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RESUMO:

Grupos funcionais fitoplanctdnicos sob diferentes niveis de nutrientes: efeitos da
piscicultura em abordagem experimental

O elevado crescimento populacional em torno de areas de mananciais, principalmente
de abastecimento, tém levado os ecossistemas aquaticos a apresentar altos niveis de
contaminacdo, principalmente pelo aumento da disponibilidade de nitrogénio e fosforo.
O presente estudo teve como objetivo, elucidar como o impacto da adi¢do de nutrientes
(fosforo e nitrogénio), proveniente do aporte da piscicultura, interfere na composicéo e
dindmica dos grupos funcionais fitoplanctonicos e sistema digestério e respiratério dos
peixes. Neste contexto, a aplicabilidade dos grupos funcionais como descritores de
ecossistemas rasos eutrofizados com atividade de piscicultura é abordado. O estudo foi
realizado no periodo de janeiro a maio de 2010, com amostragens realizadas em
intervalos quinzenais na subsuperficie. As variaveis abioticas obtidas foram:
temperatura, transparéncia da agua, zona eufotica, condutividade elétrica, oxigénio
dissolvido, pH, n-amoniacal, nitrato, nitrito, fosforo total, fosforo reativo soluvel. Os
grupos funcionais foram agrupadas com base nas caracteristicas ecologicas/adaptativas.
Em geral, a variagdo na disponibilidade de luz foi um dos principais atributos
relacionados a mudanca na composicdo das algas planctonicas nos diferentes
tratamentos. As associacdes fitoplancténicas identificadas foram tipicas de ambientes
rasos eutroficos e as estratégias CRS registraram predominancia de R estrategistas,
geralmente associados a ambientes com limitacdo por luz. Como resposta as alteractes
ocorridas nos mesoambientes, foram evidenciados no intestino e branquias dos peixes a
presenca de parasitas, favorecidos pela estocagem e a deterioracdo na qualidade da
agua, provocando a morte de alguns exemplares por asfixia e também pela morte
massiva hepatocitaria (insuficiéncia hepatica), decorrente do elevado aporte de N e P
advindo das fertilizacdes, arragoamento, do metabolismo dos peixes e da sua liberacao
na coluna d’ 4gua em conseqiiéncia da degradacao da matéria organica dos organismos
mortos, incluindo as algas.

Palavras-chave: mesocosmos; limitacdo luz; grupos funcionais fitoplanct6nicos;
piscicultura; alteracdes histoldgicas



ABSTRACT:

Functional phytoplankton groups under different nutrient levels: effects of the
pisciculture in experimental approach

The high population growth around watershed areas, mainly from supply, has led
aquatic ecosystems to show high contamination levels, mainly because the increasing of
nitrogen and phosphorus availability. This study aims to elucidate how the impact of
nutrients addition (phosphorus and nitrogen), from the pisciculture contribution, has
interfered in the composition and in the dynamic of the functional phytoplankton groups
and fish respiratory and digestive system. In this context, the functional groups
applicability as descriptors of shallow eutrophic ecosystems with pisciculture activity is
approached. The study was carried out from January to May 2010, with samplings
carried out in fortnightly intervals at the subsurface. The abiotic variables which were
obtained: temperature, water transparency, euphotic zone, electric conductivity,
dissolved oxygen, pH, n-ammoniacal, nitrate, nitrite, total phosphorus, soluble reactive
phosphorus. The functional groups have been grouped based in the ecological/adaptive
features. In general, the variation of light availability has been one of the main attributes
related to changes in the planktonic algae composition in the different used treatments.
The phytoplankton associations which have been identified were typical from eutrophic
shallow environments and the strategies CRS have registered a predominance of R
strategists, generally associated to environments with light limitation. As a response to
the alterations which have occurred at the mesoenvironments, it has been evidenced in
the fish intestine and gills the presence of parasites, which were favored by the storage
and decay in the water quality, killing some fish copies by asphyxia and also by the
hepatocytes massive death (hepatic failure), due to high contribution of N and P from
fertilizations, feeding, from the fish metabolism and from its release in the water
column because the organic matter degradation of the dead organisms, including algae.

KEY-WORDS: mesocosms; light limitation; functional phytoplankton groups;
pisciculture; histological alterations.
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1 INTRODUCAO

Os agudes do semiérido nordestino sdo destinados a mdltiplos usos, com
destaque para o abastecimento publico. Nos Gltimos anos, a piscicultura intensiva em
tanques-rede apresentou expansdo acelerada, sob estimulo de programas e projetos de
incentivo a criagdo de tilapias (BRASIL, 2008). Em quantidades elevadas e superiores a
capacidade suporte do ecossistema, esta préatica estimula a eutrofizacdo favorecendo o
crescimento de algas e cianobactérias (CEBALLOS et al.,, 2006, BERNARDO;
DANTAS, 2005; KUBITZA, 2003).

Alguns estudos indicam que reservatorios do semiarido apresentaram caracteristicas
limnoldgicas de lagos rasos eutréficos tais como, baixa transparéncia, elevadas concentragéo de
nutrientes e biomassa algal (ESKINAZI-SANT’ANNA et al., 2007; COSTA et al., 2009).

A preocupacdo com os ambientes aquaticos rasos € justificada ndo apenas pela
dominancia desses sistemas em escala mundial (CHEN et al., 2005) e pelos servicos
ambientais que oferecem, mas também pelo fato de o processo de eutrofizagdo nesses
ambientes ser catastréfico, em funcdo da intensa interagédo entre o sedimento e a coluna
d’agua (SCHEFFER;CARPENTER, 2003), onde a transparéncia, em particular, pode
ser uma das grandes medidas utilizadas para avaliar o sucesso das acdes de restauracao.
Essa variavel constitui um fator-chave para as mudancas de estados de equilibrio nos
ecossistemas rasos (SCHEFFER et al., 2003).

