (OH)a), available for sponge uptake. This event coincides with the eclosion of the gemmules
and the development of new specimens, which were observed to grow naturally on the

vegetation, in the lake sediment and on the artificial substrates.

The RDA allowed identifying the main environmental factors associated with the different types
of spicules (presence and absence). For January, February and April, a match was found between
the highest values of pH, water temperature, P-ETP and less directly with high water level and
the absence of the beta megascleres, microscleres and gemmoscleres. In May, a rapid production
of microscleres, and the beginning of gemmosclere production was found to occur, resulting in a
mixture of alpha megascleres, microscleres and rare gemmoscleres, probably due to the
increasing of nutriment (including Si) concentrations. In June and August the abundance of
microscleres and gemmoscleres, including beta megasclere, which are auxiliary in the formation
of gemmules can be related with the increasing concentration in dissolved Si and the lowest
water levels due to low P-ETP values.

The appearance of the four categories of spicules of M. spinata was seen to be sequential. Alpha
megascleres were the only ones to appear during the initial steps of the sponge encrusting and
growing (January-April 2011) thus conforming to the traditionally accepted supporting role of
this spicule category. The production of this spicule category continued along the sponge
seasonal cycle, but decreased after the initial phase, then giving place to a microsclere burst.
However the production of the microscleres preceeding that of gemmoscleres and beta

megascleres is intriguing. Their complementary role into the strengthening of sponge structures
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as the canals or the ectoderm/pinacoderm (Bergquist 1978, Uriz et al. 2003) is apparent in M.
spinata, a species which has stringy delicate growths (Volkmer-Ribeiro and Costa 1992) as seen
again on the artificial substrates. The microscleres appear as an important silicious component
having their number reduced only when the gemmaoscleres attained their full appearance, as can
be inferred from spicular analysis of the dry sponges sampled at the pond margins in August
2010. The massive presence of microscleres preceeding formation of gemmules, poses a new
question. The immediate reversal of the pinacoderm porocytes in a freshwater sponge with a
whole life cycle subjected to a very short period of immersion (Buso-Junior et al. 2012) raises
the suspicion that microscleres, which have a preference for encrusting the sponges pinacoderm,
may also contribute with an extra sealing of the animal outermost boundary. Thus porocytes
reversal and the microclere armature would act together as the the first device towards the saving
of the sponge inner moisture against any reduction of the habitat water level. This suspicion is
strengthened by the fact that as long as the M. spinata microscleres started to appear, a minimum
amount of its gemmoscleres was also detected. On the other hand the beta megascleres appeared
when the gemmulation process was firmly established and, as such, as a device targeted to
provide for the retention of the gemmules into the skeleton as well as for an extra gemmullar
sealing. However one cannot scape the reasoning that beta megascleres, which are the more
robust, heavily spined spicules produced by this sponge, may also act into the anchoring of the
gemmulles in the bottom mud, at the same time providing for an immediate silica source at the
eclosion time. As a matter of fact new green crusts of the sponge were detected not only on the
natural and the artificial substrates but also on the pond bottom as also observed by Frost et al.
(1982) for Spongilla lacustris in a northern bog. In spite of the fact that the monitoring
experiment was not carried along a whole year, the spicular spectrum from the samples taken in
June 2011, couples well with the one obtained in August 2010, pointing to what must be the
climax of the sponge seasonal biological cycle. At that moment microscleres, and alpha
megascleres attained their minimal abundance, on behalf of the silica being taken in favor of the
production of gemmaoscleres and beta megascleres. M. spinata is the only neotropical species of
the genus to exhibit such long, thin and spiny microscleres and long, thick and spiny beta
megascleres. If habitats are compared among M. spinata, M. reticulata, M. fittkaui and M.
kiliani, all species with beta megascleres, (Volkmer-Ribeiro and Costa upper refered) the first
one is the only with a fleshy skeleton and the only to live in shallow lentic environments, whilst
the other three have hard skeletons permanently adhering to branches and leaves of the seasonaly

flooded forests along amazonian rivers. In such species the gemmules are retained in the hard
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dried sponge by the capsules of beta megascleres and ecclode in the next flooding period
forming a new thin layer of living sponges on top of the previous skeleton thus producing

remarkable silicious encrustings on the substrates (\Volkmer-Ribeiro et al. 2012).

The diversity of the regional climatic conditions was the unexpected factor which certainly
brought out the didactic sequence of appearance of all the spicules of M. spinata as an answer to
the play between the two most impacting factors affecting the sponge biological cycle at Lagoa
Verde, i. e. dissolved Si and water level. This result allows for the perception of the differing
spicular composition that this sponge, present in pond waters extending from north (Ezcurra de
Drago 1975) to southeast South America (Volkmer-Ribeiro 1999) may offer, whenever its
speciments/spicules are detected. It appears with only megascleres and reduced amount of
microscleres encrusting all the marginal vegetation along Lago do Cacd, a past dune area at
Maranh&o State (Volkmer-Ribeiro et al. 2001). The place, in spite of its name, corresponds to the
damming of a permanent brook and, as such, benefits of an inlet and an outlet. The species was
identified from quite rare gemmoscleres present in some specimens. The bottom sediments
contained only alpha megascleres and microscleres (Volkmer-Ribeiro et al. 2001). A quite
different lentic habitat where living M. spinata occurred altogether with the other sponges
present in spongillite deposits in Midwestern Brazil, was studied in Maraca strongly seasonal
ponds at Roraima State, northern most Brazil (Volkmer-Ribeiro et al. 1998b). M. spinata, as
well as the other species formed abundant gemmules and contained all the four spicules
categories seen in Lagoa Verde. However no spicules of any of the sponge species were found in
the bog bottom sediments. The lake had very poor seasonal supply of silica and thus all the
available biosilica (from degrading vegetation, diatoms, and previous season sponge spicules)

was certainly being retaken from the bog pond sediment.

M. spinata was detected in sediments from Central Brazil, dated from at least 50.000 yr BP
(Machado et al. 2014). When detected in past lentic sediments its spicules have been used as
proxy data to support paleoenvironmental interpretations (Candido et al. 2000, Parolin et al.
2007, Almeida et al. 2009, 2010, Machado et al. 2014). However these interpretations were
mostly based on the available knowledge indicating that gemmaoscleres/beta megascleres would
stand for water reduction in seasonal climates, whilst megascleres and microscleres taken both as
supporters of the skeleton structures, allied to absence of gemmaoscleres, would indicate absence
of marked seasonality and sustained water input. The results presented here results support and

increase the confidence on the use of these spicules as proxy data. The microscleres stand up
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now with the remarkable value of indicating water level shifts of lower magnitude, followed or
not by drought periods. The study now dedicated to M. spinata indicates that any of the other
five species composing the sponge assemblies of these Cerrado Biome bogs makes part of a
singular ecological niche and as such entitled to an also particular search for the functions their

spicules play along their biological cycle and corresponding entrusting as proxy data.
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CAPITULO 4

ANALISE DE ISOTOPOS DE OXIGENIO EM ESPICULAS DE ESPONJAS
CONTINENTAIS

O trabalho apresentado a seguir condensou as metodologias e analises de is6topos de oxigénio
sobre as espiculas das esponjas e da agua da Lagoa Verde, localizada na regido noroeste de
Minas Gerais. InformacBes ambientais compativeis com o trabalho foram consideradas. No
desenvolvimento do trabalho foi realizada a purificacdo das espiculas, etapas de retirada de
hidroxilas indesejaveis adsorvidas nas espiculas seguido de fluorinacdo a laser e analise em
IRMS, e para agua utilizou-se um equilibrador automético seguido de analise em IRMS. As
precipitacOes e a evaporacdo sdo fatores ambientais relevantes que influenciam na composicao
isotopica de oxigénio da &gua da lagoa. Os resultados sugerem que as composic¢des isotdpicas de
oxigénio das espiculas estdo submetidas a um fracionamento cinético de origem organica.
Devido a este fato as espiculas fosseis ndo podem ser utilizadas para interpretacdo da
temperatura. Porém, a agua e as esponjas coletadas conjuntamente apresentam uma relacao
direta entre suas composicoes isotopicas. Mais anélises devem ser feitas para dar prosseguimento
aos conhecimentos obtidos e afinar as relacdes da composicdo isotdpica de oxigénio da esponja
do momento em que é retirada do seu ambiente com a composicao isotopica de oxigénio da

agua.
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Abstract'

