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RESUMO

A bioincrustagdo marinha representa um dos principais desafios as atividades
costeiras, especialmente na pesca artesanal, devido ao acumulo de organismos
sobre estruturas submersas. Este trabalho avaliou o potencial biotecnologico de
uma tinta tradicional produzida por pescadores caigaras de Martim de Sa (Paraty,
RJ), feita a partir da casca de uma arvore nativa, quanto a sua influéncia sobre
a fixagdo de organismos e modulagdo de comunidades microbianas em
substratos marinhos. A tinta foi reproduzida em laboratério com base em relatos
dos pescadores e aplicada em cordas de polipropileno submersas na Baia de
Guanabara por até 21 dias, além de testes laboratoriais com mexilhbes Perna
perna. A caracterizagdo quimica da tinta por CLUE-EMAR (Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia associada a Espectrometria de Massas de Alta
Resolugdo) revelou a presenga de flavonoides (catequina, epicatequina e
afzelechina) e acidos orgénicos (citrico e subérico), compostos reconhecidos por
suas propriedades bioativas. Os resultados apontam que a tinta ndo possui efeito
anti-incrustante classico, mas pode atuar como moduladora seletiva de
comunidades bacterianas e influenciar as etapas subsequentes de
estabelecimento de incrustantes. A estrutura das comunidades bacterianas foi
avaliada por sequenciamento do gene 16S rRNA e revelou que a tinta ndo
apenas modifica a superficie fisicamente, mas também influencia biologicamente
0S organismos, potencialmente via biofilmes formados ou compostos bioativos
liberados. As limitagées incluem a néo identificagcdo boténica da planta utilizada
e 0 uso de uma formulagdo laboratorial baseada em saber naturalistico, ndo
testada em sua forma original no ambiente dos pescadores. O estudo evidencia
o potencial de integragdo entre saberes tradicionais e ciéncia aplicada na busca
por solugbes sustentaveis para a bioincrustagéo.

Palavras-chave: Tinta natural; biofilmes marinhos; biotecnologia marinha;
biocompostos naturais; comunidades costeiras; conhecimento ecoldgico local.



ABSTRACT

Marine biofouling represents one of the main challenges to coastal activities,
especially in artisanal fishing, due to the accumulation of organisms on
submerged structures. This study evaluated the biotechnological potential of a
traditional dye produced by caigara fishers from Martim de Sa (Paraty, RJ), made
from the bark of a native tree, regarding its influence on organism settlement and
the modulation of microbial communities on marine substrates. The dye was
reproduced in the laboratory based on fishers’ accounts and applied to
polypropylene ropes submerged in Guanabara Bay for up to 21 days, in addition
to laboratory tests with Perna perna mussels. Chemical characterization of the
dye using UHPLC-HRMS (Ultra-High Performance Liquid Chromatography
coupled with High-Resolution Mass Spectrometry) revealed the presence of
flavonoids (catechin, epicatechin, and afzelechin) and organic acids (citric and
suberic), compounds known for their bioactive properties. The results indicate
that the dye does not have a classical anti-fouling effect but may act as a selective
modulator of bacterial communities and influence the subsequent stages of
fouling establishment. The structure of bacterial communities was assessed by
16S rRNA gene sequencing and revealed that the dye not only physically alters
the surface but also biologically influences organisms, potentially through biofilms
formed or bioactive compounds released. Limitations include the lack of botanical
identification of the plant used and the application of a laboratory-based
formulation derived from naturalistic knowledge, which was not tested in its
original form in the fishers’ environment. This study highlights the potential for
integrating traditional knowledge and applied science in the search for
sustainable solutions to marine biofouling.

Keywords: Natural dye; marine biofilms; marine biotechnology; natural bioactive
compounds; coastal communities; local ecological knowledge.
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1 INTRODUGAO

1.1 BIOINCRUSTACAO MARINHA: UM FENOMENO COMPLEXO E DE ALTO
IMPACTO

1.1.1 DEFINICAO

A Organizagdo Maritima Internacional (IMO) define bioincrustagéo, em
sua resolucédo MEPC.378(80), como: "o acumulo de organismos aquaticos, como
microrganismos, plantas e animais, em superficies e estruturas imersas ou
expostas ao ambiente aquatico”, podendo incluir patégenos" (International

Maritime Organization, 2024).

Segundo esta mesma resolugao, a bioincrustagdo pode ser subdividida
em: microincrustagdo, quando organismos microscopicos, como bactérias,
fungos, microalgas e protozoarios, colonizam superficies submersas, resultando
na formacdo de um biofilme ou camada viscosa; e macroincrustagao, que se
refere a bioincrustagéo visivel a olho nu, causada pelo acumulo de organismos
aquaticos maiores, como cracas, algas, mexilhdes, briozoarios e ascidias, em

superficies submersas (/nternational Maritime Organization, 2024).

1.1.2 ETAPAS

Wahl (1989) definiu um modelo de sequéncia de incrustagdo composto de

quatro etapas que representam uma sequéncia temporal sobreposta:

» Condicionamento bioquimico: Em questdo de segundos, moléculas
organicas, como proteinas e glicoproteinas, aderem ao substrato,
alterando suas propriedades fisico-quimicas e criando um ambiente
propicio para a colonizacdo microbiana. A interagdo entre células
microbianas e a superficie, sob condigbes especificas de nutrientes e
fisico-quimica, € crucial para o estabelecimento e progressao da

bioincrustacao (Qian et al., 2007).

» Colonizacao bacteriana: O condicionamento bioquimico do substrato
facilita a adesao bacteriana. Os primeiros microrganismos a colonizar
essa superficie sdo, em geral, bactérias com formato de bastonete
(bacilos), frequentemente flageladas, e adaptadas a condi¢cdes de
baixa disponibilidade de nutrientes. A maioria das bactérias em



ambientes naturais, inclusive marinhos, vive em biofiimes, que sao
comunidades microbianas complexas aderidas a superficies
(Nandakumar; Yano, 2003, 2003).

* Colonizacdo por eucariontes unicelulares: Esta colonizacao
compreende a chegada de leveduras, protozoarios e diatomaceas.
Esta fase geralmente comecga varios dias apos a imersdo (O’Neill;
llcox, 1971).

» Colonizacao por eucariontes multicelulares: Apds a instalacdo de uma
comunidade microbiana complexa e tridimensional, o processo de
bioincrustacdo avanga para a fase de colonizagdo por organismos
multicelulares. A velocidade deste estagio é diretamente influenciada
pela produtividade biolégica da &agua circundante, com o
assentamento de larvas meroplanctbnicas e esporos de algas
ocorrendo tipicamente a partir de uma semana apos a imersao do
substrato. Este periodo marca o inicio da fase mais extensa da
colonizacdo, sobrepondo-se a dindmica continua de recrutamento e a
evolugdo da comunidade microbiana preexistente. A chegada destes
eucariontes multicelulares intensifica a complexidade estrutural e
funcional do biofilme, transformando-o num ecossistema estratificado

e biologicamente diverso (Wahl, 1989).

1.1.3 IMPACTOS NEGATIVOS DA BIOINCRUSTAGCAO

A bioincrustagdo no ambiente marinho causa impactos significativos em
diversos setores, gerando prejuizos econémicos, ambientais e operacionais. No
transporte maritimo, aumenta a resisténcia ao deslocamento das embarcacoes,
elevando o consumo de combustivel (Townsin, 2003), e os custos de
manutencao e as emissoes de gases poluentes (Farkas et al., 2021). Além disso,
facilita a introdugdo de espécies invasoras, ameacando ecossistemas locais
(Bouda et al., 2018). Na aquicultura, a bioincrustacdo compromete a qualidade
das estruturas de cultivo, reduz a produtividade e exige gastos continuos com
limpeza e controle (Fitridge et al., 2012). Infraestruturas submersas, como
plataformas de petréleo, pieres e tubulagdes, também sofrem com corrosao
acelerada, obstrugdes e falhas em equipamentos (Hopkins et al., 2021). Diante



desses desafios, a busca por solugdes eficientes de combate a bioincrustacéo

torna-se essencial e premente para mitigar os impactos desse fenémeno.
1.1.4 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DA BIOINCRUSTACAO

1.1.4.1 Tintas Anti-incrustantes Convencionais

As tintas anti-incrustantes convencionais sdo amplamente utilizadas para
prevenir a fixagdo de organismos marinhos em embarcagdes e estruturas
submersas. Entre os principais compostos empregados historicamente,
destacam-se os organoestanicos, como o tributilestanho (TBT), conhecidos por
sua alta eficiéncia, mas proibidos devido aos seus impactos ambientais severos
(Champ, 2003). Atualmente, os compostos a base de cobre sdao os mais
utilizados, liberando ions metalicos que inibem o crescimento de bioincrustacoes
(Srinivasan; Swain, 2007). Além disso, substancias como herbicidas (Owen et
al., 2002) também séao incorporadas as formulagcbes para ampliar a protecao.
Apesar de eficazes, essas solugdes que causam riscos ambientais,
impulsionando a busca por alternativas mais sustentaveis (Cao et al., 2011;
Champ, 2003; Owen et al., 2002; Srinivasan; Swain, 2007).

Diversas estratégias vém sendo aplicadas para mitigar os impactos da
bioincrustacdo em tubulagdes associadas ao ambiente marinho. As abordagens
incluem métodos mecanicos, como o pigging (passagem de dispositivos de
limpeza pelo interior da tubulagdo), a lavagem com fluxos de agua em alta
velocidade e o uso de filtros e telas nas entradas do sistema, também sao
empregados para remocao fisica dos organismos e sedimentos. Além disso, o
projeto hidrodinamico das estruturas, com o objetivo de manter o fluxo turbulento
e utilizar a agdo das marés ou das ondas para limpeza natural, pode contribuir
significativamente para a prevengao da incrustagcao, tratamentos com radiagcao
UV ou ozdnio para redugao da carga microbiana na agua, e inspegdes periddicas
com veiculos operados remotamente (ROVs) para monitoramento e manutencao
preventiva (French, 2022; Lakretz et al., 2018).



1.1.4.2 Alternativas Sustentaveis para o Controle da Bioincrustagao

Diante dessas preocupacgdes, alternativas sustentaveis vém ganhando
espagco no cenario global de combate a bioincrustacdo. Os revestimentos
biomiméticos, inspirados em superficies naturais, dificultam a ades&do de
incrustantes sem o uso de biocidas. Polimeros de baixo atrito e revestimentos a
base de silicone também oferecem uma solucao eficiente ao reduzir a fixagao de
organismos sem impactos quimicos. Além disso, substancias naturais extraidas
de macroalgas, corais e outros organismos marinhos estao sendo estudados por
suas propriedades anti-incrustantes (Chen et al., 2021; Clare, 1996; Selim et al.,
2020; Yan et al., 2020).

Outras abordagens inovadoras incluem o uso de correntes elétricas de baixa
intensidade, que alteram as condicdes da superficie, para inibir a fixagcdo de
organismos sem prejudicar o meio ambiente (Long et al.,, 2019; Zhou et al.,
2022), e a tecnologia de ultrassom, que impede o crescimento de bioincrustagéo
por meio de microvibragdes que desestabilizam a adesdao dos microrganismos
(Varello et al., 2023). Essas solugbes sustentaveis vém se mostrando
promissoras, proporcionando meétodos eficazes para o controle da
bioincrustacdo com menor impacto ambiental. No entanto, as tecnologias anti-
incrustantes envolvendo ultrassom também merecem atencdo devido a
imprevisibilidade das consequéncias da poluicdo sonora, que pode afetar

populagdes e ecossistemas marinhos (Varello et al., 2023).

1.2 A PESCA ARTESANAL E SUA IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA E
CULTURAL

A pesca artesanal € uma atividade tradicional realizada em pequena
escala, geralmente por comunidades pesqueiras locais que dependem desse
recurso para subsisténcia e comércio em mercados regionais (Batista et al.,
2014; Santos et al., 2012). Esse tipo de pesca é caracterizado pelo uso de
embarcacgdes de pequeno porte e métodos seletivos de captura, como redes de
espera, tarrafas, espinhéis e redes de cerco flutuante. Essas técnicas sao
baseadas no conhecimento tradicional transmitido entre geragdes e costumam
ter um impacto ambiental reduzido, pois utilizam praticas menos agressivas aos

ecossistemas marinhos e, muitas vezes, seguem padroes de sazonalidade e



areas de pesca que permitem a regenerac¢ao dos estoques pesqueiros (Batista
et al., 2014; Oliveira; Silva, 2012).

Apesar de ser considerada uma atividade sustentavel e de menor impacto
em relagdo a pesca industrial, a pesca artesanal pode acarretar sérios efeitos
ambientais quando praticada sem regulamentacéo eficaz. Entre os impactos
mais documentados estdo a sobrepesca de estoques locais pela operacao
continua sobre os mesmos pontos de pesca, o uso de apetrechos nao seletivos,
que causa alta captura incidental de espécies juvenis e protegidas (Badola et al.,
2024). Outro problema relevante € a pesca fantasma, causada por equipamentos
abandonados ou perdidos, que continuam capturando organismos por um tempo
prolongado (Do; Armstrong, 2023). Além disso, a poluigdo gerada por apetrechos
descartados, vazamentos de d6leo e residuos de processamento pesqueiro
agrava o impacto ambiental local. Como solugdes, sdo apontadas a gestéo
participativa com comunidades locais, implementacdo de areas marinhas
protegidas, regulagédo de apetrechos de pesca e promogao de praticas de pesca

sustentavel e alternativas de subsisténcia (IMO, 2022).