O desenvolvimento de elevadas densidades ou de biomassas algais em
reservatorios € afetado por pulsos produzidos no ambiente, que resultam em alteracdes
na disponibilidade de nutrientes e luz subaquatica (TUNDISI, 1990) e tem origem
natural ou antropogénica (TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISI; ROCHA, 1999). De
acordo com Forbes et al., (2008), a associacdo entre o aumento da producdo
fitoplanctonica e a quantidade de luz e nutrientes se reflete no aumento populacional
dos taxons componentes da comunidade. Estes fatores variam no tempo e no espaco e
condicionam a formacao de nichos que podem se suceder temporalmente ou coexistir
em diferentes areas, permitindo a ocorréncia de um maior ndmero de espécies
(SALMASO, 2003).

Os grupos funcionais sdo definidos principalmente a partir das estratégias
adaptativas das espécies, levando-se em consideracdo as respostas destes organismos

aos fatores “estresse” e “distirbio”. Estes sdo considerados os principais processos de
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estruturagdo do habitat e explicam a distribuicdo e a dindmica dos organismos nos
ecossistemas (BURLIGA, 2010).

Na ultima década, varios estudos apresentam detalhes sobre a ecologia do
fitoplancton utilizando as associacdes algais como ferramenta Gtil na caracterizacdo das
condigdes ambientais tanto em ambientes tropicais como subtropicais (HUSZAR et. al.,
2000; HUSZAR; KRUK; CARACO, 2003; NASELLI-FLORES et al., 2003;
BURFORD; O“DONOHUE, 2006; MOURA et al., 2007a; BECKER et al., 2008).

A classificacdo funcional tem se tornado fundamental para melhor compreensao
e descricdo das comunidades e uma forma viavel de predizer respostas e mudangas
antrépicas nos ecossistemas, em nivel global (Pillar, 2000). Estudos realizados por
Huszar; KruK ; Caraco (2003) evidenciam que grupos funcionais do fitoplancton séo
mais eficientes na bioindicacdo ambiental do que agrupamentos filogenéticos.

Estudos em mesocosmos sdo ferramentas uUteis para simular condigdes que
ocorrem nos agudes nordestinos, assim como acompanhar a sucessao das comunidades
fitoplanctonicas. Estudos realizados por Crossetti e Bicudo (2005); Tardio et al., (2003)
e Gonzélez et al., (2005), evidenciam que 0s mesocosmos sdo ferramentas uteis quando
se pretende prever o grau de impacto do aporte excessivo de nutrientes em ambientes
aquaticos, além de identificar qual ou quais dos elementos terdo maior importancia nas
alteracdes causadas no ambiente.

O objetivo do presente estudo foi o de elucidar como o impacto da adicdo de
nutrientes (fésforo e nitrogénio), proveniente do aporte da piscicultura, interfere na
composicdo e dindmica dos grupos funcionais fitoplancténicos e sistema digestério e
respiratorio dos peixes. Assim, a presente dissertacdo foi organizada em trés capitulos:

Capitulo 1. Efeitos enriquecimento artificial sobre o regime de luz subaquatico
e dindmica de nutrientes: fatores de estresse em mesoambientes com piscicultura.
Hipdtese: Aumento do aporte de nutrientes provenientes da piscicultura promove
reducdo da transparéncia da agua e, consequientemente limitacéo por luz.

Capitulo 2. Efeitos da eutrofizacdo artificial na dindmica de grupos funcionais
em mesoambientes com piscicultura: estratégias adaptativas do fitoplancton.

Hipdtese: Aumento de nutrientes, provenientes de aporte de piscicultura, promovem o
aumento em biomassa de grupos funcionais tipicos de ambientes rasos eutréficos,
compostos por cianobactérias.

Capitulo 3. AlteracGes histologicas no sistema digestorio e branquias de tilapias

(Oreochromis niloticus) criadas em ambientes eutroficos.

13



Hipdtese: Os altos niveis de N e P favorecem a deple¢do de oxigénio nos sistemas de
criacdo, ocasionando alteragfes nas branquias dos peixes seguidas de episodios de

morte macica e alteracfes hepaticas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
e Elucidar como o impacto da adicdo de nutrientes (N e P), proveniente do aporte

da piscicultura intensiva, interfere na composi¢do e dinamica dos grupos

funcionais fitoplanctonicos e nos peixes criados em cativeiros.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar em lagos rasos simulados (mesocosmos) os efeitos da eutrofizagédo

sob regime de luz subaquatica e o efeito dos macronutrientes;

e Conhecer a dinamica das comunidades fitoplanctonicas e os padrbes de
distribuicdo dos grupos funcionais e a viabilidade de sua aplicacdo na
compreensdo da dinamica de ecossistemas rasos eutrofizados com piscicultura

intensiva;

e Identificar eventuais alterac6es histopatologicas nos peixes criados em cativeiros

enriquecidos artificialmente.

15



3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Piscicultura

A piscicultura é uma atividade em expansdo em todas as regides do mundo,
incluindo o Brasil, onde a influéncia do clima favorece a competitividade comercial dos
peixes, cujo desempenho depende do rigoroso controle na qualidade da &gua,
composicdo de racdes formuladas e aspectos sanitarios no processamento e
comercializacdo (RIBEIRO et al., 2000). Segundo Tovar et al. (2000), o cultivo de
peixes em tanques-rede é cada vez mais utilizado pela sua alta produtividade, facilidade
de controle e por ser de custos relativamente baixos.

Um dos principais problemas associados a piscicultura intensiva é o rejeito
organico gerado nesta atividade, entre eles, produtos metabdlicos (fezes e urina) e racao
ndo ingerida (Gowen et al., 1990), ricos em compostos nitrogenados e fosfatados. Desta
forma, os principais contaminantes do ecossistema aquatico sdo as diferentes formas de
nitrogénio e fosforo, que influenciam no aumento da producdo fitoplanctonica (e
zooplanctonica) e da biomassa em toda a rede tréfica (ESTEVES, 1998).