Siliceous sponge spicules constitute an important siliceous component of lacustrine sediments,
together with widespread diatom frustules. In contrast to diatom frustules, siliceous spicules are
formed in sponges in an enzymatic way. Previous attempts to use their oxygen isotopic signature
(6'®0siiica) as a paleoenvironmental proxy have led to contradictory conclusions. These attempts
demonstrated the need to further assess whether sponges form their silica in oxygen isotopic
equilibrium with water. For this reason, we measured the 5'®0 signature of sponge spicules from
a single freshwater species (Metania spinata) grown on natural and artificial supports over nine
months in a small Brazilian pond (Lagoa Verde, northwestern Minas Gerais). The §"Ogijica
values were obtained using the infrared (IR) laser-heating fluorination technique following a
controlled isotopic exchange (CIE). The 5'%0 values (6®*Ouaer) and temperature of the pond
water were periodically measured and reconstructed over the course of the sponge growth.
Assuming that silica may form continuously in the spicules, temperature and 5Oyt Values
over the months of growth were weighted using a sponge growth coefficient previously
established for Metania spinata. The §*®Ogjjica Values of sponges grown simultaneously and on
similar substrates were scattered. No relationships were observed between the A®Ogjica-water and
water temperature when the reconstructed values were considered. Conversely, a positive
correlation was obtained, with a coefficient of 0.3%0°C™* (R2:0.63), when 80, Values and
water temperature at the time of sample collection were considered. Such a positive temperature
coefficient clearly indicates that the freshwater sponge Metania spinata does not form its
siliceous spicules in oxygen isotopic equilibrium with the pond water. Instead, one or several
biologically controlled kinetic fractionation mechanisms may be in play during the various steps
of silica formation. Our results suggest that the latest precipitation gives its 8*20 imprint to the

entire spicules assemblage. The amplitude of the apparent fractionations increases with

" Trabalho publicado em 07 de Agosto de 2013 no Biogeosciences Discuss., 10: 12887-12918, 2013, com o titulo “Assessing the relationship
between %0 signatures of siliceous sponge spicules and water in a tropical lacustrine environment (Minas Gerais, Brazil)”.
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temperature, but other controlling parameters, such as dissolved Si concentration and nutrient
availability, co-varying with temperature may intervene. These results prevent the use of
8"®0giiica values from the spongillites of northwestern Minas Gerais as a direct proxy for past

83 Owaer and/or temperature changes.
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1. Introduction

Siliceous sponges are filter-feeding animals structured on three-dimensional arrangements of
siliceous spicules with lengths of hundreds of micrometres (Hexactinellida and Demospongiae
classes) to several metres (Hexactinellida Class). These animals have proliferated since the
Neoproteozoic at various latitudes in marine and fresh waters (Volkmer-Ribeiro & De Rosa-
Barbosa, 1979; Volkmer-Ribeiro & Pauls, 2000; Mdller et al., 2007; Love et al., 2009). In
freshwater environments, the spicule assemblages are often used as indicators of changes in
water chemistry and budget (Hall & Herrmann, 1980; Turcq et al., 1998; Sifeddine et al., 2001;
Volkmer-Ribeiro et al., 2004; Volkmer-Ribeiro & Machado, 2007; Volkmer-Ribeiro et al.,
2010; Parolin et al., 2008; Machado et al., 2012; Silva et al., 2012). In contrast to diatom
frustules, in which silica is deposited from a saturated solution onto organic templates, siliceous
spicules in sponges are formed in an enzymatic way (Schroder et al., 2007; Muller et al., 2009;
Wang et al., 2012a).

Numerous studies recently indicated the paleoenvironmental usefulness of the oxygen isotope
composition (5'%0) of biogenic siliceous particles, such as diatom frustules and plant phytoliths.
These studies demonstrated that the isotope signature of silica (5'®Osiica) Was dependent on the
880 signature of the forming water (8"®Owaer) and temperature (Juillet-Leclerc & Labeyrie,
1987; Shemesh et al., 1992; Shahack-Gross et al., 1996; Brandriss et al., 1998; Moschen et al.,
2005; Dodd & Sharp, 2010; Crespin et al., 2010; Webb & Longstaffe, 2000; Alexandre et al.,
2012). Although the obtained fractionation factors differed significantly from one study to
another, the associated temperature coefficients ranged from -0.2 to -0.5%.°C-*, close to the
quartz fractionation coefficients measured previously (Clayton et al., 1972; Matsuhisa et al.,
1979; Sharp & Kirschner, 1994). Regarding sponge spicules, few investigations led to
contradictory interpretations. Matheney & Knauth (1989) found a scatter of the fractionation
between water and silica (AlSOsmca.Wmer) as high as 5% for a given seawater temperature in
marine assemblages collected from Caribbean and Pacific sites. These authors concluded that the
sponges precipitate their spicules in isotopic disequilibrium with seawater oxygen, implying a
kinetic fractionation mechanism. However, their data trend (-0.2%°C™) was in the range of
equilibrium fractionation coefficients measured later for various silica-water couples (synthesis
in Alexandre et al., 2012). More recently, five modern A®Ogiica-water Values obtained from an
analysis of seawater sponge spicules and one value obtained from the analysis of freshwater
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sponge spicules were plotted against water temperature (Jochum et al., 2012). The values were
scattered and displayed no significant correlation with temperature. However, this result was
interpreted as reflecting differences in the species characteristics and/or changes in the isotopic
composition of the waters where the organisms lived. The §®0gica Values obtained from a
unique giant deep-sea sponge specimen were finally interpreted as changes in seawater
temperature during the growth of the organism. The technique used for exchangeable oxygen
removal (melting under an infrared (IR) laser beam with no fluorinating agent and in a vacuum)
prior to 8*%Qgjjica analyses was not evaluated by the recent inter-laboratory comparison of oxygen
isotope compositions from biogenic silica (Chapligin et al., 2011). This scarcity of §"®Oyjjica data
indicated the need to further investigate whether siliceous sponge spicules form in oxygen

isotopic equilibrium with water and can be used as a proxy of past &0yt cOmposition.

In this study, we measured the 8'®0 signature of Metania spinata (Carter, 1881) spicules formed over two
annual cycles, on natural and artificial supports, in a small pond in northwestern Minas Gerais (Brazil).
The correlations obtained between §"Ogjlica, 8" *Owater, and water temperature values were assessed. To our
knowledge, the 80 signatures of freshwater sponge spicules have never been investigated except for the

unique sample from Lake Baikal analysed by Jochum et al. (2012).

2. Materials and methods

2.1. Study area

When sponge spicules dominate a sedimentary deposit with secondary amounts of clay, sand,
organic matter, and diatom residues, the sediment is classified as a spongillite (Traxler, 1895;
Volkmer-Ribeiro, 1992; Volkmer-Ribeiro & Motta, 1995). Large spongillite formations of
Pleistocene and Holocene age have been reported in southeastern Brazil (\Volkmer-Ribeiro et al.
1998). In northwestern Minas Gerais, more than 80 lens-shaped spongillites that are hundreds of
metres in diameters and several metres thick lie beneath ponds where sponges proliferate
(Almeida el al., 2009, 2010). One of those ponds, Lagoa Verde (17°42'16"S; 46°23'32"W; 572 m

a.s.l.), was investigated for the present calibration.