Além da sua relevancia ecoldgica, a pesca artesanal desempenha um
papel fundamental na economia e na sociedade, sendo uma importante fonte de
emprego e renda para milhdes de pessoas em todo o mundo, especialmente em
paises em desenvolvimento (Rousseau et al., 2019). Essa atividade garante a
seguranga alimentar e nutricional de comunidades costeiras e ribeirinhas,
fornecendo proteina de qualidade e sustento para diversas familias. Além disso,
movimenta a economia local e regional, fortalecendo mercados internos e

promovendo o comércio justo (Paula, 2018).

A pesca artesanal também € um elemento essencial da identidade cultural
de muitas comunidades, representando modos de vida que sao preservados ha
séculos. Praticas, técnicas e rituais relacionados a pesca fazem parte do
patriménio imaterial de diversas populagdes, reforcando lagcos sociais e
mantendo vivas diversas tradicdes ancestrais (Santos et al., 2012). No entanto,
apesar de sua importancia, essa atividade enfrenta desafios significativos, como

a competicao desigual com a pesca industrial (Paula, 2018).



Ja a pesca industrial € uma atividade de grande escala, voltada a
exploragdo comercial de recursos pesqueiros em larga quantidade. Utiliza
embarcagdes de grande porte, equipadas com tecnologia avangada, como
sonares, redes de arrasto e sistemas de refrigeragao, permitindo longas jornadas
no mar e a captura massiva de peixes e frutos do mar. Embora seja essencial
para suprir a demanda global por pescado, a pesca industrial frequentemente
entra em conflito com a pesca artesanal, disputando n&o apenas os estoques
pesqueiros, mas também o espago maritimo (Granzotto et al., 2004). Em muitas
regides, os pescadores artesanais encontram dificuldades para acessar areas
tradicionalmente utilizadas por suas comunidades devido a expansao da pesca
industrial e de outras atividades econdmicas, como a aquicultura em larga
escala, exploracédo de petréleo e gas e parques eolicos offshore (Doria et al.,
2018; Oliveira; Silva, 2012; Xavier; Gorayeb; Brannstrom, 2020).

Outro desafio enfrentado pela pesca artesanal é a falta de
reconhecimento e de valorizagdo do conhecimento tradicional. O saber
acumulado por geragdes de pescadores sobre os ciclos naturais, os padrbes
migratorios dos peixes e as melhores praticas de manejo sustentavel, muitas
vezes sado aspectos ignorados no estabelecimento de politicas publicas e nas
regulamentagdes pesqueiras. Em vez de serem consultadas e incluidas na
gestdo dos recursos marinhos, as comunidades pesqueiras frequentemente
enfrentam dificuldades para garantir seus direitos territoriais e preservar suas
formas de vida (Oliveira; Silva, 2012; Paula, 2018).

Enquanto a pesca artesanal esta intimamente ligada a cultura e a
economia de comunidades costeiras, promovendo a seguranga alimentar e a
conservagao ambiental, a pesca industrial busca a eficiéncia e o alto rendimento,
sendo um setor estratégico para a economia global (Oliveira; Silva, 2012). O
equilibrio entre essas duas abordagens €& fundamental para garantir a
sustentabilidade dos recursos marinhos e a manutengado das populagdes que
dependem da pesca para sua subsisténcia. Isso exige politicas publicas que
assegurem o direito dos pescadores artesanais ao acesso aos recursos naturais,
a valorizagao do conhecimento tradicional e a promocao de praticas sustentaveis

que beneficiem tanto o meio ambiente quanto as comunidades pesqueiras.



1.2.1 REDE DE CERCO FLUTUANTE

A pesca com rede de cerco flutuante é uma técnica passiva introduzida no
Brasil por imigrantes japoneses nos anos 1930 e incorporada a cultura caigara.
O cerco é uma armadilha fixa instalada préximo a costa, onde os peixes entram
e ndo conseguem sair, sendo assim capturados vivos. Sua estrutura € composta
por uma rede chamada caminho, que guia o0s peixes até o rodo, um
compartimento onde ficam presos. A boca do cerco, com formato de funil,
dificulta a fuga, enquanto as copiadas, badias feitas de bambu ou PVC, sustentam
a estrutura. A ancoragem é garantida por poitas, pedras posicionadas
estrategicamente (Fig. 1). O funcionamento ocorre 24 horas por dia, com
retiradas regulares do pescado capturado representado por diversas espécies.
Além de garantir o sustento das comunidades, essa pratica representa um
importante patriménio cultural, sendo transmitida por geragdes entre os

pescadores caicaras (Begossi, 2011; Monge, 2008).

Figura 1 - Esquema da rede de cerco flutuante

Ensacador

Fundo
Parede

Caminho

Fonte: (Seckendorff; Azevedo; Martins, 2009)

1.3 O CONHECIMENTO ECOLOGICO TRADICIONAL (CET) E SUA
RELEVANCIA

O Conhecimento Ecolégico Tradicional (CET) representa um acervo de
saberes acumulados ao longo de geragdes por comunidades que interagem

diretamente com a natureza. Esse conhecimento € construido por meio da



observagéo continua e do manejo pratico dos recursos naturais, permitindo a
identificacdo de padrdes ecologicos, comportamentos de espécies e respostas
ambientais a mudangas climaticas e antropogénicas (Doria et al., 2014;
Hanazaki, 2003).

Um dos principais valores do CET esta na sua capacidade de fornecer
informagdes detalhadas sobre a biologia e ecologia de espécies. Pescadores
artesanais, por exemplo, acumulam conhecimento empirico sobre padrdes de
migragdo, periodos de reproducdo, preferéncias alimentares e interagbes
troficas de diversas espécies marinhas. Esses saberes sédo frequentemente
utilizados para orientar praticas de pesca sustentavel, regulando a captura de
determinadas espécies de acordo com seu ciclo de vida e disponibilidade
sazonal (Hanazaki, 2003; Marques, 2012).

Outro aspecto relevante do CET é sua capacidade de fornecer indicadores
sobre mudangas ambientais. Comunidades que vivem em contato direto com
ecossistemas marinhos, fluviais e terrestres frequentemente percebem
alteragdes sutis nos padrdes climaticos antes que essas mudangas sejam
detectadas por estudos cientificos convencionais. Um exemplo disso ocorreu no
médio rio Madeira, onde o CET dos pescadores foi utilizado no Programa Basico
Ambiental da Santo Antonio Energia, auxiliando no diagndstico de espécies de
peixes de importancia comercial durante a implantacdo da Usina Hidrelétrica de
Santo Antbénio. Esse caso evidencia como o conhecimento tradicional
complementa o saber cientifico na avaliagcdo de impactos ambientais (Doria et
al., 2014).

No campo da biotecnologia marinha, a integragao do CET com a pesquisa
cientifica pode levar a descoberta de novas substancias bioativas, praticas
sustentaveis de manejo de recursos e solugdes inovadoras baseadas na
natureza. Produtos derivados de plantas, algas e microorganismos, tém
potencial para aplicagdes industriais e farmacolégicas (Cox, 2007; Dutfield,
2010).

A conexao entre o CET e a pesca é especialmente relevante quando se
considera o manejo sustentavel dos recursos pesqueiros e as estratégias

empregadas por comunidades tradicionais para otimizar a captura e a



conservagao de pescado. Métodos artesanais de pesca, adaptados as
condicbes ambientais locais, frequentemente incorporam técnicas que
minimizam impactos sobre os estoques pesqueiros e garantem a continuidade
da atividade ao longo do tempo. O uso de materiais naturais para a constru¢ao
e manutengcao de redes e embarcacdes, bem como a aplicacdo de corantes
vegetais para o tratamento de redes, sdo exemplos de como o conhecimento
tradicional pode contribuir para a eficiéncia e a sustentabilidade da pesca
(Monge, 2008).

A transmissdo intergeracional do conhecimento € uma caracteristica
marcante das comunidades caicaras, como demonstra o relato do pescador
Paulo Henrique Remédios, de Martim de Sa, que descreve a produgao de uma

tinta utilizada na rede de cerco flutuante:

"Essa origem da técnica vem que nem eu
falei pra vocés. Vem da época do nosso
avo que ja comegou a mexer com rede. [...]
E vem passando de geragcdo em geragdo
até hoje" (P. H. Remédios, comunicagao

pessoal, 8 de novembro de 2023).

Essa continuidade no uso da tintura demonstra a importancia dessa
pratica para a comunidade e a relevancia de investigar seus fundamentos. A
relacdo entre o uso tradicional dessa tintura e seus possiveis beneficios
biotecnoldgicos reforga a necessidade de estudos que valorizem e integrem o
CET ao conhecimento cientifico. Dessa forma, a pesquisa ndo apenas amplia o
entendimento sobre os processos naturais envolvidos, mas também contribui
para a valorizagdo das praticas culturais das comunidades tradicionais

pesqueiras.

1.4 A TINTURA CAICARA DE MARTIM DE SA PARA REDES DE CERCO
FLUTUANTE

1.4.1 MARTIM DE SA: CONTEXTO GEOGRAFICO E SOCIOAMBIENTAL

Localizada na Reserva Ecolégica Estadual da Juatinga (REEJ), em
Paraty, Rio de Janeiro, a Praia de Martim de Sa é uma area de dificil acesso,
preservando sua paisagem natural e o modo de vida tradicional caicara. O trajeto



até a regido pode ser feito apenas por barco, partindo do cais dos pescadores
de Paraty ou Paraty-Mirim, ou por trilhas, que variam entre 4 km, saindo da Praia
do Pouso da Cajaiba, e 19 km, para aqueles que iniciam a caminhada na Vila
Oratorio (Instituto Estadual do Ambiente, 2017a).

A comunidade local é formada por um unico nucleo familiar, os Remédios,
cujo patriarca, Sr. Maneco, foi uma figura central na recepcao de visitantes e na
administragdo do unico camping da praia. Apos seu falecimento, em 2020, a
gestdo passou para seu filho, Paulo Henrique, que mantém as tradigdes
familiares e segue oferecendo hospedagem e alimentagcdo para os turistas,
principalmente na alta temporada. Durante o restante do ano, a praia recebe
apenas um numero reduzido de visitantes, o que contribui para a preservagao
do ambiente e do estilo de vida caigara (P. H. Remédios, comunicagao pessoal,
8 de novembro de 2023).

No passado, a regidao de Martim de Sa foi uma fazenda de grande
extensao, com cerca de 300 alqueires, utilizada durante o periodo colonial e
escravista. Atualmente, ainda restam ruinas dessa antiga propriedade,
preservando fragmentos da histéria local (Martins, 2012). O nome Martim de Sa
faz referéncia a Martim Corréa de Sa, governador do Rio de Janeiro em
diferentes periodos do século XVII, que liderou expedi¢des pela regiao de Paraty,
seguindo antigas trilhas indigenas que mais tarde seriam conhecidas como
"Caminho do Ouro" (IPHAN - Instituto do Patriménio Histérico e Artistico
Nacional, 2014; Monge, 2012).

Inserida na Reserva Ecolégica Estadual da Juatinga (REEJ), criada em
1992, a area faz parte do bioma Mata Atlantica e abriga uma diversidade de
ecossistemas, incluindo floresta ombréfila densa, restingas, manguezais e
costdbes rochosos (Instituto Estadual do Ambiente, 2017b; Instituto
Socioambiental, [s. d.]). A REEJ, entretanto, sobrepde-se & Area de Protecéo
Ambiental (APA) Cairugu, gerida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacgao
da Biodiversidade (ICMBio), o que tem gerado desafios de gestao e conflitos com
as comunidades caigaras, que enfrentam restricbes quanto ao uso da terra e a

continuidade de suas atividades tradicionais (Aparecida et al., 2013; Vidal, 2013).



Além disso, a categoria de "Reserva Ecoldgica" ndo é prevista pelo
Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo (SNUC), instituido pela Lei n°
9.985/2000, o que configura uma irregularidade administrativa. A auséncia de um
Plano de Manejo e de um Conselho Consultivo agrava os desafios na
governanga da REEJ (Brasil, 2000; Vidal, 2013).

Para tentar solucionar esses impasses, o Instituto Estadual do Ambiente
(INEA) propbs uma recategorizagdo da reserva, sugerindo a criagdo de uma
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel (RDS) para as areas ocupadas pelas
comunidades tradicionais e a conversdao das areas costeiras em Parque
Nacional. Essa proposta busca equilibrar a conservacdo ambiental com a
manutencdo do modo de vida caicara, evitando a especulagdo imobiliaria e
promovendo um modelo de gestdo mais adequado a realidade local (Monge;
Lobéo; Di Maio, 2013).

1.4.2 A TINTURA TRADICIONAL: PREPARO, USO E PERCEPCOES DOS
PESCADORES

O conhecimento sobre essa pratica foi inicialmente acessado por meio do
trabalho de Monge (2008), que descreve aspectos culturais e ecoldgicos da
pesca tradicional na regido. Segundo o autor, os pescadores afirmam que a
tintura serve para impermeabilizar as redes, aumentar sua resisténcia ao “limo”
ou “lama” (termo utilizado para se referir a algas, organismos incrustantes e até
organismos bioluminescentes), além de tornar a rede menos visivel aos peixes.
A partir dessa descri¢ao, levantamos a hipotese de que a tintura tradicional
poderia interferir nos processos de bioincrustagdo marinha. Assim, decidimos
aprofundar a investigacao, buscando compreender seu potencial biotecnolégico
e os efeitos dessa formulacdo sobre a colonizagdo de organismos e o

microbioma associado a superficies submersas.