No entanto, a atividade de piscicultura em tanques-rede no Brasil € recente,
(década de 90), sendo praticada de forma mais intensiva nas regides sudeste e nordeste
(KUBITZA, 2003).

Na ultima década, a regido nordeste registrou expansdo acelerada da piscicultura
intensiva em tanques-rede, estimulada pela criagdo da Secretaria Especial de
Agricultura e Pesca (SEAP) em 2003, cujo principal objetivo é dar suporte a esses
empreendimentos, assegurando assisténcia técnica, financeira e 0 escoamento e venda
da producéo.

Segundo Watanabe et al., (2002), dentre as espécies autoctones ou aldctones
utilizadas em piscicultura comercial destacam-se: 0 pacu-guacu - Piaractus
mesopotamicus; tambaqui — Colossoma macropomum e seus hibridos; carpa - Cyprinus
carpio e outros. Comumente sdo utilizadas mais de 30 espécies de peixes, com 0s mais
variados habitos alimentares e ambientais (BRASIL, 2008). A preferéncia por tilapias
(Oreochromis niloticus) e suas subspécies em diferentes sistemas de criacdo tém varios
motivos, principalmente em relacdo a suas caracteristicas biologicas e ecoldgicas. De
acordo com Kubitza (2000) e Carvalho et al.,, (2003), entre as caracteristicas

morfoldgicas, fisioldgicas e ecoldgicas que favorecem espécies de tilapia, destacam-se:
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1) rapido crescimento; 2) boa taxa de conversdo alimentar; 3) capacidade de
sobrevivéncia em ambientes com altas densidades populacionais; 4) tolerancia a
condicBes ambientais adversas, como niveis baixos de oxigénio dissolvido, altos niveis
de amonia, ampla variacdo do pH (6 a 8,5) e altas temperaturas (com a faixa ideal entre
26 e 28°C). Outra caracteristica que confere vantagem “adaptativa” ¢ o habito alimentar
onivoro, ingerindo primariamente fitoplancton e zooplancton.

Em termos de tilapicultura, os sistemas de producdo utilizados no Brasil séo
bastante diversificados em fungdo de variaveis como a disponibilidade de agua, as
condi¢cdes climaticas e o tipo de tecnologia empregada (KUBITZA, 2000). Neste
contexto, estudos no Brasil destacam alteracdes na qualidade de agua de reservatérios
com piscicultura intensiva seguidas de intensa eutrofizagcdo (KUBITZA, 2003).

3.2 Grupos Funcionais fitoplanctonicos

A eutrofizagdo promove diversas alteragbes nos ecossistemas, refletindo na
composicao e estrutura das comunidades planctonicas, cuja resposta ocorre em curtos
espacos de tempo, de forma que a analise da variabilidade espacial e temporal de sua
distribuicdo torna-se relevante para o biomonitoramento da qualidade da agua dos
reservatorios (ATTAYDE; BOZELLI 1998; SOUSA et al., 2008).

A dindmica das comunidades fitoplanctonicas de lagos rasos tem sido objeto de
pesquisa de grande interesse por parte dos ecdlogos (SCHEFFER, 2001;
PADISAK;REYNOLDS, 2003). Os lagos ou reservatdrios tropicais sd0 mais sensiveis a
eutrofizacdo do que lagos ou reservatorios temperados (Lewis, 1996), devido a maior
irradiacdo solar nos trépicos, provocando temperaturas médias mais elevadas na coluna
d’agua, com amplitude térmica relativamente pequena entre a camada superior e 0
fundo (LEWIS, 2000).

As mudancas temporais na composicdo e estrutura da comunidade
fitoplanctonica sao influenciadas pelas condicbes ambientais e as mudancas das
condices no tempo e no espaco, onde os padrdes de riqueza, diversidade, densidade e
biomassa estdo diretamente relacionados com esta variacdo (REYNOLDS, 2006). As
modificacdes verificadas nas variaveis abidticas e bidticas em escala temporal
contribuem para alteracbes no comportamento das comunidades fitoplanctdnicas e tem
sido reportada por varios autores (ALBAY; AKCAALAN, 2003; SALMASO, 2003;
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CHELLAPPA, BORBA; ROCHA, 2008; WINDER; HUNTER, 2008; CHALAR, 2008;
HULYAL; KALIWAL, 2009). De acordo com Bachmann (2001), a disponibilidade de
luz, a temperatura da dgua, o tempo de residéncia da agua e a predagdo por pequenos
invertebrados (zooplancton) sdo alguns dos fatores limitantes ou controladores da
producéo algal.

Em regides de clima tropical, a variabilidade sazonal é determinada
principalmente pelas chuvas. No entanto, de alteragdo na estrutura fitoplancténica, mas
interfere de algum modo nos padrdes de biomassa (HUSZAR et al., 2000). Ha grande
variabilidade de condi¢cBes ambientais que determinam a ocorréncia de vérias espécies
fitoplanctonicas, tais condigdes atuam sinergicamente, conduzindo a um aumento da
diversidade ou favorecendo a dominédncia de um taxon. Os reservatdrios do Nordeste se
inserem em um conjunto de caracteristicas climaticas que remetem a estiagem e a chuva
como fatores reguladores da dindmica sazonal dos sistemas aquéaticos e que se refletem
na dindmica do fitoplancton.

As comunidades fitoplanctonicas podem ser agrupadas de acordo com suas
afinidades ecologicas, em grupos funcionais (Reynolds et al. 2000). As diferentes
espécies de uma mesma associacdo apresentam semelhangas morfologicas, fisiologicas
e ecoldgicas. Tais grupos funcionais sdo definidos, a partir das estratégias adaptativas
das especies, conforme apontado inicialmente por Grime (1977, 1979), levando-se em
consideracdo as respostas destes organismos aos fatores “estresse” e “disturbio”. Este
modelo foi posteriormente adaptado para o fitoplancton (REYNOLDS, 1997), tornando-
se uma importante ferramenta na caracterizagdo dos ecossistemas aquaticos.