The pond is located on an 85 km? karstic planation surface covered by Cenozoic siliciclastic
sediments, including the spongillites (Almeida et al. 2010) (Fig. 1). The climate is tropical
humid with a five-month dry season during the winter (from May to September). The mean
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annual temperature is 23.2°C, and the mean annual precipitation is 1,562 mm (INMET, 1961-
1990 climate normals, platform Goiania). The summer rains are convective and related to the
southern shift of the Intertropical Convergence Zone (ITCZ) and the influence of the maritime
tropical air mass (mT) (Tubelis & Nascimento, 1992). However, in January and February,
strengthening of the South Atlantic Subtropical Anticyclone (SASA) typically leads to an Indian
summer on the continent (Veranico). This weather is characterised by a strong reduction or
absence of precipitation, low atmospheric humidity, and high temperature. The regional
vegetation is a wooded savanna known as cerrado (Veloso et al., 1991), locally subjected to
human disturbances (eucalyptus plantation, livestock, and mining). Footprints of wild animals,
such as antas (Tapirus terrestris), porcos-do-mato (Tayassu pecari), onc¢as-parda (Puma concolor),

and tatus (Euphractus sexcintus), were also recognised near the pond.
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Figure 1: Geological description of the area and location of the 80 ponds and spongillite deposits reported by
Oliveira et al. (2002) in northwestern Minas Gerais, Brazil. Lagoa Verde is indicated by the small arrow. Figure
adapted from Oliveira et al. (2002).
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Lagoa Verde has a radius of 265 m, a perimeter of 1,810 m, and a surface area of 22.06 10° m?.
The volume of the pond reached 6.72 10° m® in March 2011, at the end of the rainy season. In
2011, the water depth in the deepest part of the pond was approximately 3 m but was drastically
reduced by at least 1.6 m by the end of the dry season (September). The local vegetation is
dominated by the aquatic macrophyte Eleocharis interstincta and shoreline grasses, onto which
specimens of the Metania spinata sponges can attach. Although Metania spinata is the unique
species observed in Lagoa Verde, it belongs to a group of six sponge species that dominates
spongillites and current pond waters in southeastern Brazil and are common to the South
American inter-tropical area (Volkmer-Ribeiro et al., 1998; Volkmer-Ribeiro & Costa, 1992;
Volkmer-Ribeiro & Motta, 1995; Almeida et al., 2009).

2.2. Sampling and field measurements

In September 2010, at the end of the dry season, reproductive structures (called gemmules) of
Metania spinata sponges were placed in black tulle bags (40x40 cm) and deposited on the floor
of the pond along two transects that were approximately 25 m long from the margin to the
centre. The bags from each transect were collected at the end of the following wet season. These
bags were given designations based on their latest month of growth (March 2011: LV 04, 05, 06;
April 2011: LV 09; Table 1). An empty bag was placed on the floor of the pond in May and
collected at the beginning of June 2011 (designated Control May 2011: LV13; Table 1). In
addition, natural sponge samples were collected on emergent aquatic macrophyte Eleocharis
interstincta (April and May 2011: LV 07, 10, 11 and 12; Table 1), on submerged sediment (April
2011: LV08; Table 1), and on grasses at the margin of the pond (August 2010: LVO01, 02, 03;
Table 1).

Five water samples were collected at 12:00 PM (UTC/GMT -3 hours) on the days of sponge
sampling. Three additional water samples were collected during the period of sponge growth, in
September and November 2010 and January 2011 (Table 2). The water level and water

temperature at a depth of 20 cm were measured during water sample collection (Table 2).

Monthly and daily values of atmospheric temperature, precipitation, and evapotranspiration were
obtained from the INMET Platform Data Collection #83481 (Jo&o Pinheiro), located 21 km east

of the site.
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Table 1: Characterisation of the samples of pond water and sponge spicules collected at Lagoa Verde: field and geochemical measurements. A*®Ogijica-reconstructed water Values calculated for the
latest month of sponge growth.

Pond water Sponge samples Isotopic measurements
18
Sponge Corrected® 18 A" Ositca-
sampling Measured Measured MlgaSUVEd 18 18 18 18 A~ Ogilica- reconstructed
date level Twater 0~ Owater Sample Substrate 0" Omeasured 1 0" Omeasured 2 X 8" Ogsilica 8" Osilica measured water water
Artificial
VS. (%o vs.
(%0 VS. (%0 VS. (%n VS. (%o VS. (%o VS. (%o VS.
(cm) (°C) VSMOW) natural Description VSMOW) VSMOW) VSMOW) VSMOW) VSMOW) VSMOW)
Average SD n Average SD n Average  SD
LVO01 Natural dried grasses 30.4 00 2 335 02 2 0.074 27.6 30.4 27.1 27.6
Aug 2010 65 19.1 33 LVv02 Natural dried grasses 28.9 01 2 319 02 2 0.071 25.8 28.6 29.6 0.9 25.3 25.8
LVv03 Natural dried grasses 30.0 01 2 32.6 02 2 0.063 27.0 29.8 26.6 27.0
LV04 Artificial bag C8 233 03 2 25.4 04 2 0.059 275 22.4 28.4 275
Mar 2011 205 30.5 -6.0 LV05 Artificial bag A8 25.0 02 2 28.6 02 2 0.085 28.9 238 24.0 1.8 29.9 28.9
LV06 Artificial bag C13 26.6 00 2 29.0 01 2 0.057 311 26.0 32.0 311
LVvO7 Natural E. interstincta 26.0 01 2 28.3 01 2 0.053 29.9 25.4 29.4 29.9
LV08 Natural Ssuebdrlnrf]re%etd 26.4 01 2 29.2 00 1 0.066 30.2 257 296 30.2
Apr 2011 195 26.8 -4.0 25.1 0.5
. bags
LV09 Artificial A7+A13+A16 25.3 01 2 27.8 00 1 0.06 29.0 24.5 28.4 29.0
LV12 Natural E. interstincta 26.0 02 2 29.2 00 1 0.077 29.6 25.1 29.0 29.6
LV10 Natural E. interstincta 26.8 01 2 29.4 02 2 0.061 30.1 26.2 28.2 30.1
May 2011 172 24.0 -2.0 27.0 1.0
LV11 Natural E. interstincta 28.1 00 2 30.8 00 1 0.064 31.6 27.7 29.7 31.6
Control 1 month
172 24.0 -2.0 LV13 Artificial 25.8 00 2 28.8 02 2 0.072 28.8 249 - - 26.9 28.8
May 2011 control bag

ACorrected for methodological bias (Alexandre et al., 2012).
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Table 2: Regional meteorological data, pond water parameters, and sponge growth coefficient calculated after Meldo & Rocha (1999) for the months of sponge growth. A*®Ogijica-reconstructed
water Averages calculated for the latest month of sponge growth. Measured values are in bold. Reconstructed values are detailed in the text. Monthly mean values of precipitation (P),
evapotranspiration (ETP), and atmospheric temperature (T) are from INMET (Station #83481; Jodo Pinheiro).