Atintura tradicional utilizada na coloragao das redes de cerco flutuante em
Martim de Sa é produzida a partir da casca de arvores conhecidas localmente
como "mangue”, "tingicuia" ou "quaresma". Seu preparo envolve um processo
artesanal que combina maceracao da casca e fervura em agua, resultando em
um liquido avermelhado utilizado para tingir as redes (P. H. Remédios,

comunicagao pessoal, 8 de novembro de 2023).



Além de conferir uma tonalidade escura ao material e aumentar a
durabilidade das cordas, a tintura € considerada essencial para a eficacia da
pesca na regido, sendo associada pelos pescadores ao aumento na quantidade
de peixes capturados. Segundo Paulo Henrigue Remédios, que atualmente
administra o camping e as atividades da comunidade, a coloragao influenciaria

o comportamento dos peixes em relacéo a rede:

"A importancia dela pra nois é
porque escuta so: Digamos voceé fica 3
meses trabalhando com a mesma rede,
o fio fica branco. Entdo o fio ndo fica
pesqueiro que nem quando vocé tinge
com essa tinta. Pra noés fica mais
escura, mas nao sei o que tem entre ela
e 0 peixe que o peixe frequenta mais
ela" (P. H. Remédios, comunicagao
pessoal, 8 de novembro de 2023.

Disponivel no Anexo ).

Essa percepcdo empirica sobre a eficacia da tintura como um possivel
atrativo ou modulador do comportamento dos peixes € central para a presente
pesquisa, que buscou investigar cientificamente os mecanismos envolvidos
nesse fendbmeno. A relagéo entre a coloragao das redes e a captura de peixes
pode estar associada a fatores como contraste visual, alteragdes na assinatura
quimica do material ou até mesmo propriedades biologicas da tintura, abrindo

espaco para analises no campo da biotecnologia marinha.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o
potencial anti-incrustante da tinta natural tradicional de Martim de Sa (Paraty) na
inibicdo da fixacdo de bioincrustantes e na modulagcdo da comunidade
microbiana em substratos submersos, tanto em ensaios laboratoriais quanto em
condi¢cdes de campo, com vistas a demonstrar sua eficacia e elucidar os

mecanismos bioldgicos e quimicos envolvidos.

Para tanto, os objetivos especificos foram: (1) comparar a aderéncia inicial
de organismos e a formagado de biofiilme em papel filtro impregnado com



diferentes concentragbes da tinta e em controle, por meio de ensaio de
incubagédo em laboratério; (2) avaliar a colonizagdo inicial em cordas tratadas
versus cordas controle submetidas a imersées na Baia de Guanabara por 1, 7,
14 e 21 dias; (3) utilizar o sequenciamento do gene 16S rRNA para analisar
alteracdes na composicao microbiana e realizar analises de diversidade Alpha e
Beta e (4) conduzir a caracterizagdo quimica do extrato da tinta por CLUE-EMAR
(Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia associada a Espectrometria de
Massas de Alta Resolugdo) e andlise de redes no GNPS (Global Natural
Products Social Molecular Networking), a fim de identificar compostos bioativos

potencialmente responsaveis pelo efeito anti-incrustante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 SOLICITACAO DE ACESSO AO PATRIMONIO GENETICO E
CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Em conformidade com a Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos, a atividade de
acesso ao Patriménio Genético e ao Conhecimento Tradicional Associado (CTA)
foi devidamente cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). O cadastro foi
realizado sob o numero A4AF29D, com a finalidade de pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico. Essa etapa assegura a legalidade do uso dos
recursos genéticos e dos saberes tradicionais envolvidos na presente

investigacao.

2.2 AREA DE ESTUDO

Este estudo foi realizado em trés locais principais, correspondentes as diferentes

etapas da pesquisa:

e Martim de Sa, Paraty (RJ): Local onde vive a familia Remédios, que
forma a comunidade caigcara de Martim de Sa (Figs. 2 e 3). O
conhecimento tradicional sobre a produgcdo da tinta foi obtido
principalmente por meio do pescador Paulo Henrique, que compartilhou
todo o processo de sua produgdo, desde a coleta da matéria-prima
(plantas) até a sua aplicagao. As interagées ocorreram durante visitas a

comunidade e, nessas ocasioes, foram realizadas conversas informais e



observagodes diretas sobre a extracdo da casca da arvore utilizada, os
meétodos tradicionais de preparo e os beneficios percebidos pelos
pescadores no uso da tinta para tingimento das redes de cerco. Durante
essas interacdes, foram feitas anota¢des detalhadas em diario de campo,
garantindo o registro do conhecimento compartilhado. Além disso, foi
considerada a sustentabilidade da extracdo da casca, sendo informado
que a retirada ocorre de forma controlada para permitir a regeneragao da

arvore, conforme os saberes tradicionais da comunidade.

Figura 2 - Localizacao de Martim de Sa, Paraty, Rio de Janeiro, Brasil. -23.302288248876106, -
44.55459539782374.

Marimidersal

¢

Papagaio

Fonte: Google Earth



Figura 3 - Imagem da Praia de Martim de Sa, Paraty, RJ.

Fonte: De autoria prépria, 2023.

e Laboratério de Ecologia Quimica Marinha (LEQMar) da Universidade
Federal Fluminense (UFF): Parte da tinta foi preparada em ambiente
laboratorial para padronizacdo das amostras utilizadas nos testes
experimentais.

e Baia de Guanabara, Niter6éi (RJ) — Diretoria de Hidrografia e
Navegacao (DHN): Local onde os experimentos de campo para
exposi¢cao das cordas tratadas com a tinta foram conduzidos para avaliar
a bioincrustagdo e a colonizagdo microbiana. A area € conhecida por
apresentar colonizacgao rapida e intensa de bioincrustantes e influéncia de
atividades portuarias. A atividade foi realizada no Navio Ciéncias do Mar

[l (Fig. 4) que ficou atracado na BHMN durante todo o experimento.



Figura 4 - Imagem do Navio Ciéncias do Mar Il

Fonte: Site da UFF.

2.3 COLETA DO MATERIAL

A coleta de material (plantas) e a preparagao da tinta foram realizadas em
colaboragdo com os pescadores locais de Martim de Sa. Durante visitas a
comunidade, foram realizadas conversas informais para compreender o
processo tradicional de extragcdo e preparo da tinta. Essas interagbes foram
registradas em um diario de campo, documentando as técnicas utilizadas e as
percepgdes dos pescadores sobre a eficacia da tinta. Além disso, foi levantada
a preocupacgao com a sustentabilidade da extracdo da casca, sendo informado
que a retirada ocorre de forma controlada para garantir a regeneracao da arvore,

conforme a pratica tradicional da comunidade.

A coleta do material foi feita durante uma trilha guiada pelo caicara Paulo
Henrique Remédios, atual chefe da familia local, que indicou a arvore utilizada
para a producgao da tinta “mais forte". Essa arvore é popularmente chamada de
"mangue"”, embora nao esteja relacionada ao ecossistema de manguezal. A

identificacdo botanica precisa da arvore nao foi possivel durante o periodo do



estudo, pois ela ndo apresentava flores ou frutos, elementos essenciais a

identificacdo taxondémica.

Utilizando um facdo, cascas da arvore foram retiradas (Fig. 5 A),

revelando uma coloracéo vermelho-vivo sob uma camada externa marrom.

Foram coletadas cascas suficientes para a produgcdo de
aproximadamente 5 litros de tinta (Fig. 5 B), conforme os céalculos do pescador,
garantindo uma extracdo sustentavel que permite a rapida regeneracéo da

arvore, segundo a sua experiéncia.

Apoés a coleta, as cascas foram levadas até o final da trilha em sacolas
plasticas. Em seguida, Paulo utilizou um martelo sobre uma base de madeira
para separar a polpa da casca externa e macera-la (Fig. 5 C). O material foi
armazenado em sacos plasticos ziplock, envoltos em papel aluminio e
congelados até a manha seguinte. Apds 24h de armazenamento de polpa e
casca, este material foi transportado em bolsas térmicas para o Laboratério de

Ecologia Quimica Marinha da UFF, em Niterai.

Figura 5 - Coleta do material: A. Retirada da casca da arvore indicada. B Cascas coletadas
sendo levadas para processamento. C. Maceragao do material.

Fonte: De autoria prépria, 2024.



2.4 PREPARO DATINTA

No laboratério, a polpa da casca foi pesada em balanca analitica,
totalizando 1.000,83 g. Em seguida, ela foi transferida para um béquer de 4 litros
contendo 3,5 litros de agua destilada, onde permaneceu em repouso até o dia

seguinte, quando teve inicio o processo de fervura.

Apobs 24h, um ebulidor foi inserido na mistura dentro de uma capela (Fig.
6). A capela foi utilizada como medida de seguranga, devido a possibilidade de
liberacao de vapores potencialmente toxicos durante a fervura de um material de
composicao quimica desconhecida. Devido a superaquecimento, o ebulidor
precisou ser desligado em alguns momentos, resultando nos periodos de fervura
descritos na tabela 1, totalizando 4 horas de fervura (Tab. 1). Durante esse
tempo, foi adicionada mais agua destilada conforme a evaporagdo ocorria,

somando um total de 2,8 litros adicionais.

Figura 6 — Imagem do preparo da tinta com auxilio de ebulidor.

Fonte: De autoria prépria.



Tabela 1 - Periodos de ebuli¢do, totalizando 4h.

Periodo Horério Duracéo
1° 10:50-11:50 1h
2° 12:20 - 13:50 1h30min
30 14:20 - 14:50 30min
40 15:20-16:20 1h

Fonte: De autoria prépria.

Apos as 4 horas de fervura, o liquido foi peneirado (peneira plastica
comum) para remogao de particulado, resultando em 2 litros de extrato
concentrado. Em seguida, foram adicionados mais 3 litros de agua para atingir a
concentragdo sugerida pelo detentor do conhecimento tradicional,
correspondendo a 1 kg de polpa para 5 litros de tinta. Portanto, ao final do
processo obteve-se uma tinta na concentragdo de 200 g/L. A tinta foi armazenada

em balde com tampa na geladeira a 5°C.

2.5 TESTES DE FIXACAQ DE BISSOS COM MEXILHAO (Perna perna)

2.5.1 Desenho experimental

Como os mexilhdes se fixam no substrato utilizando bissos, os tratamentos
foram planejados para avaliar se a tinta poderia estimular ou inibir esse processo,
de acordo com Da Gama (2003). Assim, foram estabelecidos os seguintes

grupos:

e Tratamento (T): Tinta "pura" aplicada ao papel filtro.
e Tratamento 50% (D): Tinta diluida em agua destilada (1:1) aplicada ao
papel filtro.

e Controle (C): Agua destilada aplicada ao papel filtro.

Além da concentragdo pura, testamos também uma diluicdo de 50%,
considerando o tamanho significativamente pequeno de uma placa de Petri
(90x15 mm) com um volume de 90 mL, quando comparado com o ambiente
marinho, onde a diluigdo diminui a toxicidade. Cada tratamento e controle

foram feitos com 14 réplicas.



2.5.2 PREPARO DO SUBSTRATO

Para determinar a quantidade de tinta necessaria por unidade
experimental, utilizamos uma regra de trés simples. Como 1 kg de casca produz
5 L de tinta, e o papel filtro utilizado pesava 0,45 g, a propor¢ao necessaria foi

calculada como 2,25 mL de tinta por unidade experimental.

Cada papel filtro foi embebido em 2,25 mL do seu respectivo tratamento.
Tratamento (T), tinta "pura"; Tratamento 50% (D), tinta diluida em agua destilada

(1:1) e Controle (C), agua destilada.

Os papéis foram deixados para secagem em temperatura ambiente (entre
20-25°C) até o dia seguinte para garantir uma fixacdo uniforme da tinta antes da

exposi¢ao aos organismos.

2.5.3 COLETA DOS MEXILHOES

Os espécimes de mexilhdes P. perna foram coletados na Praia de Itaipu,
Niterdi (RJ) (Fig. 8 A), durante a maré baixa, utilizando espatulas para retira-los
do substrato rochoso (Fig. 8 B). Os organismos foram transportados secos (Fig.

8 C) até o Laboratério de Ecologia Quimica Marinha da UFF.

Figura 7 - Coleta de mexilhdes. A) Imagem da praia de Itaipu - Niterd6i, RJ. 2024. B)
Raspagem do substrato para retirada dos mexilhées. C) Transporte dos mexilhdes

Fonte: De autori p pia.

2.5.4 ACLIMATAGAO E SELECAO DOS ORGANISMOS

No laboratério, os mexilhdes foram inicialmente colocados em uma
bandeja com agua salgada artificial (35 psu, preparada com sal marinho

comercial e agua destilada) para limpeza, utilizando tesouras para remover



incrustagdes e outros organismos aderidos. Em seguida, foram transferidos para
outra bandeja, também com agua salgada artificial, onde foi observado o
comportamento de exploracao, caracterizado pela emissdo do pé do mexilhao
(Fig.8, seta). Os mexilhbes que demonstraram esse comportamento foram
selecionados para a realizagédo dos bioensaios e transferidos para uma bandeja
seca. O tempo total desde a coleta até o inicio do experimento foi de

aproximadamente 4 horas.

Figura 8 - Mexilhdes demonstrando comportamento exploratério. Setas indicando
a emissao do pé do mexilhao.

Fonte: De autoria prépria.

2.5.5 EXPOSICAO E AVALIAGAO DA FIXAGAO

ApoOs a coleta e preparo dos mexilhdes, os bioensaios foram conduzidos
em um sistema controlado. As placas de Petri (90x15 mm) foram montadas com
45 mL de agua salgada artificial e o papel filtro previamente preparado (seco) foi
adicionado. Trés mexilhdes foram colocados em cada placa de Petri, e as placas
foram distribuidas aleatoriamente em uma bancada (Fig. 9). O fotoperiodo foi



programado para simular a luminosidade ao longo de um ciclo natural de luz,

incluindo amanhecer e entardecer e a temperatura definida em 23°C.