A classificacdo funcional formulada por Reynolds (1997) e re-editada por
Reynolds et al., (2002) e Padisak; Crossetti; Naselli-Flores, (2009) contribui com o0s
avancos na descricdo dos padrbes das algas planctdonicas em Vvarios ecossistemas
aquaticos, favorecendo o entendimento de processos bidticos que podem acontecer no
tempo e no espaco, através das relacBes entre as espécies e 0 meio abidtico. Conforme
esta classificacdo, por exemplo, as associagdes A, B, C, D, MP, N, P e T sdo formadas
por diatomaceas; as associacbes F, G, J, K, MP, N, P, T, X e W agrupam espécies de
cloréfitas; os grupos funcionais H, K, L, M, MP, R, S, T, W e Z, relinem espécies de
cianobactérias; enquanto que as associacdes E, L, Q, U, V, W, X e Y agrupam espécies
de fitoflagelados (PADISAK; CROSSETTI; NASELLI-FLORES, 2009). Os c6digos

alfa numéricos ndo sdo exclusivos de determinados grupos de algas e taxons
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filogeneticamente nao relacionados podem pertencer a um mesmo cdédon (Reynolds et
al., 2000).

No Brasil, vérios trabalhos foram desenvolvidos utilizando os padrbes e
estratégias em ambientes Iénticos para ambientes eutréficos (HUSZAR et al., 2000;
MARINHO; HUSZAR, 2002; HUSZAR; KRUK; CARACO, 2003; FONSECA,
BICUDO, 2008) e para ambientes oligotréficos (BORGES; TRAIN; RODRIGUES,
2008), incluindo ainda estudos experimentais (SANTOS; CALIJURI, 1998) e em
mesocosmos (CROSSETI; BICUDO, 2005; BURLIGA, 2010).

O uso desta classificagdo funcional para o fitoplancton foi validado através do
trabalho de Kruk et al., (2002), em que as associacOes algais foram consideradas
ferramentas viaveis no estudo da ecologia do fitoplancton. Desde entdo, diversos estudos
relacionados ao fitoplancton foram desenvolvidos no Nordeste, sendo concentrados nos
estados do Rio Grande do Norte (CHELLAPPA; COSTA, 2003; COSTA et al., 2006;
CHELLAPPA; BORBA; ROCHA, 2008; Ceara (von SPERLING; FERREIRA; GOMES,
2008) e Pernambuco (HUSZAR et al., 2000; BOUVY et al., 2003; MOLICA et al., 2005;
MOURA et al, 2006; MOURA et al, 2007; DANTAS et al, 2008; LIRA;
BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOURA, 2009).

3.4 AlteracOes Histoldgicas em Tilapias do Nilo

Vaérias literaturas especificas reportam que as tilapias sdo tolerantes a condicées
adversas, porém, estudos evidenciam que as doencas mais frequentes nas tilapias estéo
relacionadas com as alteracdes da qualidade da agua e manejo, tais como a reducédo de
OD, aumento na concentracdo de substancias toxicas, inadequado programa de
alimentacdo, que leva a deficiéncias nutricionais (MARTINS, 2004).

Embora os cultivos intensivos em tanques-rede sejam de facil manejo e ofereca
um rapido retorno de investimentos e a alta produtividade oriunda da utilizacdo de
elevadas taxas de estocagem (MARDINI; MARDINI, 2000; YI; LIN, 2001), esses
ambientes sdo susceptiveis a variaces de qualidade da dgua e a presenca e acdo de
agentes infecciosos (KUBITZA, 2005) e parasitarios (LIM et al., 2005).

Nas Ultimas décadas as analises classicas dos efeitos de substancias quimicas nos
organismos aquaticos tém se baseado nos resultados de testes de toxicidade laboratoriais

para uma dada espécie. Entretanto, estes testes, além de ndo considerarem as condicdes
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que ocorrem no ambiente natural, geralmente superestimam a magnitude e duracdo da
exposicao as condi¢fes ambientais (ORLANDO et al., 1999).

No Brasil, esta situacéo € ainda mais séria, considerando que pouca pesquisa tem
sido realizada sobre o impacto de contaminantes nos ecossistemas tropicais
(WINKALER et al., 2001).

Segundo Adams (1990), os efeitos de contaminantes em peixes podem se
manifestar em varios niveis de organizacdo bioldgica, incluindo disfunces fisioldgicas,
alteracbes estruturais em o6rgdos e tecidos. Também ocorrem modificacdes
comportamentais, que podem ser utilizados como ferramentas (biomarcadores) no
monitoramento da salde do ecossistema aquatico, e que sdo incluidos em varios
programas modernos de monitoramento ambiental (WALKER et al., 1996).

Biomarcadores fisioldgicos e histopatologicos sdo utilizados extensivamente
para documentar e quantificar tanto a exposicdo quanto os efeitos de poluentes
ambientais. De acordo com especialistas em poluicdo ambiental e em ictiologia o estudo
do figado e outras estruturas (intestino e branquias) podem ser utilizados para verificar
conseqliéncias da contaminagdo dos recursos hidricos em peixes (SANTOS 2003). A
analise dessas estruturas € importante para se avaliar como o animal reage a agressoes
quimicas e também para verificar outros processos patologicos, incluindo neoplasias e
doencas parasitarias (OKHIRO; HINTON, 2000). De acordo com Lima; Leite, (2006)
as doencas relacionadas a qualidade da agua e a susceptibilidade a patogenos e
parasitoses em peixes, podem trazer além das perdas econdmicas, riscos a saude dos

animais e dos consumidores.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizagio e Localizacio da Area de Estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Setor de Piscicultura do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba (DZ/CCA/UFPB), localizado no
antigo Engenho Vérzea, na cidade de Areia (Figura 1), microrregido do Brejo Paraibano
(6°57°46” S, 35°41° 317 O), com altitude de 618m.