Samples Meteorological data Pond characterisation
tarm &t the Sponge ABO
Monthly  time of Reconstructed growth silica
Sampling Last month P- mean  collection Measured Reconstructed Measured monthly mean Dissolved Measured Reconstructed coefficient reconstructed
date of growth Precipitation ETP ETP tatm 12h Volume  level level® twater twater” Si 5" Ouater 8" Ouater © d water
(mm)  (mm) (mm) (C) (C) m)  (m) (C) (mg.IY) (%o vs. VSMOW) Y b
1 Nov-09 85 133 -48 26.2 670,837 48 30.1 3.324 2
2 Dec-09 413 113 301 24.3 671,137 94 28.0 0.876 3
3 Jan-10 125 116 9 26.2 671,146 95 30.1 0.801 6
4 Feb-10 83 129 -46 26.8 671,101 88 30.8 1.174 10
5 Mar-10 180 119 61 25.4 671,162 98 29.2 0.677 18
6 Apr-10 7 99 -22 24.2 671,140 94 27.9 0.855 32
7  May-10 61 90 -29 23.9 671,111 90 27.6 1.092 57
8  Jun-10 5 63 -58 21.2 671,053 81 24.6 1.565 101
9  Jul-10 0 73 -73 221 670,980 70 25.6 2.157 179
16/08/2010 Aug-10 0 84 -84 229 17.6 670,896 65 57 19.1 26.5 6.2 3.250 2.838 179 26.8
29/09/2010 Sep-10 5 64 -60 25.0 21.8 670,837 45 48 23.7 28.8 5.9 4.380 3.325
Oct-10 202 134 68 26.4 670,905 59 30.3 2.768
23/11/2010 1 Nov-10 312 106 206 24.3 224 671,111 70 90 26.5 28.0 10.6 0.390 1.088 2
2 Dec10 355 131 224 24.9 671,335 124 28.7 -0.738 3
08/01/2011 3  Jan-11 346 121 226 25 24.8 671,561 150 158 29.3 28.8 39 -5.060 2,575 6
15/02/2011 4  Feb-11 107 126 -19 26.5 27.2 671,541 160 155 29.7 304 5.8 -0.660 -2.418 10
03/04/2011 5 Mar-11 410 85 325 24.4 22.4 671,866 205 205 30.5 28.1 2.8 -6.030 -5.063 18 29.1
01/05/2011 6  Apr-11 29 100 -71 24.6 24.4 671,795 195 194 26.8 28.3 3.4 -3.980 -4.484 32 29.7
05/06/2011 7  May-11 11 87 -76 23.2 20.8 671,719 172 182 24.0 26.8 6.1 -2.020 -3.866 57 30.8

2 According to Eq. (1); ® According to Eq. (2);  According to Eq. (3); ¢ According to Eq. (4). (see text for further details).

-121-



2.3. Analytical methods

The spicules were extracted using a three-step chemical protocol commonly used for phytoliths
and diatoms (Crespin et al., 2010) that was adapted for sponges as follows: (1) oxidation of
organic matter using H,O, (30%), HNO3;, and HNO3;+HCIO, (2:1); (2) clay removal by
sedimentation and centrifugation; (3) densimetric separation of the spicules using a 2.3 heavy
liquid (ZnBry,). Step 1 was carried out at 50°C (Crespin et al., 2008) and repeated until the
organic matter was completely oxidised. The purified spicules were mounted on microscope
slides using Entelan® and analysed at 100x magnification. Approximately 300 spicules from
each sample were counted and classified as alpha megascleres, beta megascleres, microscleres,

and gemmoscleres.

The water samples were stored in amber bottles sealed with paraffin for isotopic analyses. These
samples were filtered at 0.45 pum and acidified for dissolved Si analyses. The dissolved Si
concentration was measured using Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-
OES) at UFOP. The pond water temperature and pH values had been measured at midday at
depths of 20-30 cm during the sampling campaigns.

The 50 analyses of the sponge spicules and water samples were processed at CEREGE. The
"0 values were expressed in the standard &-notation relative to V-SMOW. Because sponge
spicules are made of hydrous amorphous silica, the ground samples were subject to a controlled
isotopic exchange (CIE) to set the %0 value of exchangeable oxygen (Chapligin et al., 2011).
Oxygen extractions were then performed using the IR laser-heating fluorination technique. No
ejection occurred. The oxygen gas samples were directly sent to and analysed using a dual-inlet
mass spectrometer ThermoQuest Finnigan Delta Plus®. The measured §'®0 values of each
sample were corrected on a daily basis using a quartz lab standard (818030u|angé 50-
100um=16.28420.1%0, n=18). The calculated §'®Ogica value was corrected for a reproducible
methodological bias. The entire procedure commonly applied to diatoms and phytoliths has been
previously described in detail (Alexandre et al., 2006; Crespin et al., 2010; Alexandre et al.,
2012). During the analysis period, measurement of the international quartz standard (NBS 28)
yielded an average of 9.78+0.14%o (n=8). Replicate analyses of the sponge spicules samples
yielded a reproducibility better than £0.39%o (1o). The 8'°0 values of the water samples were
measured using an automated Thermo-Finnigan equilibrating unit connected to a dual inlet Delta

Plus mass spectrometer. The reproducibility of the "0 analyses was +0.05%o (10).
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2.4. Reconstruction of temperature and 6Oyt conditions over annual cycles of sponge

proliferation

Sponges proliferate and form their spicules over annual cycles. Spicules categorised as alpha
megascleres and microscleres are produced during the growing phase of a cycle (Volkmer-
Ribeiro, 1981). These spicules sustain the sponge’s siliceous reticulate structure and strengthen
its pinacoderm. A degenerative phase follows, particularly marked in shallow water
environments, when conditions of hydrous stress occur. This phase is characterised by the

production of beta megascleres and gemmoscleres (VVolkmer-Ribeiro, 1981).

In Lagoa Verde, the proliferation cycles last nine months. A growth phase occurs from
November to April and is followed by a degeneration phase from May to July. The sponge
samples collected during a given year thus contain sponges growing since November of the
previous year. To assess whether sponges precipitate their spicules in isotopic equilibrium with
water over their growth period, the water temperature and 5"®Oyaer Values were, as a first step,

reconstructed from November 2009 to May 2011 (latest sponge sampling).

- The water temperatures (twaer) in Lagoa Verde measured at 12:00 PM were strongly correlated
with the atmospheric temperature (tam) measured the same day and time at the INMET station
(twater=1.1098x%t,m+1.0354; R?=0.7; p<0.01; Eq. (1)). Assuming that this relationship is constant
over the course of the day, it was used to reconstruct monthly mean water temperatures from the

monthly mean atmospheric temperatures from the database of INMET daily values.

- The measured values of 8*30,aer Were strongly correlated with the water levels (8180W3ter:-
0.0536xwater level+5.9056; R?=0.8; p<0.01; Eq. (2)). This correlation corresponds to the
classical behaviour of lake water isotopic composition (Vallet-Coulomb et al., 2006), in which
an evaporative isotopic enrichment occurs during the dry season, whereas the rainy season leads
to dilution by isotopically depleted precipitation. We used this relationship to reconstruct the
8" 0uwaer Values over the entire period of spicule formation. The water levels in the months
without water sampling were calculated based on (1) a water balance equation based on monthly
data of precipitation (P) and evaporation (ETP) (Table 2) and (2) the relationship between
calculated lake volumes and measured lake levels obtained for our measurements (water
level=0.152%xwater volume—101,919; R?=0.95; p<0.01; Eg. (3)).

The changes in the water volume were estimated using the equation Vi.1=Vi+(P-ETP)i.1, using

the water volume measured in March 2011 as an initial V; value (Table 2). The 8180Wmer values in
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the months without water sampling were thus reconstructed using a combination of water level

estimates and Eq. (2).

In a second step, the water temperature and 5"*Owaier €Stimates were weighted using a sponge
growth coefficient. The nine-month annual cycle of Metania spinata was previously monitored
in an artificial reservoir, Lagoa Dourada, located 500 km south of Lagoa Verde, in the state of
Séo Paulo (Meldo & Rocha, 1999). The annual precipitation patterns at both sites are similar.
The sponge dry biomass, expressed as ash-free dry weight (AFDW), exhibited an exponential
trend over time at Lagoa Dourada (AFDW=8.1497 0-2748xnumber of growing months. po—( 85: Eq. (4)); a
similar trend was expected at Lagoa Verde. The AFDW is equal to the dry weight (DW) minus
ash, which is essentially composed of silica, and varied proportionally to the DW (Meldo &
Rocha, 1999). We thus inferred that the sponge growth coefficient, obtained from Eq. (4) (Table
2), could be used as a proxy for silica formation at Lagoa Verde to weight the estimates of
temperature and 580 uater (Table 3).