Figura 9 - Bioensaio de mexilhdes montado. *Placas de Petri distribuidas
aleatoriamente sobre a bancada.

Fonte: De autoria prépria.

Apds um periodo de exposi¢cao de 24 horas, os bissos produzidos pelos
mexilhdes foram contados visualmente com o auxilio de uma lupa
estereoscépica. Foi feita andlise quantitativa da adesdo em cada tratamento.
Além da contagem total de bissos, foi registrada a localizagéo da fixagao de cada

bisso: no papel filtro, na lateral da placa de Petri ou em outro mexilhdo (Fig. 10).

ApoOs a avaliagdo da fixacdo dos bissos, foi realizado um teste de
mortalidade. Os mexilhdes foram transferidos para um aquario com agua
salgada artificial (35 psu) e, apdés 24 horas, foi verificada a mortalidade,
considerando-se mortos 0s organismos que nao apresentavam resposta a

estimulos mecanicos (toque com uma pinga no pé ou na concha).



Figura 10 — Imagem de mexilhdo com bisso fixado em outro individuo da espécie.

Fonte: De autoria prépria.

2.6 ENSAIO DE CAMPO: CORDAS NO NAVIO CIENCIAS DO MAR I

Este topico descreve os experimentos realizados in situ para avaliar o
efeito da tinta tradicional caicara sobre a bioincrustagdo e a comunidade

microbiana no ambiente natural, em cordas submersas na Baia de Guanabara.

2.6.1 PREPARO DAS CORDAS

Foram preparadas as cordas a serem utilizadas como unidades
experimentais e como suporte para o experimento. Foram utilizados trés tipos de

corda:

e Corda A (Suporte): 30 pedacos de corda trangcada monofilamento
100% polietileno, ocas internamente, com 60 cm de comprimento
cada. Em cada extremidade inferior, foram inseridas trés pecgas de
chumbo (25,2 g cada, 6 cm de comprimento e 8 mm de didmetro)
para garantir o afundamento. A ponta da corda foi fechada com
lacre plastico e as pontas foram queimadas para evitar
desfiamento.



Corda B (Bioincrustacdo Macroscopica): 30 pedacos de corda de

polipropileno branca, com 10 mm de diametro e 20 cm de
comprimento. A escolha do polipropileno para as Cordas B se deve
ao fato de ser o mesmo material utilizado nas redes de cerco em
que a tinta € tradicionalmente aplicada pela comunidade caicara.

Corda C (Andlise Genbémica): 90 pedacos de corda de

polipropileno de 3 mm de didmetro, com 5 cm de comprimento
(mesma justificativa da Corda B).

Corda D (Guia/Flutuante): Corda de 20mm de polipropileno. Além

disso, foram preparadas 32 boias (garrafas PET) pintadas de
amarelo internamente para facilitar a identificagdo e auxiliar na

flutuacao do sistema.

2.6.2 PREPARO DAS UNIDADES EXPERIMENTAIS
Metade das Cordas B (15 unidades) e das Cordas C (45 unidades) foram

imersas na tinta preparada anteriormente por 1 hora. A outra metade (15 Cordas
B e 45 Cordas C) foi imersa em agua destilada, servindo como controle (Fig. 11).
Ap0bs o processo de imersao, as cordas foram mantidas em bandeja, ao sol, por

cerca de 5 horas, até estarem completamente secas.

Figura 11 — Imagem das cordas sendo tratadas com a tinta (A) e controle com agua
destilada (B).

Fonte: De autoria prépria.



2.6.3 MONTAGEM DO ENSAIO

As Cordas B e as Cordas C foram fixadas nas Cordas A com lacre plastico
nas extremidades. Em cada Corda A, foi fixada uma Corda B de um lado e trés

Cordas C do outro lado, de forma alternada (Fig. 12).

Figura 12 — Imagem da unidade estrutural experimental no bioensaio de campo.

Fonte: De autoria prépria.

Uma corda flutuante (Corda D) de polipropileno de 20 mm de diametro foi
utilizada como guia na linha d’agua. As Cordas A (com as unidades
experimentais ja fixadas) foram penduradas na Corda D de forma randomizada,

utilizando amarragdo e mosquetao.

O espagamento entre as Cordas A (unidades experimentais) na Corda D

(guia) foi de 1,2 m para evitar o entrelagamento subaquatico.

A Corda D (guia) foi levada para a agua, ancorada em suas duas
extremidades e amarrada ao Navio Ciéncias do Mar lll, atracado na Base De
Hidrografia Da Marinha Em Niterdi (DHN), na Baia de Guanabara (Fig. 13).

Ao lado de cada Corda A (unidade experimental), foi amarrada uma boia
de garrafa PET na Corda D para evitar a formagéo de "barrigas" e manter o
sistema esticado.



Figura 13 - Disposigao do experimento no navio Ciéncias do Mar llI.

Fonte: De autoria propria.

2.6.4 MONITORAMENTO E COLETA DE AMOSTRAS

Monitoramentos foram realizados nos dias 1, 7, 14 e 21 e 28 dias apds a
instalagédo do experimento. Devido a uma tempestade, parte do material foi
perdido entre os dias 21 e 28, especificamente, a maior parte das Cordas B
(destinadas a analise da bioincrustagdo macroscépica), impossibilitando a

analise quantitativa e qualitativa da bioincrustagcdo macroscopica planejada



inicialmente. Portanto, as analises subsequentes se concentraram nas Cordas

C, destinadas as analises genéticas da comunidade microbiana.
Cada monitoramento seguiu o mesmo protocolo:

Cinco unidades experimentais do grupo tratamento e cinco do grupo controle
foram selecionadas de forma aleatéria. As unidades selecionadas em cada

monitoramento foram:
e 1dia:
Tratamento: T3, T6, T8, T11, T12
Controle: C2, C4, C10, C11, C14
e 7 dias:
Tratamento: T2, T5, T7, T9, T12
Controle: C1, C3, C6, C8, C10
e 14 dias:
Tratamento: T1, T6, T9, T13, T15
Controle: C2, C3, C7, C12, C15
e 21 dias:
Tratamento: T3, T4, T9, T11, T13
Controle: C2, C3, C4, C8, C12

Com auxilio de um bote, foram coletadas as cordas C, rompendo-se o
lacre e retirando-se uma das trés cordas disponiveis em cada unidade
experimental (Fig. 14). O processo foi realizado com o uso de luvas, e as

amostras foram armazenadas individualmente em criotubos.



Figura 14 - Coleta semanal das amostras.

Fonte: De autoria prépria.

2.7 CARCTERIZACAO DO MICRIOBIOMA FUNGICO E BACTERIANO

2.7.1 EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Os fragmentos de corda foram triturados utilizando tesoura desinfectada
com alcool, entdo uma fracdo foi separada e submetida a extracdo de DNA
utilizando o kit DNeasy PowerSoil Pro Kits (Qiagen, EUA) seguindo o protocolo
da fabricante. O material genético resultante da extragao foi quantificado através
do fluorémetro Qubit (ThermoFisher, EUA). O material genético entéo foi enviado

a empresa StarSEQ (Mainz, Alemanha) para amplificagao e sequenciamento.

A regiao variavel V4-V5 do gene 16s rRNA (TRINGE & HUGENHOLTZ,
2008) do material genético obtido das amostras foi amplificada através da reagao
em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento do DNA resultante feito

através da plataforma lllumina Miseq (lllumina, USA).



2.7.2 ANALISE DA COMPOSICAO DAS COMUNIDADES

As analises das sequéncias foram realizadas através do software Qiime2
(BOLYEN, 2019) e o controle de qualidade e remog¢ao de quimeras com o g2-
DADAZ2 (CALLAHAN, 2016). Sequéncias que apresentaram boa qualidade foram
agrupadas em ASVs (Amplicon Sequence Variant), através do DADA2 e entédo
alinhadas utilizando o banco de dados Silva v138(QUAST, 2012). Singletons,
Cloroplastos e mitocdndrias foram removidos do conjunto de dados antes das

analises.

Para analisar a variacao entre tipos de amostras diferentes, uma analise
PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis) (KELLY, 2015) foi realizada

utilizando o phyloseq.

2.7.3 ANALISE ESTATISTICA E PRODUCAO DE GRAFICOS

Anadlises estatisticas foram feitas no Ambiente R, utilizando o pacote
Phyloseq para a avaliagdo de diversidade e abundancia de taxons diferencial
(MCMURDIE, 2013). Diversidade alfa foi calculada através da funcéao
“plot_Richness” e a analise da Network do Microbioma gerada através da fungéo
“plot_network”. MDS (Multidimensional Scaling) foi utilizada para a ordenagéo
entre todas as comunidades através da distancia de Bray-Curtis. A contagem de
Reads foi normalizada antes da analise. A significancia da analise de diversidade
foi averiguada através dos testes de Kruskal-Wallis e PERMANOVA assumindo

o valor de p < 0,05.

Para avaliar os efeitos do tratamento com a tinta natural sobre a diversidade
alfa ao longo do tempo, foram utilizados os indices Observed species, Chao1 e
Shannon. Em seguida a caracterizagado descritiva dos padrbes de diversidade,
avaliou-se formalmente a significancia dessas diferencas. Primeiro, foi utilizado
o teste de Shapiro—Wilk para verificar a normalidade dos dados, confirmando
distribuicdo ndo normal e justificando o uso de testes ndo paramétricos. Para
avaliar mudangas ao longo do tempo dentro de cada grupo, aplicou-se o teste
de Kruskal-Wallis e, somente quando esse indicou p < 0,05, realizou-se o post-
hoc de Dunn para identificar os pares temporais com diferengas significativas.
Dessa forma, garantimos que tanto as comparagbes pontuais quanto as



tendéncias temporais fossem analisadas com o método estatistico mais

apropriado.

Para avaliar os efeitos do tratamento com a tinta natural sobre a diversidade
B ao longo do tempo, utilizamos as trés métricas de B-diversidade: substituicéo,
aninhamentoe dissimilaridade total, calculadas a partir da matriz de distancias
de Bray—Curtis. Em seguida a caracterizagdo descritiva dos padrbes de -
diversidade em cada intervalo (1x7, 7x14, 14x21, 1x14 e 1x21 dias), avaliou-se
formalmente a significancia dessas diferengas. Primeiro, aplicou-se o teste de
Shapiro—Wilk para verificar a normalidade dos dados; constatou-se violagéo da
normalidade para substituicdo e aninhamento, orientando o uso de testes nao-
paramétricos. Para explorar a estrutura composicional global, realizamos uma
ordenagédo nao-métrica (NMDS) sobre a matriz de distdncias de Bray—Curtis,
seguida de PERMANOVA (999 permutagdes) para testar os efeitos de
Tratamento e de Intervalo de Tempo (fator time_pair) na composi¢do das
comunidades. Dessa maneira, garantimos que tanto as comparagdes pontuais
de cada métrica de B-diversidade quanto a analise multivariada fossem

conduzidas com os métodos estatisticos mais apropriados.

2.8 ANALISE QUIMICA DO EXTRATO

A técnica de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta Resolugao (CLUE-EMAR) foi utilizada para a
caracterizagdo quimica do extrato. Apds essa etapa, foi realizada a
desreplicacédo a fim de identificar as substancias presentes na amostra. Esse
processo consistiu na analise dos dados obtidos por CLUE-EMAR utilizando a
biblioteca da plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular
Networking), que permitiu a comparagao de perfis espectrais e a anotagao de

substancias presentes no extrato das cascas de plantas.

2.8.1 PREPARO DO MATERIAL

As cascas da planta fresca foram armazenadas em um freezer a -20°C e,
em seguida, submetidas a liofilizacdo para desidratacdo sem aquecimento,

evitando a degradagao de substancias termossensiveis.

ApoOs a secagem a frio, o material foi triturado em um cadinho com pistilo
de porcelana. Cerca de 41,44 g do material vegetal foram embebidos em 414 mL



de uma solugdo extrativa hidroalcoodlica na proporcao de 9:1 (v/v) de etanol e
agua, mantendo uma razéo de 1:10 (m/v). A mistura foi submetida a extracéo
rapida assistida por ultrassom em um banho ultrassénico (Unique USC1400) sob
temperatura de 22°C, frequéncia de 40 kHz e poténcia de 120 W, por 30 minutos.
ApoOs a extragdo, a solugéo foi filtrada utilizando papel de filtro de celulose
qualitativo (Sigma-Aldrich®) e deixada em uma capela de fluxo de ar para
evaporagcdo. O extrato semi-seco resultante foi congelado e novamente
submetido a liofilizagdo para eliminagdo completa da agua, até atingir peso

constante. Apds isso foi pesado 10 mg do extrato para a analise.

2.8.2 ANALISE POR CLUE-EMAR

A composig¢ao quimica do extrato foi investigada utilizando um sistema
UltiMate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific, EUA) acoplado a um
espectrometro de massas Orbitrap Q Exactive Plus (Thermo Scientific, EUA),

equipado com uma fonte de ionizagao por eletrospray.

Os extratos foram solubilizados utilizando metanol de modo a obter uma
concentragdo final de 10 mg/mL. Posteriormente, as solugdes foram
homogeneizadas em vortex por 30 segundos, seguido de banho em ultrassom
por 5 min, para ajudar na solubilizagdo, e centrifugadas a 10.000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi coletado (100 puL) em um tubo de vidro com insert
e analisado por CLUE-EMAR.