Figura 1: Mapa com localizacdo do municipio de Areia - PB.

4.2 Mesocosmos

Os mesocosmos foram construidos com sacos de polietileno transparente
(0,2mm de espessura), e armacoes circulares de aluminio (1,0m de didametro), além de
estruturas suporte para fixagdo das boias (garrafas “pet”). A confecgdo das estruturas
seguiu as recomendacdes de Arcifa; Guagnoni (2003). Os mesoambientes ficaram
abertos na parte superior a 30 cm acima da superficie da dgua (Figura 2) e o fundo (1m
de profundidade), foi fechado, sem contato com o sedimento. O experimento foi
conduzido em viveiros escavados em terreno natural medindo 10 X 50 m? e com

aproximadamente 1,5 m de profundidade (Figura 3).
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Figura 3: Visdo geral do Setor de Piscicultura e viveiro escavado em terreno natural, UFPB/Areia-PB.

O enchimento dos mesocosmos foi realizado a partir de movimentos
ascendentes e descendentes da estrutura no ambiente. Apds completado o enchimento,
procedeu-se a adicdo de nutrientes e dos peixes. Desta forma, para o presente estudo,
foram definidos 5 tratamentos que consistiram no enriguecimento da agua com
diferentes concentracdes de Superfosfato Simples (21% N + 24% S) e Sulfato de
Amobnio (18% Pentoxido de Fosforo + agua; 16% Ca + 8% S) - (Tabela 1), sequindo as
recomendacgdes para cultivo de tilapias (Kubitza, 2003). Cada tratamento teve trés
repeticdes, totalizando 15 mesocosmos, distribuidos dentro do viveiro de piscicultura de

forma inteiramente casualizada.
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Tabela 1 — Descricdo dos tratamentos nos experimentos em mesocosmMoS com

criacdo de tilapias (Oreochromis niloticus).

TRATAMENTO

DESCRICAO

Tratamento (T3)

Tratamento 2 (T>)

Tratamento 3 (Ts)

Tratamento 4(T,)

Tratamento 5 (Ts)

(Controle — sem adubacéo e
sem Tilapias)

Sem adubacdo + 5 Tilapias

14,889 Superfosfato Simples +
4,969 de Sulfato de Amonia +
5 Tilapias

15,329 de Superfosfato Simples +
5,119 de Sulfato de Amonia + 5
Tilapias

15,629 de Superfosfato Simples +
5,219 de Sulfato de Aménia + 5
Tilapias

O adubo foi aplicado utilizando — se saco de polietileno perfurado, cujo objetivo

principal foi a liberacdo gradativa do fertilizante no meio. Os alevinos de tilapias foram

pesados, distribuidos em nimero de 5 em cada mesocosmo e alimentados com racao

comercial extrusada 1 vez ao dia na taxa de 5% da biomassa total de cada ambiente.

4.3 Periodo de Amostragem

O experimento foi desenvolvido ao longo de 5 meses (Janeiro a Maio de 2010),

sendo as coletas realizadas com freqiiéncia quinzenal na subsuperficie (0,30 m de

profundidade).
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4.4 Variaveis Analisadas

4.4.1 Anélise da Qualidade da Agua

A coleta, transporte, preservacdo e andlises das amostras seguiram as

recomendagdes do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater

(APHA, 1998). Na Tabela 2, estdo descritas as metodologias utilizadas.

Tabela 2: Métodos utilizados na andlise das variaveis de qualidade da agua.

VARIAVEL UNIDADE METODO ANOTACOES
Temperatura da agua °C Eletrométrico Oximetro Digimed
Transparéncia e Zona M Disco de Secchi Esteves, 1998
Eufética
Condutividade elétrica us.cm® Eletrométrico Condutivimetro da
marca Lutron modelo
4303.

Oxigénio Dissolvido mg.L™ Titrimetrico Winkler modificado
(GOLTERMAN, 1978)

pH ] e Potenciométrico pHmetro Tecnal modelo
TEC3MPpV:9VDC

N-NH,4 ng.L* Indofenol APHA (1998)

N-NO; ng.L* Colorimétrico APHA (1998)

N-NO; ng.L* Coluna de cadmio | APHA (1998)

Fosforo total ng.L* Acido ascorbico APHA (1998)

Fosforo Solavel ng.L* Acido ascorbico APHA (1998)

Reativo

4.4.2 Indice de Estado Trofico (IET)

O indice do Estado Trofico adotado foi o de Carlson (1977) modificado por

Toledo Jr. et al., (1983) para ambientes tropicais, a partir de formulas que consideram as

medidas de visibilidade do disco de Secchi e as concentracdes de clorofila a, fosforo
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soltvel reativo e fosforo total.

4.4.3 Variaveis Biologicas

4.4.3.1 Clorofila-a

As amostras de agua (50 mL) foram filtradas em filtro de fibra de vidro mantido
congelados (a 4'C) até o momento da anélise. A concentracdo de clorofila — a foi
determinada segundo o método espectrofotométrico de Lorenzen (1967). A técnica
consiste na extracdo da clorofila retida nos filtros com acetona 90% durante 24 h, sendo
a leitura realizada em espectrofotdmetro a 665 e 750 nm.

4.4.3.2 Comunidade Fitoplancténica

Para o estudo qualitativo das comunidades fitoplanctonicas, as amostras foram
coletadas em rede de plancton (malha de 20 pum de abertura), acondicionadas em frascos
ambar e preservadas em formol a 4%. Para a identificacdo dos organismos utilizou-se
microscopio binocular com aumento de até 400 vezes. Os taxons foram identificados a
partir de amostras populacionais, sempre que possivel a nivel especifico e infra—
especificos, analisando—se as caracteristicas morfoldgicas e morfométricas das células
vegetativas e reprodutivas. O sistema de classificacdo para cada classe e género seguiu
as indicacdes de Bicudo; Menezes (2006).