Table 3: Weighted averages of §'®0y.e and water temperature since the start of sponge growth and associated
A:Lgosilica ~ weighted water values.

Spicule growth weighted values

Last month of growth 8" Ouater Monthly mean tyaer A™®Osirica - weighted water

(%o vs. V-SMOW) (°C) (%o vs. V-SMOW)

28.388
Aug 2010 2.012 26.2 26.588
27.788

25.768
Mar 2011 -3.368 28.9 27.168
29.368

29.273
29.573
28.373
28.973

Apr 2011 -3.873 28.6

30.070

May 2011 -3.870 27.8
31.570
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3. Results

Microscopic observation and counting of the chemically treated spicule assemblages indicated
no trace of organic remains. The morphological features and abundance of alpha megascleres,
microscleres, beta megascleres, and gemmoscleres are presented in Figs. 2 and 3 and Table 4,
respectively. All of the spicules are devoid of dissolution features (Fig. 2). The percentage of
spicule categories per samples exhibit the expected pattern (Fig. 3): Alpha megascleres were
dominant during the rainy months of March and April (2011); microscleres appeared at the end
of the rainy season, in April (2011); and beta megascleres and gemoscleres were produced
during the degeneration phase in the dry season.

The measured and reconstructed values of the water level, water temperature, and 880 ater are
presented with the meteorological data in Table 2 and Fig. 4. The water level estimates are very
close to the measured values. The levels were lower in 2010 than 2011. This finding is consistent
with meteorological conditions: 2010 was drier, warmer, and thus more evaporative than 2011.
As they are based on water level variations, the slsowater estimates are higher in 2010 than in
2011. Although both the reconstructed and measured 5 %Oyt Values display the same trends, the
water sample collected on 8 January 2011, appears particularly 20 depleted (A=2.4%o). This
discrepancy may be explained by the high rainfalls that occurred just before the sampling. In
fact, 70% of the January precipitation occurred during the first eight days of January, thus
leading to a heavy dilution of lake water by isotopically depleted precipitation, whereas the
monthly water balance does not account for heterogeneity in the rainfall distribution. In addition,
the evaporative isotopic enrichment that occurred during the dry period in February is
underestimated by our reconstructions. However, despite smoothing the actual variations, our
8" 0uwaeer reconstructions reproduce the seasonal trends. There is a modest fit between the
reconstructed monthly mean water temperature and water temperature measured at midday.
Given the important variability in daily and intra-daily atmospheric temperature (e.g., T varies
more than 10°C during the day, INMET database 2010-2011, Jodo Pinheiro), significant
variations in the pond water temperature can be expected, which explains the difference between
the averaged temperatures and those measured at 12:00 PM. The dissolved Si concentration
ranges from approximately 2.8 to 10.6 mg 1™ and decreases as the pond level rises as a result of
dilution (Table 2).
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Table 4: Abundance of spicules of various categories: alpha megasclere (aM); beta megasclere (BM); microsclere
(Mi); gemmosclere (Gm). n: sum of counted particles.

Last Sample n oM BM Mi Gm

month of growth (%) (%) (%) (%)

Lv0o1 300 11 15 17 57

Aug 2010 Lv02 300 55 22 12 11
LV0O3 300 55 22 12 11
Lv04 300 100 O 0
Mar 2011 Lv05 300 100 O 0
LVO6 300 100 O 0
LVvO07 300 24 0 75 1
LVv08 300 62 0 38 0

Apr 2011
Lv12 300 62 0 38 0
LV09 300 55 0 44 1
LVv10 300 48 3 42 7

May 2011
LV11 300 17 8 61 14
Control May 2011  LV13 300 25 18 43 14

2N
S

CrS
N o

AT A

Figure 2: Optical microscopy images of spicules of Metania spinata extracted from Lagoa Verde sponge samples.
aM: alpha megasclere; BM: beta megasclere. Mi: microsclere; Gm: gemmosclere; Rt: broken rotule of the
gemmaosclere.
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Figure 3: Percentages of spicule categories per sample. aM: alpha megasclere; BM: beta megasclere. Mi:
microsclere; Gm: gemmosclere.

For a given month, the 5'®Ogjica Values are significantly scattered (standard deviation ranged
from 0.5 to 1.8%0) (Table 1). This scatter is not related to the type of substrate to which the
sponges were attached (e.g., natural vs. artificial or submerged sediment vs. E. interstincta
macrophyte). The average values of 8" 0silica range from 29.6%o0 when the sponges were collected
during the dry season (August 2010) to 24.0%0 when collected during the rainy season (March
2011). The 8" Qgjjica Values increase with the latest 8**Owaer Values, either measured (R?=0.80;
Fig. 5a), reconstructed (R?=0.75; Fig. 5b), or reconstructed and weighted (R?=0.65; Fig. 5c). The
81804iiica Values decrease with the latest water temperature values, either measured (R2:0.77; Fig.
6a), reconstructed (R?=0.57; Fig. 6b), or reconstructed and weighted (R®=0.79; Fig. 6c). The
8"0giica values also increase with dissolved Si concentration, although the correlation is
moderate (RZ:O.56). When measured data are considered, the A®Osilica - water Values display a
positive correlation with water temperature (R?=0.63). The associated coefficient is 0.3%0°C™
(Fig. 7a). No correlation is observed when reconstructed or reconstructed and weighted values
are considered (Figs. 7b and 7c). When measured 8*®0yaer values are considered, the A™Ogjjica -
water Values display a moderate negative correlation with the dissolved Si concentration (R°=0.48;
Fig. 8). Again, no correlation is observed when reconstructed or reconstructed and weighted

8" 0yater vValues are considered (R?<0.1).
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growth period.
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Figure 5: 8" 0yiica Values plotted vs. (a) measured 8" 0yater values at the time of collection, (b) reconstructed 8" 0\ater
values, and (c) average of weighted 50y €stimates since the start of sponge growth.

-129-



5! 8osilica 3
(%o vs V-SMOW)
) N N N w w
N N » o5} o N

N
o

b)
32

30 A

28

26

& 80silica
(%o vs V-SMOW)

24

22

20

&' sosilica 3
(%o vs V-SMOW)
N N N N w w
N ESS (o] oo o N

N

o
N
(&)}

6"804;co= -0.5 * measured t, 5., +38.5

R2=0.77
& p<0.01
*
*
*
* °
* *
*

Measured t, e, (°C)

8'804;ica= -2.1 * reconstructed t,, o, + 83.6

R2=0.57
R p<0.01
-
.
* *
0 ‘
.
S
26 27 28 29 30

Reconstructed t, . (°C)

8'80,c,= 2.0 * weighted t, .., +82.2
R2=0.79
p<0.01

26 27 28 29 30

Weighted t, a6 (°C)

Figure 6: "®Oygjica Values vs. (a) measured temperature at the time of collection, (b) reconstructed monthly mean
water temperature during the latest month of growth, and (c) average of weighted monthly mean water temperature
estimates since the start of sponge growth.
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Figure 8: A*®Oyijica - measured water Values vs. dissolved Si concentration.

At equilibrium, mass-dependent oxygen fractionation of a mineral relative to water decreases
with increasing temperature (e.g., Faure, 1998). This relationship has been illustrated by negative
temperature fractionation coefficients measured for quartz, phytoliths, and diatoms (Clayton et
al., 1972; Matsuhisa et al., 1979; Juillet-Leclerc & Labeyrie, 1987; Shemesh et al., 1992; Sharp
& Kirschner, 1994; Shahack-Gross et al., 1996; Brandriss et al., 1998; Moschen et al., 2005;
Crespin et al., 2010; Dodd & Sharp, 2010; Alexandre et al., 2012). Conversely, our results
clearly indicate the absence of an oxygen isotopic equilibrium between the silica in the sponge

spicules and the pond water.