A separagao cromatografica foi realizada em uma coluna Thermo
Scientific® Syncronis HPLC C18 (2.1 unidade cm? x 50 mm x 1,7 ym de diametro
de particula). A fase movel utilizada foi composta por agua ultrapura com 0,1%
de acido féormico (solvente A) e metanol contendo 0,1% de acido férmico

(solvente B), empregando um gradiente de eluigao:
*15% B (0,0 — 1,0 min),
*15a95% B (1,0 - 8,0 min),
* 95% B (8,0 — 15,0 min),

- 15% B (15,1 — 20,0 min).



O fluxo da fase movel foi ajustado para 0,35 mL/min, com um volume de
injecdo de 5 pL e a coluna mantida a 40 °C. Os parametros da fonte de ionizagao
foram configurados com gas de cobertura e auxiliar em 50 e 15 unidades
arbitrarias, respectivamente. A voltagem do spray foi ajustada para £3600 V, com
voltagem da lente S de 50 V. A temperatura do capilar foi fixada em 320 °C,

enquanto a temperatura da fonte permaneceu em 400 °C.

Os dados foram adquiridos no modo varredura total de ions (full scan) na
faixa de m/z 100-1000, em modo de ionizag&o positiva e negativa, com resolugéo
de 35.000 (FWHM), AGC de 1x10° e tempo de injegdo (IT) de 100 ms. Também
foi realizada a aquisi¢ao dependente de dados (ddMS2top3) com resolugéo de
17.500 (FWHM), AGC de 1x10°, IT de 50 ms, energia de colisdo normalizada
(NCE) de 15-35 € janela de isolamento de 1,2 Da.

2.8.3 PROCESSAMENTO DE DADOS E ANALISE NO GNPS

Os espectros obtidos no modo de ionizagdo positivo e negativo foram
convertidos para o formato mzXML por meio do software MSConvert
(ProteoWizard Software Foundation, Palo Alto, CA, EUA). Os dados foram
processados utilizando o software MSDIAL versao 4.9 definindo-se os seguintes

parametros principais:
* Toleréncia de massa de MS1: 0.02 Da
* Toleréncia de massa de MS2: 0.02 Da
* Intensidade minima do sinal: 1,0x10"
* Tolerancia de tempo de retencéo no alinhamento: 0,1 min

Os dados processados foram exportados e submetidos a plataforma
GNPS (https://gnps.ucsd.edu, WANG et al., 2016) e analisados pelo fluxo de
trabalho Feature-Based Molecular Networking (FBMN). Para essa analise, os

seguintes parametros foram estabelecidos:
» Tolerancia de massa de ion precursor e de ions fragmentos: 0,02 Da

» Escore de cosseno superior a 0,70 e presenga de pelo menos 4 picos

correspondentes aos espectros da biblioteca.



3 RESULTADOS

3.1 TESTES DE FIXACAQ DE BISSOS COM MEXILHAO (Perna perna)

A Tabela 2 apresenta o numero de bissos emitidos pelos mexilhdes apos
24 horas de exposi¢dao em cada tratamento: controle, tinta integral e tinta diluida.
Os valores estao divididos entre o total de bissos fixados e sua distribuicdo nas
diferentes superficies analisadas (placa, mexilhdo e filtro). Essa organizacao
permitiu comparar a fixacdo entre os diferentes tratamentos e identificar

possiveis variagdes na adesao dos bissos conforme a condigdo experimental.

Tabela 2 - Numero de bissos emitidos por mexilhdes (Perna perna) apds 24 horas de exposig¢ao
aos diferentes tratamentos. Distribuigdo do numero de bissos fixados por Perna perna nas
diferentes superficies experimentais: placa de Petri, corpo de outro mexilhdo e filtro de papel,
sob trés condigbes distintas — controle (sem tinta), tinta natural integral e tinta natural diluida.
Os valores representam a contagem total e sua subdivisdo por superficie em cada unidade
experimental

controle Integral diluido
total placa mexilhdo fittro |total placa mexilhdo fitro |total placa mexilkdo fittro
s D & 8 6 | 19 0 10 9 |24 0 12 12
" 1 10 0|26 0 10 16 | 13 13 0 0
15 7 3 5 | 14 < 0 10 | 22 0 1" 1"
13 1 12 0|26 0 12 141 0 0 0 0
17 < 13 0|14 0 0 14 113 13 0 0
19 19 0 0|12 0 < 8 |15 15 0 0
14 0 14 0 | 35 9 12 14| 0 0 0 0
13 < 9 2 0 e L 0 2 13 | 21 1 10 10
7 6 1 ) B < 0 7 2 2 0 0
16 0 16 0|24 0 " 131 0 0 0 0
13 0 13 0 | 33 0 0 33| 3 3 0 0
" 0 10 1|41 39 2 0 6 0 3 3
24 0 24 0|23 0 2 21 | 24 4 10 10
2 5 14 3. |23 0 0 21|31 7 2 2

Fonte: De autoria prépria.

A analise de variancia (ANOVA) (Tab.3) indicou que o fator tratamento teve
um efeito significativo na fixagao de bissos (p < 0.05), enquanto o fator substrato,
isoladamente, nao apresentou efeito significativo (que efeito? Inibitério ou
estimulante?). No entanto, a interagcdo entre tratamento e substrato foi
estatisticamente robusta (p < 0.001), evidenciando que o efeito do tratamento

variou de acordo com o substrato.



Tabela 3 - Analise de variancia (ANOVA) para a fixagdo de bissos por Perna perna. *Valores
de graus de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrado médio (QM).

GL SQ Qam Valor F  p-valor
tratamento 2 307.9 153.94 39862 002115 *
substrato 2 117.6 5879 15224 022247
tratamento : substrato 4 13736 343.39 8.6920 2641e-06 ***
Residuo 117 45183 3862

Fonte: De autoria propria. *Valores de graus de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),
quadrado médio (QM).

A comparagao multipla de Tukey (Tab. 4) revelou que a fixagdo de bissos
no controle do substrato filtro foi significativamente menor em relagdo aos demais
grupos (p < 0.05), sendo classificada isoladamente dentro do grupo "a". Em
contraste, a aplicagdo do tratamento integral no filtro resultou na maior taxa de
fixagdo, agrupando-se estatisticamente de forma isolada no grupo "c", indicando

um efeito expressivo do tratamento na indugéo da fixagao.

No substrato mexilhdo, o grupo controle apresentou valores de fixagao
superiores aos do substrato filtro controle, evidenciando que os bissos tendem a
se fixar preferencialmente em outros mexilhdes. O tratamento integral no filtro
apresentou valores de fixagcdo estatisticamente proximos ao controle no
substrato mexilhdo, conforme indicado pelo agrupamento "bc" na andlise de
Tukey, sugerindo que o tratamento alterou significativamente as propriedades do
substrato filtro, tornando-o comparavel ao substrato naturalmente preferido pelos

bissos.

Os valores médios estimados (emmeans) mostram que o substrato filtro
controle apresentou a menor fixacdo de bissos (1.07 + 1.66), enquanto o filtro
tratado integralmente apresentou a maior (13.79 £ 1.66). O substrato mexilhdo
controle apresentou fixacao intermediaria (10.50 + 1.66), sendo estatisticamente
distinto do controle filtro, mas sobreposto ao filtro tratado. Essas observagdes
reforcam a hipotese de que o tratamento influenciou diretamente a fixacdo dos
bissos, tornando substratos naturalmente pouco atrativos em superficies

altamente favoraveis a adesao.



Tabela 4 - Comparagdo das médias de fixacdo de bissos por Perna perna entre
combinacgdes de tratamento e substrato, com teste de Tukey (a = 0,05). *“Médias estimadas de
bissos fixados, erro padrdao (EP), limite inferior (LI) e superior (LS) do intervalo de confianga
(95%), graus de liberdade (GL) e agrupamento estatistico conforme o teste de Tukey. Grupos

com letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas.

tratamento substrato meédia EP GL LI LS grupo
controle fittro 1.07 166 117 -2.218 436 a
diluido fittro 343 167 117 0139 672 ab
diluido mexilhdo 343 168 117 0139 672 ab
integral placa 400 169 117 0711 729 ab
controle placa 414 1.70 117 0854 743 ab
diluido placa 414 171 117 0854 743 ab
integral mexihdo 464 172 117 1354 793 ab
controle mexilhdo 1050 173 117 7211 1379: be
integral fittro 1379 174 117 10496 1707 <c

Fonte: De autoria prépria.

O grafico boxplot (Fig.15) ilustra essas diferengas, indicando diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos,

baseando-se nas letras

atribuidas pelo teste de Tukey. A sobreposi¢ao parcial de grupos (como "bc")

reforca que determinados tratamentos podem aproximar substratos inicialmente

distintos em termos de fixagao de bissos.



Figura 15 - Fixacdo de bissos por Perna perna em diferentes combinagdes de tratamento e
substrato. Boxplots representando a quantidade de bissos fixados apds 24 horas de exposigéo
aos tratamentos controle, tinta diluida e tinta integral, considerando os substratos filtro, mexilhdo
e placa. As letras indicam agrupamentos estatisticos conforme o teste de Tukey (a = 0,05), onde
grupos com letras diferentes apresentam diferengas significativas.

filtro mexilhdo placa
40 2
30
c -
2
£ -0 bC .
- ab

ab | ab
ab
ab
ab
1 0 a - .

controle diluido integral controle diluido integral controle diluido integral
Fonte: De autoria prépria.
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3.2 QUANTIFICACAO DE DNA

A Tabela 5 apresenta os valores de quantificagdo de DNA obtidos ao longo

do experimento para cada tratamento e tempo analisado.

Tabela 5 - Quantificagdo de DNA (ng/ul) obtida por Qubit ao longo do experimento, de acordo com o
tratamento e o tempo de exposigdo. *Valores de concentracdo de DNA extraido das amostras
coletadas nos dias 1, 7, 14 e 21, para os tratamentos com tinta natural e controle. As analises
foram realizadas utilizando o fluorédmetro Qubit, expressas em ng/pl.

Quantificacdo (Qubit-

tempo (dias) amostra tratamento ng/ul)
Gl 0.308
G2 0.317
G3 tinta 0.108

G4 0.74

1 G5 0.123
G6 0.242

G7 0.688

G8 controle 0.68

G9 0.48

G10 0.492

(continua)



tempo (dias) amostra tratamento Quantificacéo (Qubit-

ng/ul)
G11 5
G12 7.4
G13 tinta 8.6
Gl4 9.96
7 G15 9.76
G16 2.63
G17 412
G18 controle 5.08
G19 7.2
G20 5.28
G21 5.52
G22 14.6
G23 tinta 8.36
G24 10.2
G25 13
14 G26 6.08
G27 13.2
G28 controle 115
G29 10.6
G30 12.3
G31 155
G32 14.2
G33 tinta 11.3
G34 13.7
. G35 13.4
21 dias G36 14.2
G37 13
G38 controle 12.6
G39 13
G40 12.6
Fonte: De autoria prépria. (concluséo)

A ANOVA (Tab. 6) indicou que o fator tempo teve um efeito altamente
significativo sobre a quantificacdo de DNA (p <0,001), evidenciando um aumento
progressivo ao longo dos dias. No entanto, o fator tratamento nao apresentou
efeito significativo isoladamente (p = 0,2017), e a interacdo entre tempo e
tratamento também néo foi estatisticamente significativa (p = 0,1516), sugerindo

que a resposta ao tratamento nao variou significativamente ao longo do tempo.



Tabela 6 - Analise de variancia (ANOVA) para os valores de quantificagdo de DNA ao longo do
tempo e entre tratamentos. * Valores de graus de liberdade (GL), soma dos desvios, desvios

LT

residuais, valor de F e p-valor para os fatores “tempo”, “tratamento” e sua interagéo.

variavel GL desvio  GL residual desvioresidual valorF p-valor
tempo 3 94429 36 15055 8229 <0001
tratamento 1 6.5 35 144.06 g I 02017
tempo x tratamento 3 2166 32 1224 1.89 0,1516

Fonte: De autoria prépria.

A analise de comparag¢des multiplas pelo teste de Tukey (Tab. 7) revelou
que no dia 1, tratamento e controle ndo apresentaram diferengas significativas,
ambos pertencendo ao grupo 'a'. No dia 7, houve um aumento na quantidade de
DNA em ambos os grupos, com o controle pertencendo ao grupo 'b' e o
tratamento ao grupo 'bc'. Embora o tratamento tenha apresentado um aumento
mais expressivo, ele ndo formou um grupo totalmente distinto do controle. Nos
dias 14 (‘cd') e 21 ('d"), a quantidade de DNA continuou aumentando, mas sem

diferengas estatisticas entre tratamento e controle nesses tempos.

Tabela 7 - Comparacgao das médias de quantificagdo de DNA (ng/ul) entre tratamentos ao longo
do tempo com teste de Tukey (a = 0,05). * LI e LS correspondem aos limites inferior e superior
do intervalo de confianga (95%). Letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos
segundo o teste de Tukey.

tempo tratamento média EP LI LS grupo
1dia controle 0516 0875 -1.27 23 a
1 dia tinta 0.319 0.875 -1.46 2.1 a
7 dias controle 4.862 0.875 3.07 6.65 b
7 dias tinta 6.148 0875 435 7.95 bc

14 dias controle 10.336 0.875 854 12.13 cd

14 dias tinta 10.219 0.875 8.42 1201 cd

21 dias controle 12563 0.875 10.77 14.35 d

21 dias tinta 13.300 0.875 1151 15.08 d

Fonte: De autoria prépria.