A quantificacdo da comunidade fitoplanctonica foi realizada em microscopio
invertido com aumento de 400X, usando-se 0 método de sedimentacdo de Utermohl
(1958), seguindo as recomendacbes de Lund, Kpling e Lecren (1958). Com essa
metodologia os individuos foram enumerados em campos aleatorios e contados no
minimo 100 individuos da espécie mais frequente, a fim de se obter maior nivel de
confiabilidade. Os resultados foram expressos em densidade (ind./ml) e calculados de

acordo com formula descrita por Ross (1979).
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Individuos/ml = (n/sc). (1/h). (F)

Onde:
n = numero de individuos contados
s = 4rea do campo em mm?
c=numero de campos contados
h = altura da cAmara de sedimentacéo
F = fator de correcdo para mililitro (10° mm?®/ 1 ml)

4.4.3.3 Célculo do Biovolume

O numero de células frequentemente ndo representa a verdadeira biomassa
devido a variacdo de forma e tamanho entre as espécies. Essa diferenca pode ser
avaliada multiplicando-se o nimero de células de cada espécie pelo volume médio das
celulas, considerando-se as dimensdes médias de 30 individuos, sempre que possivel.

O calculo do Biovolume foi estimado baseando-se em 22 modelos geomeétricos,
cujas formas aproximaram-se a forma dos individuos: esferas, cilindros, cones,
paralelepipedos, piramides, (HILLEBRAND et al., 1999).

4.5 Laminas Histoldgicas

Os espécimes de peixes (Tabela 3) foram coletados apés o periodo de
crescimento e morte. Estes foram filetados e retirados amostras de figado, branquias e
de intestino. As amostras foram dessecadas de maneira, com didmetro maximo de 5 mm
para observacdo em microscopia de luz. A fixacdo do material foi feita com Metacarn
(60% metanol; 30% cloroférmio e 10% acido acético) por 12 horas, que evita a autdlise,
impede a atividade e proliferacdo bacteriana e aumenta a afinidade pelos corantes. Foi
também realizada fixacdo em McDowell para morfologia e histopatologia. A inclusédo

do material foi feita em paraplast para coloracGes padrbes e em resina para morfologia.
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Tabela 3 — Descricdo dos tratamentos onde foram retirados os exemplares para
confeccdo das laminas histologicas.

TRATAMETO DESCRICAO

Tratamento 2 (Ty) Sem adubagcdo + 5 Tildpias

(Controle)

Tratamento 4 (T,) 15,329 de Superfosfato Simples +

5,119 de sulfato de Amonia + 5
Tilapias

Tratamento 5 (Ts) 15,629 de Superfosfato Simples +
5,219 de Sulfato de Amonia + 5
Tilapias

Para a verificagdo dos aspectos morfologicos foram utilizadas as coloragdes de
hematoxilina-eosina (HE), com Acido Peridédico de Schiff (PAS) e Tricomio de
Masson. A andlise das laminas foi realizada utilizando-se microscépio Olympus BX 60,
acoplado & cadmara Axio CAMHRc com Software Zeios KS 400.

4.6 Tratamento Estatistico

A andlise descritiva dos dados foi realizada pelo programa STATISTICA SAS
(2003). Meédias aritméticas e medianas foram usadas como medidas de tendéncia
central, desvio padrdo e o coeficiente de variacdo de Pearson (é a razdo entre o desvio
padrdo e a média referentes a dados de uma mesma série) como medidas de dispersao
absoluta e relativa, respectivamente. Para se estabelecer o nivel de significancia das
variacdes entre os tratamentos foi aplicada a analise de variancia ANOVA — one-way,
usando o programa estatistico STATISTICA 7. Foram considerados como resultados
estatisticamente significativos aqueles para os quais o valor de p foi igual ou menor que
0,05.

Foi realizada andlise descritiva multivariada das variaveis ambientais através da
Analise de Componentes Principais (ACP), a partir das matrizes de covariancia, com 0s
dados transformados por Log (x + 1). A Analise de Correspondéncia Candnica (ACC)
foi realizada utilizando as principais variaveis ambientais e bioldgicas obtidas a partir da
ACP, evitando-se colinearidade. Os programas utilizados foram o FITOPAC
(SHEPHERD,1996) para a transformacdo dos dados e PC-ORD, versao 3.0 para
Windows (McCUNE;MEFFORD, 1997), para a execucdo da anélise.
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CAPITULO 1

Efeitos do enriquecimento artificial por N e P sobre o
regime de luz subaquatico e dinamica de nutrientes:
fatores de estresse em mesoambientes com piscicultura

Artigo a ser submetido a Acta Limnologica Brasiliensia (em preparacao).

Palavras-chave: mesocosmos, razdo Zeuf/Zmix, limitagdo por nutrientes, piscicultura.
1 INTRODUCAO

Estresse e disturbios séo dificilmente separados em condic¢des de campo. Diversos
fatores podem ser associados ao estresse e seus efeitos sdo sempre associados a
extremos ambientais ocorrentes dentro do tempo de geracdo do fitoplancton ou
alteracdes bruscas na estrutura do ambiente (NASELLI-FLORES et al., 2003). Willen
(2003) observou diversos fatores de estresse associados a severidade do clima, acidez
extrema das aguas e coloracdo da agua marrom-escura.