4. Discussion

There is a single correlation between the A¥®Ojica.water Value and water temperature when the data
from the time of sample collection are considered. This result suggests that successive
precipitation/dissolution processes occur over the time of spicule formation, and the latest
precipitation gives its 8'°0 imprint to the entire spicule assemblage. The 8"®Ouger Value and
temperature averaged over the latest month or the entire period of spicule formation may
influence the §'®Ogjjica Signature (Figs. 5b, 5¢c, 6b, and 6¢) but in opposite ways that cancel each
other out (Figs. 7b and 7c).
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The biologically controlled mineralisation of spicules has been described in detail (Schroder et
al., 2003; Schroder et al, 2007; Muller et al., 2007; Wang et al., 2012a). Silica formation is
rapid. Schroder et al. (2003) reported that spicules several hundreds of micrometres long grew in
several tenths of hours. Dissolved Si is actively taken up by the sponge cells via a Na’HCO3
[Si(OH),] co-transporter (Schroder et al., 2004; Maldonado et al., 2011; Wang et al., 2012b) and
stored in specialised cells called sclerocytes. Within the sclerocytes, axial enzymatic filaments
termed silicatein are formed, around which silica is deposited. After formation of a first biosilica
layer driven by the silicatein enzyme, immature spicules are released into the extracellular space.
There, centrifugal and axial growth (respectively “thickening” and “elongation™ processes) are
driven by extraspicular silicatein. During this step, nanofibrillar bundles condense. A second
enzyme, called silicase, localised on similar intra- and extracellular sites as silicatein, is able to
dissolve amorphous silica and interact with silicatein during spicule formation (Schroder et al.,
2003). The actions of the silicatein and silicase, which respectively polymerise and depolymerise
silica, and the reorganisation of the silica sheath in the forming spicule may contribute to give

the spicule assemblage a late 5'°0 imprint.

However, the positive correlations obtained between A™Ogjjica - warer Values and temperature
excludes the possibility that any oxygen isotopic equilibrium between spicules and pond water
has been reached, even during this late stage of silica precipitation. Instead, these correlations
suggest that one or several biologically controlled kinetic fractionation mechanisms are in play.
These mechanisms may occur during the various steps of silica formation, during water and
dissolved Si uptake and up to the latest phase of silica polymerisation. Removal of water from
the area of silica synthesis to the surrounding extraspicular environment (Wang et al., 2012a)
may also lead to Kinetic fractionation. However, a simple Rayleigh distillation would have
increased the A™®Oyjiica - water Detween May, when the spicules were still underwater, and August,
when the spicules suffered hydrous stress, which is the opposite of the observed trend.

Other parameters, such as the dissolved Si concentration and nutrient availability, co-varying
with temperature may also intervene. Laboratory studies considering marine demosponges
previously demonstrated that sponges react to the availability of ambient dissolved Si (Reincke
& Barthel, 1997; Maldonado et al., 2011). Although significant variability occurs between
individuals, the rate of Si uptake increases rapidly at low Si concentrations and becomes lower at
higher concentrations (from 2.3 to 5.6 mg 1™ Si in the study by Reincke & Barthel (1997)). This
pattern is in accordance with Michaelis-Menten enzyme kinetics (Reincke & Barthel, 1997). In
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the present case, Metania spinata forms its spicules under a range of high Si concentrations
(from 2.8 to 6.2 mg I}, Table 1). The AFDM coefficient calculated by Meldo & Rocha (1999)
and used as a silica formation coefficient at Lagoa Verde (Table 2) increases with dissolved Si
concentration from the rainy to dry season. However, the measurements of dissolved Si are too
few to allow for a determination of whether the rate of Si formation decreases at high Si
concentrations, as expected in Michaelis-Menten enzyme kinetics. Nevertheless, the dataset
obtained in the present study suggests that regardless of the controlling parameters and biological
processes leading to kinetic oxygen isotope fractionation, they are less intense during the dry
season, when dissolved Si (and possibly nutrients) are more concentrated.

5. Conclusion

This study provides clear evidence that the freshwater sponge Metania spinata does not form its
siliceous spicules in oxygen isotopic equilibrium with the pond water. This fact prevents the use
of 8®0gica Values in sponges as a direct proxy for past 8*®Oyaer and temperature changes.
However, a clear decreasing trend in A®Olica-water Values from the rainy summer season to the
dry winter season is observed. Several kinetic fractionations may occur during enzymatically
controlled Si uptake, polymerisation, depolymerisation, and reorganisation of the silica sheath
inherent to spicule formation. In the present case, the summed amplitude of these fractionations
increases with temperature during the latest month of growth at a rate of approximately 0.3%0°C”
! However, for a given sponge species, other parameters co-varying with temperature, such as
nutrient feeding or dissolved Si concentration, must be considered as potential controlling factors
before using any Kinetic fractionation coefficient for paleoenvironmental reconstruction

purposes.
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CAPITULO5
CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

O substrato artificial criado mostrou-se eficiente como ferramenta do monitoramento in situ, do
ciclo biologico sazonal da esponja continental sul-americana e tropical Metania spinata (Carter 1881).
Devido ao seu pequeno tamanho inicial e dificuldade da visualizagdo das esponjas fixadas no substrato
natural que é a vegetacdo de macrdfitas da lagoa, o substrato artificial idealizado, em forma de saco, de
rede de nylon, permitiu a fixacdo de esponjas, tanto originadas das gémulas recolhidas ja na margem seca
da lagoa, na estacdo anterior e introduzidas no artificio, quanto daquelas presentes no ambiente e também
de possiveis larvas produzidas por reproducdo sexuada. Desse modo, a observacdo das esponjas foi

facilitada e permitiu sem grandes problemas seu monitoramento ao longo do ciclo biol6gico estacional.

As gémulas das esponjas eclodem logo apds as primeiras chuvas fortes de verdo, em torno de Novembro,
guando ha agua e silicio dissolvido em abundancia. Seu crescimento em estrutura basica apresenta apenas
alpha-megascleras, e continua até a lagoa atingir seu nivel maximo de agua, em Abril. No més seguinte,
em que ha o inicio da regressdo do nivel d’agua, as esponjas comegam a produzir as microscleras. A
fungdo desta espicula particular foi iluminada no presente estudo. Quando hd uma mudanga negativa do
nivel de agua, mesmo de pequena magnitude, as microscleras representam um reforco adicional a
estrutura da esponja, além de atuar na imediata protecdo mais periférica da esponja contra dessecagdo. O
saldo negativo de &gua que alimenta a lagoa (auséncia de precipitacdo) entre Junho e Setembro, induz a
producdo das gémulas, sendo as primeiras gemoscleras detectadas com raridade no més anterior. Neste
momento os agrupamentos nodulares de gémulas sdo visiveis e observa-se a produ¢cdo em abundancia de
beta-megascleras e gemoscleras, que aumenta enquanto progride a estiagem e mantem-se a

disponibilidade de recursos.

Como as assembléias de espiculas foram relacionadas as condi¢cfes ambientais, elas justamente vem
confirmar sua utilizacdo para indicacdo de caracteristicas ambientais, tanto presentes, quanto pretéritas,
como por exemplo, variagdes climaticas e hidricas: estresse hidrico de baixa magnitude (microscleras) ou

mais severas (gemoscleras e beta megascleras), ou ainda estabilidade hidrica (somente alfa megascleras).

Com relagdo a purificacdo de espiculas, o tempo da fase de oxidagdo de matéria organica foi bastante
longo, superando cinco meses de trabalho diario em laboratério. Isto se deve ao fato das esponjas
apresentarem muita biomassa, ou seja, matéria orgénica para ser eliminada. Sendo, sobretudo, a limitacéo
de temperatura a 50°C a responsavel pela demora da acdo oxidante dos acidos sobre a matéria orgénica. O
hipoclorito de sédio ndo foi utilizado na deterioracdo da matéria organica, pois, apesar de ter uma acéo

muito eficaz, o seu pH bésico corroéi a biosilica, 0 que é indesejavel para as analises isotdpicas. Contudo,
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uma rapida aplicacdo deste produto para obtencdo de laminas ndo permanentes de espiculas de esponjas,

para fins didaticos ou taxonémicos, é aceitavel quando bem enxaguada, e na auséncia de acido nitrico.