O modelo GLM (Tab. 8) confirmou os achados da ANOVA, demonstrando
que o tempo teve um efeito significativo na quantificacdo de DNA. Os
coeficientes do modelo indicam um aumento significativo nos tempos de 7, 14 e
21 dias, enquanto o efeito do tratamento isolado e a interacdo tempo:tratamento
nao foram estatisticamente significativos. O intercepto representa a média de

referéncia, correspondente ao grupo controle no tempo inicial.

Esses resultados indicam que a quantificagdo de DNA aumentou ao longo

do tempo, independentemente do tratamento aplicado.

Tabela 8 - Resultados do modelo linear generalizado (GLM) para a quantificacdo de DNA ao
longo do tempo e entre tratamentos. *Estimativas dos coeficientes do modelo GLM com seus
respectivos erros padrao (EP), valores de t e p-valores para os efeitos principais (tempo e
tratamento) e suas interagdes. O intercepto representa o valor médio da quantificacdo de DNA
no grupo controle no tempo 1 dia.

variavel estimativa EP valort p-valor
intercepto 0.5164 0.8746 0.590 0.55906
7 dias 4.3456 1.2369 3.913 0.00134
14 dias 102196 1.2369 8.262 1,94E-09
21 dias 12.5636 12369 10157 1,95E-11
tinta -0.1972 12369 -0.159 08743

interagao 7 dias x tinta 3.4792 1.7493 1.989 0.,05532

interagao 14 dias x tinta -2028 17493 -0116 0.90843

interagdo 21 dias x tinta 0.7372 1.7493 0421 0,67626

Fonte: De autoria prépria.

O grafico de boxplot (Fig.16) apresenta a distribuicdo da quantidade de
DNA ao longo do tempo para os grupos controle e tratamento. Observa-se que,
no dia 1, ambos o0s grupos exibem valores semelhantes, com pouca variagao
entre as amostras. No dia 7, nota-se um aumento na mediana do tratamento em
relacao ao controle, acompanhado de uma maior dispersao dos dados. Nos dias
14 e 21, atendéncia de aumento na quantidade de DNA se mantém, com ambos
0s grupos apresentando medianas mais elevadas e sobreposi¢ao nos intervalos

interquartis. Esses resultados indicam um crescimento progressivo da



quantidade de DNA ao longo do tempo, com diferengas mais evidentes a partir

do dia 7, conforme evidenciado pela analise estatistica complementar.

Figura 16 - Distribuicdo da quantificagdo de DNA ao longo do tempo para os grupos controle (C)
e tratamento (T) * Boxplots representando a concentragao de DNA (ng/ul) extraida das amostras
nosdias 1,7, 14 e 21, para os grupos controle (amarelo) e tratamento com tinta (azul). Amediana,

quartis e valores extremos ilustram a variagao da biomassa microbiana ao longo do tempo.
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Fonte: De autoria prépria.

3.3 CARCTERIZACAO DO MICRIOBIOMA FUNGICO E BACTERIANO

3.3.1 DIVERSIDADE ALFA

O indice Chao1, que estima a riqueza total incluindo espécies raras,
apresentou padrdes distintos entre os grupos controle (C) e tratamento (T) ao
longo dos quatro tempos de submerséao (Fig. 17). No dia 1, o controle registrou
mediana em torno de 295 unidades, enquanto o tratamento iniciou em
aproximadamente 370, ambas com caixas estreitas indicando baixa
variabilidade. Aos 7 dias, o grupo tratado atingiu seu pico de riqueza estimada,
com mediana proxima a 485 e ampla dispersao, contrastando com a mediana do
controle em =405 e IQR reduzido. No dia 14, ambos os grupos sofreram queda
na mediana — o controle recuou para =285 e o tratamento para =410 — embora o
tratamento mantivesse dispersdo maior. No dia 21, o controle recuperou riqueza
estimada, alcangando mediana de =460 com IQR moderado, ja o tratamento

estabilizou em mediana mais baixa (=315) e menor variacao. Esses resultados



indicam que o tratamento promoveu um aumento precoce da riqueza rara até a
segunda semana, seguido de declinio, enquanto o controle exibiu uma

recuperacgao gradual apenas no final do experimento.

Figura 17 - Variagéo do indice Chao1 nos grupos controle (C) e tratamento (T) ao longo dos dias
de submersdo. * Boxplots representando a estimativa de riqueza de espécies (Chao1) nas
amostras coletadas nos dias 1, 7, 14 e 21, para os grupos controle (verde) e tratamento (laranja).
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Fonte: De autoria prépria.

A riqueza bruta de taxons, medida pelo indice Observed, apresentou
padrdes diferenciados entre os grupos controle e tratamento ao longo dos
tempos de submersao (Fig. 18). No dia 1, o controle registrou mediana em torno
de 290 taxons, enquanto o tratamento iniciou com valor mais elevado, préximo
a 370, ambos com amplitude interquartilica reduzida. Aos 7 dias, o grupo
tratamento atingiu o pico de riqueza, com mediana em cerca de 480 taxons e
maior dispersao entre as réplicas, enquanto o controle manteve mediana em
aproximadamente 410 e variabilidade menor. No dia 14, ambos os grupos
apresentaram reducdo na mediana — o tratamento recuou para cerca de 400
taxons e o controle para cerca de 280 —, refletindo uma estabilizagcao temporaria
das comunidades. Finalmente, no dia 21, o controle recuperou riqueza,

alcancando mediana proxima a 460 taxons, enquanto o tratamento se estabilizou



em torno de 310 taxons, com caixas mais estreitas. Esses resultados indicam
que, embora o tratamento tenha impulsionado um aumento precoce na
colonizagdo (pico aos 7 dias), o controle gradualmente recuperou riqueza

apenas na fase final do experimento.

Figura 18 - Variag&o da riqueza observada (Observed) nos grupos controle (C) e tratamento (T)
ao longo dos tempos de submersao. * Boxplots representando a riqueza bruta de tdxons (indice
Observed) nos dias 1, 7, 14 e 21, para os grupos controle (verde) e tratamento (laranja).
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Fonte: De autoria prépria.

O indice Shannon, que combina riqueza e equitatividade, foi
acompanhado ao longo dos quatro tempos de submersdo para os grupos
controle (C) e tratamento (T) (Fig. 19). No dia 1, o controle exibiu mediana em
torno de 4,75, com IQR estreito, enquanto o tratamento iniciou em mediana
proxima a 5,20, com variagao ligeiramente maior. Aos 7 dias, 0 grupo controle
aumentou sua mediana para cerca de 5,00, mas com amplitude interquartilica
maior, refletindo maior heterogeneidade entre réplicas; ja o tratamento atingiu
seu pico de equitatividade, com mediana em torno de 5,50, indicando
comunidade muito equilibrada naquele tempo. No dia 14, o controle manteve

tendéncia ascendente (mediana =5,15) e o tratamento apresentou pequena



reducdo (=5,25), ambos com sobreposi¢do dos quartis. Por fim, no dia 21, o
controle alcangou sua mediana maxima, perto de 5,45, enquanto o tratamento
estabilizou em =5,20, com IQR reduzido. Esses padrdes evidenciam que a
equitatividade da comunidade no tratamento foi mais pronunciada até o 7° dia,
seguido de leve declinio e estabilidade, enquanto o controle mostrou um

aumento gradual e constante da diversidade ao longo do tempo.

Figura 19 - Variagao do indice de diversidade de Shannon nos grupos controle (C) e tratamento
(T) ao longo dos tempos de submersao. * Boxplots representando a diversidade de Shannon nos
dias 1, 7, 14 e 21 para os grupos controle (verde) e tratamento (laranja).
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Fonte: De autoria prépria.
A suposicao de normalidade foi rejeitada para todos os indices (Shapiro—
Wilk: Observed W=0,91, p<0,01; Chao1 W=0,90, p<0,01; Shannon W=0,92,

p<0,01) (Tab. 9), o que motivou o uso de testes ndo paramétricos.



Tabela 9 - Teste de normalidade (Shapiro—Wilk) aplicado aos indices de diversidade alpha.
*Valores da estatistica W e respectivos p-valores do teste de Shapiro-Wilk para os indices de
diversidade Observed, Chao1 e Shannon.

indice estatistica p-valor nomalidade
observed 0.9131 0.0047 nao normal
chao1 0.8988 0.0018 nao normal
shannon 0.9234 0.0099 nao normal

Fonte: De autoria prépria.

Para avaliar a variagao ao longo do tempo foi aplicado Kruskal-Wallis +
Dunn. Para Observed e Chao1, o Kruskal-Wallis indicou mudangas significativas
no controle (p=0,015 e p=0,012, respectivamente) e no tratamento (p=0,01 e
p=0,02) (Tab. 11). O post-hoc de Dunn mostrou, no controle, diferenga entre 14

e 21 dias e, no tratamento, entre 7 e 21 dias (Tab. 12).

Para Shannon, o Kruskal-Wallis foi significativo apenas no controle
(p=0,045); o Dunn identificou diferenga entre 1 e 21 dias (Tab.11). No tratamento,
nao houve variagao temporal significativa em Shannon, de modo que nao se

aplicou Dunn.

Esses resultados confirmam que a tinta modulou pontualmente a riqueza
(aos 14 dias) e afetou a equitatividade (aos 7 e 21 dias), além de alterar as

dinédmicas de sucessao microbiana ao longo do tempo.



Tabela 10 - Teste de Kruskal-Walllis para analise da variagdo temporal dos indices de diversidade
alfa em cada grupo experimental. * Valores de p para os indices Observed, Chao1 e Shannon
em cada grupo (controle —C e tratamento — T). Asteriscos (*) indicam significancia (p < 0,05), que
justificou a realizagéo da analise post-hoc de Dunn.

indice Grupo p-valor

C 0,0147349 5

‘Observed
il 0.0147074 %
C 0.0122307 %
‘Chao1
] 0.0216605 %
C 0.0454249 %
-Shannon

T 0,0592712

Fonte: De autoria prépria.

Tabela 11 - Comparagdes multiplas entre tempos pelo teste de Dunn para os indices de
diversidade alfa nos grupos controle e tratamento. * Comparagdes entre tempos de exposi¢ao
para os indices Observed, Chao1 e Shannon nos grupos controle (C) e tratamento (T), conforme
identificado como significativo pelo teste de Kruskal-Wallis.

indice grupo comparagao p-valor

observed C 21vs 14 0,0180013
observed il 21vs 7 0,00729658
chao1 C 21vs 14 0,0138785
chao2 T 21vs 7 0,01160221
shannon C 21vs 14 0,03845666

Fonte: De autoria prépria.

3.3.2 DIVERSIDADE BETA

A substituicdo de taxons entre amostras, foi acompanhada em cinco

intervalos de tempo para os grupos controle (C) e tratamento (T) (Fig. 20).

No intervalo 1x7 dias, o controle exibiu mediana em torno de 0,39, com
IQR relativamente amplo (=0,34-0,43), enquanto o tratamento iniciou em
mediana proxima a 0,37 e IQR mais estreito (=0,35-0,40), indicando maior

heterogeneidade de substituicdo entre as réplicas de Controle.



Em 7x14 dias, o controle manteve a substitui¢cdo estavel e baixa (mediana
=0,24; IQR ~0,23-0,26), ao passo que o tratamento apresentou mediana um
pouco mais alta (=0,26) e IQR expandido (~0,24-0,30), incluindo um outlier
superior (=0,40), sugerindo maior dispersédo desta métrica no Tratamento apos o

primeiro intervalo.

No intervalo 14x21 dias, ambos os grupos convergiram para valores
intermediarios de substituicdo, com medianas em torno de 0,26-0,27, refletindo

estabilidade na dindmica de substituicdo de taxons nesse periodo.

Para 1x21 dias, o controle exibiu substituicdes mais elevadas de todos os
tempos (mediana =0,53; IQR ~0,45-0,54), enquanto o tratamento permaneceu
em valores mais baixos (mediana =0,44; IQR ~0,40-0,45), sugerindo maior
reorganizagao de comunidades ao longo de todo o experimento no grupo

Controle.

Finalmente, em 1x14 dias, as medianas foram semelhantes entre
Controle (=0,47; 1QR ~0,41-0,48) e Tratamento (=0,46; IQR ~0,42-0,48), com
quartis amplamente sobrepostos, confirmando que, apesar das flutuagdes, as

distribuicdes de substituicdo nao diferem drasticamente entre C e T.

Esses padroes descrevem como a substituigcdo de taxons variou ao longo
do tempo e entre condigcdes, evidenciando maior variabilidade pontual no
Controle, mas sem um deslocamento consistente que favorega exclusivamente

o Tratamento.



Figura 20 - Variagdo da substituigdo entre tempos experimentais nos grupos controle (C) e
tratamento (T). * Boxplots representando os valores de substituigdo, que indicam a substituigao
de taxons entre dois tempos.
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Fonte: De autoria prépria.

O indice de aninhamento, que reflete o grau em que as comunidades
posteriores sao subconjuntos das anteriores, foi acompanhado em cinco

intervalos de tempo para os grupos controle (C) e tratamento (T) (Fig. 21).

No intervalo 1x7 dias, o controle exibiu mediana em torno de 0,055, com
IQR relativamente amplo (=0,010-0,100) e um outlier em =0,23, enquanto o
tratamento iniciou em mediana mais baixa (=0,035), IQR estreito (=0,005-0,040)
e outlier em =0,16, apontando maior heterogeneidade de aninhamento no

controle logo apds o primeiro dia.