Atualmente, a preocupacdo com a conservacdo e recuperacdo e de ambientes
rasos € crescente, principalmente por serem estes reconhecidamente vulneraveis a
interferéncias antropogénicas e predominantes na paisagem do semiarido nordestino.
Em estado pristino, estes lagos apresentam “aguas claras” (SCHEFFER, 1998), no
entanto, cargas de nutrientes podem alterar tais caracteristicas promovendo o
desaparecimento de macrofitas aquaticas e a ressuspensdo dos sedimentos. Desta forma,
percebe-se a inducdo de mudangas na dindmica do ecossistema, claramente
influenciados por acdo antrépica (SCHEFFER, 1998). Neste contexto, pode ser a
piscicultura uma acdo antropogénica de impacto, induzindo o sistema a possiveis
mudancas no estado trofico e aumentando a turbidez?

A partir desta pergunta, foi formulada a seguinte hipotese: aumento do aporte de
nutrientes provenientes da piscicultura promovem reducdo da transparéncia da agua e,
conseqlientemente limitacdo por luz e, em contrapartida aumento da concentracdo de
nutrientes.

O objetivo do presente estudo foi avaliar, através de experimentos em

mesocosmos 0s possiveis efeitos da atividade da piscicultura sobre o clima de luz
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subaquéatico e estado tréfico, identificando possiveis condi¢bes limitantes de luz e

nutrientes.

2 MATERIAL E METODOS

Os métodos utilizados para amostragens e determinacdo das caracteristicas
fisicas e quimicas estdo descritos no item 4.

A transparéncia da &gua (m) dos mesocosmos foi calculada através da
profundidade de desaparecimento visual do disco de Secchi (Zg4s), correspondente a 10%
da luz incidente na superficie (COLE, 1983).

O coeficiente de atenuacgéo vertical da luz (ko) foi calculado por meio da relagéo
k = 1,7 x Zps™ (POOLE; ATKINS, 1929), sendo utilizado como medida de estresse
(PADISAK et al., 1990).

A zona eufotica (Ze,) foi calculada empiricamente multiplicando o valor obtido
pelo disco de Secchi (10% de incidéncia de luz) por 2,7 (COLE, 1983). A zona de
mistura (Zmix) foi considerada equivalente a Zmax dos mescosmos (Zmax=1 m). A
razdo entre Ze/ Znmis foi utilizada como indice de avaliacdo de disponibilidade de luz na
camada de mistura (JENSEN et al., 1994).

Anélise descritiva multivariada das variaveis limnoldgicas foi realizada através
de Analise de Componentes Principais (ACP), a partir das matrizes de covariancia, com
os dados transformados por ranging. Foi realizada a partir das principais variaveis
ambientais, evitando-se colinearidade. Os programas utilizados foram o FITOPAC
(SHEPHERD, 1996) para a transformacdo dos dados e PC-ORD, versdo 3.0 para
Windows (McCUNE; MEFFORD, 1997), para a execucao da analise.

3 RESULTADOS

Analisando a temperatura da agua nos mesoambientes, a mesma apresentou
variacdo dos valores, tanto temporal quanto entre os distintos tratamentos, ndo
excedendo + 5° (Figura 1). As temperaturas no controle (T;), durante o periodo de
estudo, atingiram valores minimos de 25°C e maxima de 28,5°C. Nos meses de janeiro,
fevereiro, mar¢co e maio, os mesoambientes T,, T3, T4 e Ts, apresentaram valores

minimos de 25° C e maximos de 30°C. O pH registrou valores entre 5,4 a 8,7,
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evidenciando diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,0001 e F =
2.552).Reducdo dos valores foi identificada nos tratamentos T3, T4 € Ts, a partir da 62

semana.

Termperatura (°C)

B 13 28101 12002 402 04me 1303 o4 15504 294 1305

Figura 1: Variacdo dos valores médios da temperatura (T) nos mesoambientes (T, To, T3, T4 € Ts)
durante periodo de observagéo.

A concentracdo média de oxigénio dissolvido apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos (p<0, 0023 e F=4.174), onde 0s mesoambientes
controle apresentaram valores mais elevados em relacdo aos ambientes fertilizados, com
valores entre 1,75 e 2,54 mg.L™ em T, Ts, T4 e Ts a partir do 63° dia (Figura 2). A
partir do 76° dia, as concentracGes de oxigénio nos ambientes com T3 e Ts foram

inferiores a 2mg. L™, causando a morte de alguns peixes.
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Oxigénio Dissolvido (mg.L ™)

6/01 13/01 28/01 12/02 25/02 04/03 18/03 01/04  15/04 29/04  13/05
Figura 2: Variacdo dos valores médios do oxigénio dissolvido (O.D) nos mesoambientes (Ty, To, T3, T4 €

Ts) durante periodo de observacao.

A condutividade elétrica dos mesoambientes controle (T;) mantiveram-se entre
215,85 e 278,90 uS/cm. Nos mesocosmos com peixes ¢ sem adubagido (Ty), a
condutividade aumentou significativamente a partir do 21°dia (p = 0, 00358 e F =
2.552), variando entre 123,55 e 330,55 puS/cm. O mesmo comportamento ocorreu mais
rapido e intensamente, a partir do 14° dia, nos mesoambientes com adi¢do de N e P +
tilapias (T3, T4 e Ts), com valores superiores a 390,00 uS/cm ao final do experimento.

Os maiores valores de transparéncia foram observados nos controles (Ti),
durante todo o periodo amostral. Foram registrados no inicio do experimento, valores de
0,44m de transparéncia do disco de Secchi. A partir do 15° dia, esses ambientes
apresentaram valores mais elevados (minimo de 0,52 m e maximo de 0,84 m). Nos
demais ambientes (T,, T3, T4 € Ts) houve reducdo dos valores ao longo do tempo
(inicial de 40 cm e final de 0,12 cm aos 84 dias).