Na etapa de troca isotdpica controlada, a porcentagem de atomos de oxigénios trocaveis das espiculas
apresentou valor coerente de 7% (+1%) aos dados conhecidos para biosilicas de diatoméceas (10% a
20%) e fitolitos (2,5% a 9,5%).

A metodologia de ataque a laser em atmosfera fluorada para extracdo de O, da biosilica se mostrou
promissora. As espiculas responderam com excelente reacdo ao laser, sem perda de material por ejecoes.
As amostras foram de aproximadamente 1,5 mg por andlise, o que favorece pesquisas onde ha pouca
guantidade de material priméario. Além disso, a alta reprodutibilidade das analises indica a precisdo dos

equipamentos e homogeneidade dos valores isotpicos de cada amostra.

As analises isotdpicas mostraram que as esponjas sintetizam suas espiculas em desequilibrio isotdpico
com sua &gua de formagdo. A verificacdo do coeficiente de fracionamento isotopico de oxigénio em
espiculas (Algoespicu|as,égua vS. temperatura) mostrou um padrdo inverso e muito curioso quando
comparadas com outras silicas biogénicas formadas em equilibrio isotépico, como diatomaceas e fitolitos.
Enquanto a variagdo do coeficiente conhecido para diatomaceas e fitolitos esta entre -0,19%. e -
0,33%0/°C, para as esponjas encontrou-se um coeficiente de +0,3%0/°C (R? = 0,63), nos levando a crer que
a composic¢do isotopica entre dgua de formacao (fonte do oxigénio que ira compor as moléculas da silica)
e as espiculas (biosilica formada) esta subjugado ao fracionamento cinético através da agdo de enzimas da
esponja.

As enzimas, silicateina e silicase, sdo catalizadoras dos processos de construcdo e remodelagem da
biosilica, respectivamente, alterando padres apresentados pelas propriedades fisicas dos is6topos
(dindmica de massas). Os resultados sugerem que as esponjas registram em sua biosilica uma composicao
isotOpica proporcional aquela encontrada na agua, no momento em que ambas, 4gua e esponjas, Sao
conjuntamente amostradas. A hipotese mais provavel é que, nesse momento, deva ocorrer a manutencao
da assinatura isotopica nas espiculas com valores diretamente relacionados & composicao isotopica da
agua (8" Oespicutas V8. 8" Osgua; R?=0,8).

Tendo em vista os resultados obtidos, convém considerar, como hipétese inicial de trabalho, que as
espiculas de esponjas presentes em sedimentos ndo podem ser utilizadas para interpretacdo da
paleotemperatura dos ambientes aquaticos através das técnicas de analises isotdpicas de oxigénio devido
ao fracionamento em desequilibrio isotdpico. Contudo, as diferentes categorias de espiculas relacionadas
com os diferentes aspectos ambientais e fungdes, acima descritos, enfatizam a utilizacdo das composi¢des

espiculares como mais um padrdo de confianca na interpretacdo do paleoambiente.

Entretanto é sugerivel a continuacdo dos estudos para verificacdo se as espiculas de esponjas presentes

nos sedimentos poderiam refletir as condi¢des hidroisotépicas do paleoambiente do momento da alteracéo
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das atividades fisiologicas dessas esponjas quando estas sdo extraidas do meio liquido. Entre outros
aspectos seria tambem necessario testar se as espiculas sedimentadas toleram o contato com aguas de
composicOes isotdpica diferentes daquela em que foram formadas, sem alterar sua prépria composi¢ao
isotdpica.

Portanto, o estudo proposto neste trabalho leva-nos as seguintes conclusées:

O substrato artificial utilizado oferece condicGes semelhantes ao dos substratos naturais para o
desenvolvimento das esponjas, ndo havendo interferéncias significativas nos tamanhos das esponjas ou
das espiculas formadas nos diferentes substratos, e ndo sendo necessaria a introducdo de gémulas quando
a populacdo de esponja é abundante no ambiente. Portanto, seu uso € recomendavel, com eventuais

adaptacdes de seu desenho quando necessario.

A precipitacdo de chuvas e a concentracdo de silicio na 4gua foram o0s aspectos mais importantes para
induzir o desenvolvimento inicial das esponjas. As primeiras chuvas de verdo, de caracteristicas
convectivas, drenam uma quantidade considerdvel de material silicoso das margens para a lagoa,
ofertanto para o sistema lacustre &gua em abundancia e alta concentracdo de Si, momento este em que ha

eclosdo das gémulas que dardo origem as novas esponjas.

A producdo de diferentes categorias de espiculas e consequente alteracdo temporal nas composicdes
espiculares esta atrelada as mudancas do nivel da dgua, da temperatura da adgua e do saldo de agua que
entra ou sai no sistema (diminuigo da precipitacdo e aumento da evapotranspiracao). As mudancas das
composicOes de espiculas atuam no resguardo da umidade dentro da esponja (microscleras), e mais
fortemente nas gémulas (gemoscleras e beta-megascleras) durante a gemulagéo em periodo de estiagem.

A biosilica das espiculas de Metania spinata ndo se forma em equilibrio isot6pico de oxigénio com sua
agua de formacdo. Portanto, ndo se recomenda, no momento, a técnica de analise isotdpica de oxigénio

como ferramenta para caracterizacao de paleotemperaturas.
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ANEXOS
DEMAIS RESULTADOS DA PESQUISA

ANEXO |

Amostras de esponjas e de sedimentos recolhidos de lagoas da regido de Jodo Pinheiro-MG em Agosto de
2010, identificados e catalogados na colecdo de Porifera (MCN-POR) do Museu de Ciéncias Naturais da
Fundacéo Zoobotanica do Rio Grande do Sul.

ESPECIMES SECOS

LOCAL DATA COLETA ESPECIE NUMERO DE
CATALOGO
Lagoa Verde; Fazenda Brasil 16.VIII.10 Metania spinata MCN - POR: 8657
e Neves; municipio de Lagoa
Grande -MG.
Lagoa Verde; Fazenda Brasil 29.1X.10 Metania spinata MCN - POR: 8707
e Neves; municipio de Lagoa
Grande -MG.
Lagoa Buriti; municipio de 15.VIIIL.10 Dosilia pydanieli MCN - POR: 8658
Lagoa Grande -MG.
Lagoa Buriti; municipio de 15.VIIIL.10 Radiospongilla amazonensis MCN - POR: 8659
Lagoa Grande -MG.

SEDIMENTOS
LOCAL DATA COLETA ESPECIE (S) NUMERO DE CATALOGO
Lagoa Seca; municipio de 16.VI111.10 Heterorotula fistula MCN — POR: 8660

L Grande —-MG. ia spi
agoa Granae Metania spinata

Dosilia pydanieli

Lagoa Verde; municipio de 16.VI111.10 Metania spinata MCN - POR: 8661
Lagoa Grande -MG.

Lagoa Buriti; municipio de 15.VI111.10 Trochospongilla variabilis MCN — POR: 8662
Lagoa Grande —-MG. . . .
Radiospongilla amazonensis

Metania spinata

Dosilia pydanieli

Heterorotula fistula
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ANEXO 11

Espécimes identificados e catalogados na colecdo de Porifera do Museu de Ciéncias Naturais da
Fundacdo Zooboténica do Rio Grande do Sul (MCN-POR).