Em 7x14 dias, o controle apresentou mediana elevada (=0,115; IQR
=~0,090-0,170) e dois outliers superiores (=0,16 e =0,19), ao passo que 0
tratamento manteve um aninhamento mais modesto (mediana =0,070; IQR
~0,030-0,105), sugerindo que, nessa fase intermediaria, o substrato tratado

favoreceu uma composicdo menos aninhada.

No intervalo 14x21 dias, o controle continuou com alto aninhamento
(mediana =0,115), porém com IQR muito estreito (=0,090-0,120), indicando

réplicas homogéneas, enquanto o tratamento ficou em mediana inferior (=0,090)



mas com IQR mais amplo (=0,010-0,100), refletindo maior dispersdo de

aninhamento entre réplicas sob o tratamento.

Para 1x21 dias, observou-se inversao de padrao: o controle exibiu
aninhamento baixo (mediana =0,030; IQR =0,010-0,060), com um outlier em
=0,20, e o tratamento atingiu seu pico (mediana =0,110; IQR =0,105-0,120),
sugerindo que, ao comparar amostras iniciais e finais, o tratamento levou a um

grau significativamente maior de aninhamento.

Por fim, em 1x14 dias, o controle mostrou aninhamento moderado
(mediana =0,070; IQR =0,050-0,080), enquanto o tratamento manteve mediana
mais baixa (=0,040) mas IQR ampliado (=0,015-0,150), indicando variabilidade
acentuada de aninhamento nesse intervalo.

Figura 21 - Variagéo do indice de aninhamento entre os intervalos de tempo nos grupos controle

(C) e tratamento (T). * Boxplots representando os valores de nestedness (NEST), avaliados entre
dois tempos.
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Fonte: De autoria prépria.
O indice de dissimilaridade total (DIS), que integra substituicdo e
aninhamento para refletir a variagdo composicional global, foi avaliado em cinco

intervalos de tempo para os grupos controle (C) e tratamento (T) (Fig. 22).



No intervalo 1x7 dias, o controle exibiu mediana em torno de 0,46, com
IQR de =0,44-0,48 e um outlier em =0,50, enquanto o tratamento iniciou com
mediana proxima a 0,42, IQR mais estreito (=0,41-0,44) e sem outliers
marcantes, sugerindo maior heterogeneidade composicional no controle logo no

comego.

Em 7x14 dias, o controle manteve DIS intermediario (mediana =0,39; IQR
=~0,36-0,41), e o tratamento apresentou mediana ligeiramente inferior (=0,34)
com IQR similar (=0,33—-0,40) e um outlier em =0,43, indicando trajetorias de
mudanga comparaveis, porém com pico ocasional de dissimilaridade no

tratamento.

No intervalo 14x21 dias, ambos 0s grupos convergiram a valores menores
de DIS, com o controle em mediana =0,36 (IQR =0,31-0,39) e o tratamento em
mediana =0,32 (IQR =0,29-0,37), sem outliers, refletindo consolidagdo de uma

composicao relativamente estavel.

Para 1x21 dias, o controle alcangcou o valor maximo de dissimilaridade
(mediana =0,54; IQR =0,53-0,55) e apresentou dois outliers superiores (=0,58 e
=0,56), enquanto o tratamento teve mediana similar (=0,55) com IQR estreito
(=0,55-0,56) e sem outliers, indicando forte reorganizagao comunitaria ao longo

das trés semanas, especialmente no controle.

Finalmente, em 1x14 dias, o controle mostrou mediana em torno de 0,54
(IQR =0,52-0,56), com um outlier em =0,59, ao passo que o tratamento
apresentou mediana menor (=0,50; IQR =0,46-0,53) e um outlier em =0,57,
sugerindo que, ao comparar inicio e meio do experimento, o tratamento

promoveu mudangas moderadas, porém mais variaveis entre replicas.



Figura 22 - Dissimilaridade total (DIS) entre tempos experimentais nos grupos controle (C) e
tratamento (T). * Boxplots representando o indice de dissimilaridade total (DIS), avaliados entre
dois tempos.
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Fonte: De autoria prépria.

O teste de normalidade de Shapiro—Wilk foi aplicado globalmente as trés
métricas de beta-diversidade — substituicdo, aninhamento e dissimilaridade total
(DIS) — para verificar se os seus valores seguiriam uma distribuicdo

aproximadamente normal (Tab. 13).

Para substituicdo, obteve-se estatistica W = 0,9567 com p-valor = 0,0650,
indicando que nao rejeitamos a hipotese de normalidade (p > 0,05), ou seja, os
valores de turnover se comportam de modo compativel com uma distribuicdo

normal.

Ja em aninhamento, o teste resultou em W = 0,9235 e p-valor = 0,0032,
mostrando desvio significativo da normalidade (p < 0,05). Isso sugere que o grau

de aninhamento nao segue distribuicdo normal no conjunto de dados.

Por fim, para DIS, a estatistica foi W = 0,9531 com p-valor = 0,0459,

também apontando rejeicdo da normalidade (p = 0,046).

Em resumo, apenas a substituicdo apresentou distribuicdo compativel

com normalidade; tanto aninhamento quanto dissimilaridade total violaram esse



pressuposto, justificando a adog&o de testes ndo-paramétricos para todas as

comparacdes de beta-diversidade.

PERMANOVA mostra que, considerando a composigéo global (distancias
de Bray—Curtis), Tratamento e Controle formam grupos distintos quando
analisados no espago multivariado (Tab. 15). Isso significa que, embora as
comunidades evoluam ao longo do tempo dentro de cada condi¢do, a principal
fonte de variacdo composicional na matriz de distancias é a diferenca entre

Tratamento e Controle, e ndo o tempo de submersao por si sO.
Tabela 12 - Resultados da analise de variéncia permutacional (PERMANOVA) aplicada a matriz

de distancias de Bray—Curtis. *Valores de pseudo-F e p-valor para os efeitos do fator tratamento
(controle x tinta) e do par de tempos (intervalos de submersao).

variavel pseudo-f p-valor
tratamento 212.776 0.001
par de tempos (dias) 0.7815 0.483

Fonte: De autoria prépria.

3.4 ANALISE QUIMICA DO EXTRATO

Para caracterizar a composicado quimica da tinta natural utilizada no
tratamento das cordas, aplicamos a metodologia CLUE-EMAR, que revelou a

presencga de diferentes classes de metabdlitos (Tab. 16).

Tabela 13 - Compostos identificados na composi¢cdo quimica da tinta natural utilizada no
tratamento das cordas, segundo analise por CLUE-EMAR.

Classe Composto Férmula Molecular
Flavonoide Epicatequina C15H1406
Flavonoide Catequina C15H1406
Flavonoide Afzelechina C15H1405
Acido tricarboxilico Acido Citrico C6HB8O7
Acido graxo Acido Subérico C8H1404
Glicosideos fendlicos 4'-O-glucosideo de floracetofenona C14H1803
Chalcona glicosilada Flarozina C21H24010
Flavonoide Naringenina C15H1205
Glicosideos fenolicos Garcimangosona D C15H2009%
Glicosideos fendlicos Picraquassiosideo D C13H1808
3,5-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-[3,4,5-
Flavonoide glicosilado trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxi-2,3- C21H22011

dihidrocromen-4-ona

(continua)



Classe Composto Formula Molecular
Glicosideos fendlicos Glucosideo de &cido vanilico C14H1809
Fendlico 6-Gingerol C17H2604
Glicosideos fendlicos Hovetrichosideo C C21H22011
Flavonoide Procyanidina B2 C30H26012
Flavonoide Procyanidina B1 C30H26012
6-0-Pentopiranosil-1-0-[(2,6,6-trimetil-1-
Glicosideo terpénico cicloexen-1-iljcarbonil]-beta-D- C21H34011
glucopiranose
) ) 3,5,7-Trihidroxi-2-(4-hidro xifenil)-8-(3-
Flavonoide prenilado 2 8 R C20H2006
metilbut-2-enil)-2,3-dihidrocromen-4-ona
o, e Beta-D-glucopiranosideo, 2-feniletil 2-0-
Glicosideos fendlicos LR 3 C19H28010
beta-D-xilopiranosil
Flavonoide prenilado glicosilado Phellamurina C26H30011
Flavonoide Zrlf;nero de procyanidina (Procyanidina Crkianin
s lr;;nero de procyanidina (Procyanidina SRR
Flavonoide glicosilado Luteolina 7-glucosideo C21H20011
2-[[3A-dihidroxi-4-(hidroximetil)oxolan-2-
. o illoximetil]-6-[(6,6-dimetil-2-
Glicosideo terpénico RS B . C21H34010
biciclo[3.1.1]hept-2-enil)metoxi]oxano-
3,4,5-triol
2 o 23 2a,3B,23-trihidroxiolean-12-en-28-oico B-
Esteroides glicosilados : S C36H58010
D-glucopiranosil éster
2A-pentadienoico, 5-[(1R,3S,5R,85)-3-
Glicosideo terpénico (beta-D-glucopiranosiloxi}-8-hidroxi-1,5- ), 15,1
dimetil-6-oxabiciclo[3.2.1]oct-8-il]-3-
metil
2-[[3,4-dihidroxi-4-(hidroximetiljoxolan-2-
Glicosideo terpénico illoximetil]-6-[(5-hidroxi-1,7,7-trimetil-2- Sl
biciclo[2.2.1]heptaniljoxiloxano-3 4,5-
triol
Amida graxa Palmitamida C16H33NO
Dihidrochalcona Flarotina C15H1405
Fendlico 3,4,5-Trimetoxifenol CSH1204
Glicosideos fendlicos Primeverosideo de 2-feniletil C19H28010
Aminoécido Acido glutdmico C5HINO4
Derivado de aminodacido Acido pirroglutdmico C5H7NO3
Sesquiterpeno Isolongifolol C15H260
Glicosideos fendlicos 4-0-glucosideo de hidroxitirosol C14H2008
3,4,5-trihidroxi-6-[(3,4,5-trihidroxioxan-2-
Glicosideo terpénico iljoximetilJoxan-2-il 2,6,6- C21H34011
trimetilcicloexeno-1-carboxilato
Sesquiterpeno Beta-eudesmol C15H260
Derivado de dcido graxo Acido jasmonico C12H1803
Acido graxo Oleamida C18H35NO
2-[[2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3,4-
flavonoide glicosilado dihidro-2H-cromen-3-ilJoxi]-6- C21H24011

Fonte: De autoria proépria.

(hidroximetiljoxano-3,4,5-triol

(conclusao)



4 DISCUSSAO

Redirecionamento do foco: de anti-incrustantes a modulador ecoldgico

A proposta inicial deste estudo era avaliar o potencial anti-incrustante da
tinta tradicional utilizada pelos pescadores de Martim de S4, baseada em relatos
empiricos sobre sua capacidade de manter as redes de pesca limpas e sem limo
por mais tempo. No entanto, ao aprofundar a investigagdo bibliografica e
etnografica, constatou-se que a produgdo dessa tinta n&o se restringiria a uma
unica espécie vegetal nem aquela comunidade, sendo uma pratica comum a
diferentes comunidades caigaras ao longo da Costa Verde (Borges; Peixoto,
2009; Fonseca-Kruel et al.,, 2006; Monge, 2008; Silva, 2023). A principal
caracteristica comum entre essas tintas € a coloracdo avermelhada, o que
levantou uma nova hipoétese: seu efeito estaria mais associado a mecanismos

fisico-quimicos e Opticos do que a acao biocida classica.

O aprofundamento experimental confirmou que a tinta ndo inibiu a
bioincrustacdo, mas a redirecionou: comunidades microbianas e organismos
multicelulares, como Perna perna, apresentaram padrées de adesdo e
desenvolvimento significativamente distintos sobre substratos tratados. Esse
redirecionamento pode estar relacionado a presenca de compostos bioativos
como flavonoides (Patil et al., 2009) e taninos (Bernhoft, 2010; Ucella-Filho et al.,

2022) e a carga organica associada a tinta.

Diversidade alfa: modulacdo da riqueza e equitatividade

As analises de diversidade a (Observed, Chao1 e Shannon) mostraram
que o tratamento promoveu uma colonizagao acelerada, com pico precoce de
rigueza (dia 7), mas seguida de estabilizagdo em patamares inferiores aos do
controle. Esse padrao ndo € compativel com a expectativa classica de um agente

anti-incrustante e reforgca a atuagao seletiva da tinta (Gomez-Banderas, 2022).

A composicado microbiana colonizadora é influenciada tanto pela quimica
da superficie quanto pelo filme condicionante que se forma nos primeiros
momentos de imersao (Dang; Lovell, 2015). Substancias como catequina e acido
citrico, detectadas na tinta, afetam a adesdo microbiana ao influenciar
diretamente a disponibilidade de nutrientes, a tensao superficial e o pH local
(Ksigzek, 2023; Vandeputte et al., 2010). Flavonoides, por exemplo, possuem



acao antimicrobiana seletiva e podem impedir a dominancia de certos grupos
(Gorniak; Bartoszewski; Kroliczewski, 2019), promovendo uma equitatividade

maior no inicio da colonizag¢ao (Shannon elevado no dia 7).

Posteriormente, a estabilizagdo dos indices no grupo tratamento sugere
que a tinta impde filtros ecolégicos que mantém comunidades especificas e

limitam a entrada de novos taxons.

Diversidade beta: filtros ambientais e homogeneizacido comunitaria

As analises de diversidade 3 revelaram que, embora os testes univariados
nao tenham identificado diferengas significativas entre grupos em cada intervalo
de tempo, a PERMANOVA mostrou um efeito global robusto do tratamento sobre
a estrutura da comunidade. Isso indica que a tinta tradicional induziu trajetérias

de colonizagao distintas e mais homogéneas ao longo do tempo.

Substituicdo e aninhamento indicaram, respectivamente, uma
substituicdo limitada de espécies e um aumento progressivo da previsibilidade
comunitaria no grupo tratamento. A dissimilaridade total entre tempos (DIS), por
sua vez, mostrou-se mais estavel nos substratos tratados, enquanto o controle
apresentou maiores outliers, sugerindo trajetérias mais estocasticas de
sucessao ecologica. Esses resultados apontam para a existéncia de um "efeito
de filtro" promovido pela tinta, que direciona a selecdo ecoldgica desde os

primeiros dias.

Fixacdo de bissos: substrato transformado em interface bioindutora

Os testes com Perna perna reforgaram que o tratamento n&o atuou como
repelente, mas como indutor de fixacdo. A taxa de adesdo de bissos foi
significativamente maior em filtros tratados, atingindo valores semelhantes ao
substrato naturalmente preferido (outro mexilhdo), enquanto o filtro controle foi o
menos atrativo. A interagao significativa entre tratamento e tipo de substrato

confirma que o efeito da tinta depende diretamente da superficie.

Esses achados podem ser explicados pela presenca de biofiime
microbiano mais denso e funcional sobre os substratos tratados, que atuaria
como interface bioquimica indutora da fixagao de bissos. Estudos anteriores
demonstram que certos perfis microbianos ou compostos dissolvidos associados



ao biofilme sao capazes de desencadear comportamento adesivo em mexilhdes
(Li et al., 2022).

Valor biotecnoldgico e reconhecimento do valor cultural

Os resultados obtidos abrem perspectivas para o uso da tinta como
modulador ecologico e ndo como anti-incrustante classico. Em sistemas de
aquicultura, superficies tratadas poderiam ser empregadas para induzir
colonizagao especifica de biofilmes funcionais. Na pesca artesanal, a tinta pode
atuar como componente ativo da rede, influenciando desde o recrutamento larval

até o comportamento de cardumes.

Contudo, é fundamental reconhecer que a relevancia dessa tinta vai muito
além de sua utilidade biotecnoldgica. Trata-se de um elemento profundamente
enraizado no modo de vida caicara, com valor cultural intrinseco, como
demonstrado nas conversas com Paulo Henrique. A pratica de tingimento das
redes é carregada de significados simbdlicos, memorias e tradigbes, compondo
um saber-fazer transmitido geracionalmente. Assim, qualquer tentativa de
reaproveitamento tecnolégico dessa tinta deve considerar, de forma ética e
respeitosa, os direitos culturais e o protagonismo das comunidades que a

criaram e a mantém viva.

Além disso, é importante destacar que os experimentos deste estudo
foram realizados com uma tinta reproduzida em laboratério, baseada nas
instrucées dos pescadores, mas nao necessariamente idéntica a formulagao
tradicional. Tampouco foram conduzidos no mesmo ambiente ecoldgico onde os
caigaras utilizam suas redes, o que limita a extensao direta dos resultados para
a pratica pesqueira tradicional. Portanto, a generalizagao dos efeitos observados

requer validagao em condigdes reais de uso.

LimitacOes e perspectivas futuras

Entre as limitagdes metodologicas, destaca-se a auséncia de analises de
microscopia eletrénica diretamente nos substratos dos testes de fixacdo de
bissos. A impossibilidade de coletar a planta em fase reprodutiva impediu a

identificagéo botanica completa, e todos os experimentos foram realizados com



tinta reproduzida em laborat6rio, o que limita a generalizagdo dos resultados para

as tintas tradicionais produzidas diretamente pelas comunidades.
Futuras pesquisas devem:

1. Comparar tintas produzidas integralmente em campo com aquelas
reproduzidas em laboratério; 2. Realizar ensaios de captura com redes
tratadas em condicdes reais de pesca; 3. Avaliar a atratividade da tinta a
peixes em experimentos comportamentais; 4. Integrar analises Opticas, de
superficie (MEV) e metagendmicas dos biofilmes; 5. Investigar as propriedades

bioquimicas da tinta em diferentes fases fenoldgicas da planta.

Em sintese, este estudo evidenciou o potencial da tinta tradicional caicara
como ferramenta biotecnologica de base ecoldgica e cultural, ressaltando a
importancia de integrar saberes tradicionais com abordagens experimentais para

o desenvolvimento de solugdes inovadoras em sustentabilidade marinha.

5 CONCLUSAO

Este estudo investigou os efeitos da aplicacdo de uma tinta tradicional,
reproduzida a partir de conhecimentos caicaras de Martim de Sa, sobre a
colonizacido microbiana, a estrutura de biofilmes e a fixacdo de bissos por Perna
perna em substratos submersos. Embora inicialmente concebido como uma
avaliagao do potencial anti-incrustante da tinta, os resultados indicaram que seu
papel vai além da simples inibicdo biolégica, atuando como um modulador
seletivo da colonizagao ecologica e da dinamica sucessional de comunidades

bioldgicas incrustantes.

As anadlises de diversidade alfa revelaram que a tinta promove uma
colonizacao precoce e intensa, com posterior estabilizagado e possivel exclusao
de taxons menos adaptados, sugerindo a agao de filtros ambientais quimicos. A
diversidade beta confirmou que os substratos tratados seguem trajetérias mais
homogéneas e previsiveis de sucessao, com alteragdes globais na composigao
microbiana. A maior fixagdo de bissos em filtros tratados, especialmente em
comparagao ao controle, reforga a hipotese de que a tinta ndo apenas modifica
a superficie fisicamente, mas também influencia biologicamente os organismos,

potencialmente via biofilmes formados ou compostos bioativos liberados.



Contudo, os efeitos observados ndo podem ser interpretados
exclusivamente sob uma o6tica laboratorial ou biotecnoldgica. A tinta estudada
possui um valor simbdlico e cultural profundo para os pescadores caicaras,
sendo parte de um saber-fazer ancestral transmitido entre geragbes. O uso da
tinta carrega significados que transcendem a fungao utilitéaria, como destacado
nas entrevistas realizadas, especialmente com Paulo Henrique, e deve ser
tratado com o devido reconhecimento e respeito. Além disso, os experimentos
aqui relatados utilizaram uma versao laboratorial da tinta, em ambientes distintos
daqueles nos quais ela é tradicionalmente aplicada, o que impde limites a

generalizagdo dos resultados.

Dessa forma, este trabalho contribui ndo apenas com evidéncias sobre a
acao ecologica de compostos naturais em ambientes marinhos, mas também
com uma reflexdo sobre a importancia de integrar o conhecimento tradicional
aos processos cientificos. O diadlogo entre ciéncia e cultura se mostra essencial
para o desenvolvimento de tecnologias verdadeiramente sustentaveis,
ancoradas no respeito as comunidades detentoras dos saberes originais.
Investigagdes futuras devem, portanto, ampliar a escala dos testes, incluir
ambientes reais de uso e assegurar a participagédo ativa das comunidades em

todas as etapas do processo cientifico.
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Anexo | — Transcrigdo da entrevista com Paulo Henrique Remédios



Data: 08 de novembro de 2023
Local: Martim de S4, Paraty (RJ), Brasil

Entrevistadoras: Giovana da Rocha Rodrigues & Juliana Ferrari

(pesquisadoras)
Entrevistado: Paulo Henrique Remédios (pescador caigara, lider comunitario)

Formato: Entrevista oral; transcri¢do revisada quanto a gramatica, preservando

a oralidade e o sentido original das falas.

Pesquisadoras: Qual é a origem da técnica? Veio de quem?

Paulo Henrigue Remédios: Essa técnica vem, como eu falei pra vocés, desde a
época do meu avd, que ja mexia com rede. Entao ele falava: "Como vamos fazer
pra tingir rede?" Ai, ndo sei de onde veio a ideia, sO sei que disseram que a
arvore era essencial pra isso. E ai seguimos com isso até hoje, passando de

geragao pra geragao.

Pesquisadoras: Entdo, quem te ensinou foi seu pai?

Paulo Henrique Remédios: Isso mesmo.

Pesquisadoras: E ha quanto tempo vocés usam essa técnica?

Paulo Henrique Remédios: Olha, eu tenho 44 anos. S6 eu ja uso ha esse tempo
todo. Mas vem da época do meu pai, do meu avé... Imagina s6. Ja tem bastante

tempo.

Pesquisadoras: Vocé acha que comegou com seu avd? Ou alguém ensinou seu

avo?

Paulo Henrique Remédios: Bem antes do meu avé. Porque, como meu pai ia
aprender isso se meu avO nao tivesse passado pra ele? A gente fica pensando

e nao sabe de onde realmente comecgou.

Pesquisadoras: E qual planta vocés usam?



Paulo Henrique Remédios: Pode ser mangue, tigicuia ou quaresma.
Pesquisadoras: E qual parte da planta?

Paulo Henrique Remédios: A casca.

Pesquisadoras: E como vocés fazem o processo?

Paulo Henrique Remédios: Entdo, o processo € assim: voceé tira a casca, traz,
soca ela, ou entdo deixa de molho de um dia pro outro. Depois bota no tacho —
nao sei como vocés chamam na cidade, mas pra gente aqui é tacho mesmo. Ai
coloca o material e acende o fogo, deixa ferver até chegar no ponto. Depois tira,

coloca na canoa e passa a rede.

Pesquisadoras: E a casca toda ou sé aquela parte vermelha de dentro?
Paulo Henrique Remédios: A casca toda, do jeito que eu tirei pra vocés.
Pesquisadoras: E por quanto tempo ela fica de molho na agua?

Paulo Henrique Remédios: Se tiver muito seca, € bom deixar desde o dia
anterior. Tipo carne salgada que a gente dessalga. Deixa no molho pra no outro

dia cozinhar.
Pesquisadoras: E no tacho, ela cozinha por quanto tempo?

Paulo Henrique Remédios: Olha, pra ficar boa mesmo, a gente coloca de manha.
O tacho que usamos pega 200 litros de agua. Se comegar a ferver por volta de

9h, a gente vai tirar so la pelas 14h.
Pesquisadoras: A quantidade de agua é so pra cobrir?

Paulo Henrique Remédios: A gente usa um galao de 200 litros com 20 quilos de
casca. O resto é agua. Comegamos com pouca agua pra ferver mais rapido,

depois vamos acrescentando mais até ficar bem encorpado em cima.

Pesquisadoras: E quanto tempo a rede fica de molho?

Paulo Henrique Remédios: Uns 3 minutos ja é suficiente. Depois escorre um
pouco pra nao ficar muito encharcada, estende no sol, seca, e ai pode colocar
na agua. A gente costuma tingir de tarde e no outro dia ja esta seca pra ir pra



agua. Nao pode deixar muito tempo guardada depois de tingida, sendo resseca

e a tinta sai.

Pesquisadoras: Essa tinta s6 funciona na rede de cerco?
Paulo Henrique Remédios: Sim.

Pesquisadoras: E quando coloca na agua, a tinta n&o solta?
Paulo Henrique Remédios: Nao.

Pesquisadoras: A agua néo fica vermelha?

Paulo Henrique Remédios: N&o, ndo. A rede sim, mas a agua nao.
Pesquisadoras: Essa tinta ja foi usada em outro material?
Paulo Henriqgue Remédios: Nao, s6 na rede mesmo.
Pesquisadoras: Nunca testaram em outra coisa?

Paulo Henrigue Remédios: Nao.

Pesquisadoras: E quanto tempo leva todo o processo? Desde o preparo da tinta

até a rede secar?
Paulo Henrique Remédios: Um dia. Da pra fazer tudo isso em um dia.
Pesquisadoras: E com 20 quilos de casca, quanto rende?

Paulo Henrique Remédios: Entdo, da os 200 litros de agua. A casca cozida nao
serve mais depois, porque perde a “sica”’, perde a forga. Tem que fazer tudo

novo.
Pesquisadoras: E isso da pra quanto de rede?

Paulo Henrique Remédios: Nos tinhamos uns 300 metros de rede. Vocé
mergulha a rede na tinta dentro da canoa, ela absorve, depois escorre, e vocé

vai reaproveitando a tinta que escorre pra tingir o resto.

Pesquisadoras: Qual a importancia dessa tinta pra vocés?



Paulo Henrique Remédios: Agora vocé me pegou (risos). Aimportancia é grande.
Se vocé fica trés meses com a mesma rede, o fio vai ficando branco e para de
pescar bem. Com a tinta, a rede escurece e o0 peixe frequenta mais. Nao sei

explicar, mas funciona.
Pesquisadoras: Ela disfarga a rede?

Paulo Henrique Remédios: Sim. Porque a rede fica muitos dias na agua,
pescando no mesmo lugar. A gente pesca com ela por doze dias direto, quatro
visitas por dia. Com o tempo, junta lodo e a rede comeca a refletir luz, ai o peixe

vé mais. Ai tem que tirar, lavar, secar e preparar de novo.

Pesquisadoras: E reutiliza a rede?

Paulo Henriqgue Remédios: Sim. Uns dois, trés meses com a mesma tinta.
Pesquisadoras: E vocés sempre usam rede de seda? N&o usam nylon?

Paulo Henrique Remédios: Isso. A rede de cerco a gente faz com fio de seda,
que é mais forte que o de nylon. Porque, se for usar nylon, ele tem que ser

grosso, e isso pega muito volume de agua. Nao serve pra esse tipo de pesca.
Pesquisadoras: Essa tinta ja foi comercializada ou é sé pra uso préprio?

Paulo Henrique Remédios: S6 usamos entre os caigaras mesmo, que pescam

com esse tipo de rede.

Pesquisadoras: E isso. Muito obrigada!
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