Familia METANI

Género

e Metania spinata (Carter, 1881)

MCN-POR: 8708 - Amostra C2 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8709 - Amostra C3 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8710 - Amostra C4 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8711 - Amostra C5 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8712 - Amostra C6 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8713 - Amostra C7 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8714 - Amostra C8 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8715 - Amostra C10 — Profundidade
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8716 - Amostra C11 — Profundidade
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8717 - Amostra C12 — Profundidade
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8718 - Amostra C13 — Profundidade
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8719 - Amostra A7 — Profundidade:
Grande —-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8720 - Amostra A8 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8721 - Amostra A9 — Profundidade:
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

IDAE Volkmer-Ribeiro, 1986

Metania Gray, 1867

1,04m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

1,04m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

1,18m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
1,20m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
1,25m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
1,31m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
1,38m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

: 1,47m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

: 1,56m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

: 1,58m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

: 1,61m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

0,95m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

1,09m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa

1,18m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
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MCN-POR: 8722 - Amostra A10 — Profundidade: - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa Grande —
MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8723 - Amostra A1l — Profundidade: 1,35m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande —-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8724 - Amostra A13 — Profundidade: 1,33m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8725 - Amostra A15 — Profundidade: 1,49m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande —-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8726 - Amostra A16 — Profundidade:. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa Grande
-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8727 - Amostra D1 — Profundidade: - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa Grande —
MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8728 - Amostra NATURAL A — Profundidade: - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande —-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8729 - Amostra NATURAL B — Profundidade: - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande —-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8730 - Amostra NATURAL C — Profundidade: - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande —-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8731 - Amostra NATURAL D - Profundidade: 1,32m. - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil,
Municipio Lagoa Grande -MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8732 - Amostra EXTRA 1 — Profundidade: - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande —MG. (UTM) 23K 0352406/8042016

MCN-POR: 8733 - Amostra EXTRA 2 — Profundidade: - Lagoa Verde, Fazenda Porto Brasil, Municipio Lagoa
Grande —-MG. (UTM) 23K 0352406/8042016
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ANEXO 111

The Meteoric Water Lines

40 1 GMWL (IAEA, 2012)

%\ 8D=8 * 5120+ 10
=
% = > Water pond of this study
o & 8D = 6.9297*5120 -10.997
E o R? = 09759
2 <
[&]
) ——
. SO el .
-10 4 6 &B 10

LMWL - Brasilia (Scudino et al., 1983)
8D=6.5 *5180+25

8130 %o (vs V-SMOW)

® Water pond samples
- = = Linear (Local Meteoric Water Line, Brasilia (Scudino et al., 1983))
--------- Linear (Water pond samples)

Linear (G lobal Meteoric Water Line)

Linhas de &gua meteérica: GMWL (IAEA) em linha continha representa a Linha Global de Agua
Metedrica, disponivel no site da Agéncia Internacional de Energia Atdmica. Em paralelo, a linha
pontilhada representa a linha para a Lagoa Verde. Menos inclinada, a linha tracejada LMWL (Scudino et
al., 1983) representa a Linha Local de Agua Meteérica para a cidade de Brasilia-DF que apresenta mesmo

clima e regime de chuvas da regido de Jodo Pinheiro.
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ANEXO IV

The first rains
of the rainy season

Dramage of the dry sponges ||
and minerals to pond L \ 1

e ———
.

[—r—
—
‘:—————

; Dry $ponges i |. i

“l'

Dry sponges :
, N ! YL

e

3 v _’: > .__‘Q

Parent rock

Spicules —» Sediment
Si02 . nH20 <= SI(OH)4 « SiO2

marginal vegetation
substrate

aquatic macrophyte
substrate

éediment
substrate

Disponibilizacdo de Si logo apds das primeiras chuvas de verdo em Novembro, quando comegam a abastecer as
lagoas depois do periodo de estiagem. Na estacdo chuvosa o sedimento rico em silica da regido e as esponjas secas
das margens e da vegetagdo sdo drenadas para a lagoa. Neste momento hd um input de concentragdo de silicio na
dgua. Inicia-se o crescimento das novas esponjas sobre os substratos naturais, que se tornam abundantes no maximo
nivel d’agua, no més de Abril.
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ANEXO V

Elementos quimicos dissolvidos na 4gua da Lagoa Verde-MG nos meses amostrados. Técnica de leitura através de Espectrofotometria de Emissio Otica em Plasma Induzido ICP-OES,

realizada pelo Laboratério de Geoquimica do Departamento de Geologia da Universidade Federal de Ouro Preto.

WATER SAMPLE Site: Lagoa Verde

ELEMENTS Si Ba Ca Fe K Mg Mn Na Sr

MONTH n mg/L pg/L mg/L pg/L mg/L mg/L pg/L mg/L pg/L
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

5 AGO 1 620 = 1530 = 0.28 =+ 4120 + 073 012 + 2750 =+ 049 + 251 +
§ SEP 2 590 + 001 7315 =+ 19.16 125 + 030 20695 <+ 821.0 230 + 0.05 042 + 0.05 8955 + 1464 077 + 0.01 1060 =+ 1.70
L NOV 2 1055 + 0.07 1560 =+ 141 0.27 + 0.02 4615 £ 109.6 0.72 + 0.02 015 =+ 0.00 7270 <+ 0.00 029 + 0.04 265 + 0.04
JAN 2 392 £ 001 1295 + 0.92 031 + 0.02 2240 + 1513 0.84 =+ 0.05 0.16 =+ 0.00 4665 =+ 0.92 0.12 + 0.00 285 + 001
. FEB 2 58 + 002 1037 + 1.18 0.18 + 0.01 350.5 + 18838 0.72 + 0.00 015 =+ 0.01 6.01 + 0.69 0.16 =+ 0.01 207 + 007
§ APR 4 283 + 017 536 <+ 0.80 0.18 + 0.04 982 + 380 176 + 175 0.17 + 0.04 1149 =+ 374 0.14 + 0.04 263 + 035
MAY 3 336 + 0.02 381 + 042 0.07 + 0.01 265 + 32 0.81 + 0.09 0.08 + 0.01 286 + 0.39 0.16 + 0.02 125 + 0.09
JUN 2 611 + 011 3.79 £ 0.08 0.08 + 0.00 235 + 0.6 0.61 + 0.02 0.06 + 0.00 264 + 011 0.11 + 0.00 0.96 + 0.00
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ANEXO VI

Medidas das espiculas de Metania spinata. Neste estudo as medidas foram separadas temporalmente (por meses) e por diferentes categorias de espiculas. Em adicdo, medidas de M. spinata
oriundas de outros trabalhos foram plotados para comparacdo. n: nimero amostral; SD: erro padrdo; CONTROL.: esponjas crescidas em substratos artificiais vazios em um més (Maio-

Junho). Demais linhas mostram tamanhos de espiculas encontrados por Escurra de Drago (1975), Volkmer-Ribeiro & Costa (1992) and Machado et al. (2012).

Alfa Megasclere Beta Megasclere Microsclere Gemmosclere
Spicules measures (Um) Length Width Length Width Length Width Length Width Rotule diameter
This study n Mean SD Mean SD Mean SD  Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
AUG 2010 124 422 28 21 9 269 25 19 2 84 14 5 1 49 5 4 1 22 2
APR 2011 62 422 28 19 3 - - - - - - - - - - - - - -
MAY 2011 124 413 31 20 3 - - - - 79 11 4 1 - - - - - -
JUN 2011 62 432 33 20 3 273 26 19 3 83 10 4 1 49 5 4 1 23 3
CONTROL 93 418 30 20 3 271 22 20 3 86 14 5 1 50 5 4 1 24 2
GENERAL MEAN 465 420 31 20 3 270 24 19 3 84 11 5 1 49 5 4 1 23 2
Min 325 - 13 - 220 - 10 - 50 - 4 - 35 - 4 - 15 -
Max 495 - 30 - 350 - 25 - 125 - 6 - 65 - 5 - 28 -
Escurra de Drago (1975)
Min 300 17 115 7 70 50 15
Max 390 22 140 7 105 62 25
Volkmer-Ribeiro & Costa (1992)
Min 210 9
Max 600 32
Machado et al. (2012)
General mean 280 29
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