A razdo Zeu/Zmix evidenciou limitacdo por luz (< 1,0) nos ambientes com 0s
tratamentos T, T3, T4 € Ts nos meses de janeiro a maio, exceto abril. O coeficiente de
atenuacdo (Kp) seguiu o mesmo perfil da Zeu/Zmix e da transparéncia (Figura 3). Nos
mesoambientes controle (T;) ndo houve limitagdo por luz (Zeu/Zmix > 1,0) durante
todo o periodo experimental. Altos valores de atenuacdo de luz (Ko) foram observados
em todos os tratamentos (maximo de 16,19 no tratamento T;), exceto no controle (Ty),

onde os valores mantiveram-se abaixo de 3,86.
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Figura3:Transparéncia (m) (barras), coeficiente de atenuacdo vertical de luz (k) (pontos) e Razdo Zeuf:
Zmix nos tratamentos (T4, Ty, Ts, T4 € Ts) durante periodo de observagao.
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Em relacéo a série fosfatada, esses compostos também apresentaram diferencas
significativas (p < 0,0001 e F = 16,377) entre os tratamentos e ao longo do periodo
experimental. As concentracdes de fosforo total no T, registrou aumento apds 42
semana da insercdo dos peixes (>200ug/L) (Figura 4a). Nos demais tratamentos as
concentragdes foram elevadas (> 400 pg/L) desde o inicio do experimento. As
concentracdes de PSR tambem foram elevadas nos tratamentos com adubacéo artificial
e introducdo dos peixes (Figura 4b).

A série nitrogenada apresentou diferencas significativas (p= 0,0007 e F= 4.931)
entre os tratamentos. O N-amoniacal foi a forma predominante, seguida de nitrato e
nitrito, cujas concentragdes apresentaram-se elevadas nos ambientes adubados
artificialmente com N e P (>1200 pg/L). Esses valores apresentaram tendéncia a
reducdo & partir da 32 a 112 semana. Apds 92 dias, houve aumento expressivo dessas
concentracdes, onde 0os mesoambientes controle (T;) apresentaram valores de 342,00
Mg/L e os demais tratamentos, valores superiores a 4000 pg/L (Figura 4c). As
concentragdes de nitrato aumentaram progressivamente em todos 0s tratamentos, exceto
no controle, atingindo no 72° dia, valores médios entre 103,78 e 215,72 pg/L e no 100°
dia, valores medios entre 947,39 e 962,67 ug/L, com tendéncia a reducdo no final do
experimento (Figura 4d). O nitrito se manteve em concentracdes baixas apresentando
aumento significativo a partir da 92 semana até o final do experimento nos ambientes
comTy T3, Tae Ts.
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Figura 4: Variacéo dos valores médios do P-total, PRS, N-amoniacal e Nitrato nos mesoambientes (Ty, T,
Ts, T4 e Ts) durante periodo de observacéo.

Os resultados do estado trofico apontam que os mesoambientes controle (T;)
enquadraram-se na faixa de condi¢cbes mesotréficas, nos meses de janeiro e fevereiro,
enquanto que os demais tratamentos (T,, T3, T4 € Ts) registraram condicGes eutroficas
(IETs >55) (Figura 5).
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T,, T3, T4 € Ts) durante periodo de observagdo
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Em relacdo a limitagdo de nutrientes nos mesoambientes, constatou-se limitagao
por fosforo (NID/PID >10) nos ambientes (T1) nas épocas 3,6 e 9. Nas épocas 1,2, 4,7 e
8, a limitacdo foi por nitrogénio (NID/PID <10). Nos meses de janeiro, fevereiro, marco
e abril, os mesoambientes T,, T3, T4 € Ts apresentaram a relacdo superior ao valor de
corte, evidenciando-se limitados por fosforo. No més de maio, o comportamento foi

inverso, ou seja, todos os esses ambientes apresentaram-se limitados por nitrogénio.

O aumento expressivo da biomassa fitoplanctonica, medida como concentracéo
de clorofila — a, observado nos ambientes T,, T3, T4 € Ts ocorreu a partir da 5% semana
(valores iniciais de 32,22 e 98,02 ug/L e finais entre 135,97 e 188,39 ug/L). Ao final do
periodo experimental, as concentracdes de biomassa apresentaram-se significativa e
positivamente relacionadas com a concentragdo de fosforo total (p = 0,6789 e ¢ = 0, 05),
PSR (p =0, 5223 6= 0,05) e nitrato (p = 0, 5505 & = 0,05).

A figura 6 mostra a ordenacdo, através da ACP, das unidades amostrais dos
tratamentos ao longo dos meses de amostragem. A analise resumiu 72,4% da
variabilidade total dos dados em seus dois primeiros eixos. As variaveis (pH,
condutividade elétrica, Zeu/Zmix, CO, total e P-total) contribuiram de maneira efetiva
para a ordenacdo do primeiro eixo (Tabela 4). Para a ordenacdo do segundo eixo, pH (r
=-0,37), condutividade elétrica (r = -0,34, oxigénio dissolvido (r = 0,50), NT (r = -0,62)
foram determinantes (Tabela 1).

As unidades amostrais relacionadas ao tratamento controle ordenaram-se do lado
positivo do eixo 1 associadas a maior disponibilidade de luz (Zeuf/Zmix >1). As
unidades amostrais relativas ao més de abril ordenaram-se do lado negativo do eixo 2
associadas as maiores concentracdes de NT e aos altos valores de condutividade
elétrica, enquanto as unidades amostrais relativas aos meses de janeiro, fevereiro, marco
e maio ordenaram-se do lado positivo do mesmo eixo associadas a maiores

concentragdes de CO, total.
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Tabela 1. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre as variaveis abidticas dos
mesoambientes (T1, To, T3, T4 € Ts) nos dois primeiros eixos de ordenacéo na ACP.

Variavel Legenda do gréafico de Eixo 1 Eixo 2
ordenacao
pH pH 0,4061 -0,3774
Condutividade elétrica EC -0,4391 -0,3416
Oxigénio dissolvido oD 0,1536 -0,5094
Zeu/Zmix Zeu/Zmix 0, 4575 -0, 0689
CO; total CO, T -0, 3074 -0, 2868
Nitrogénio Total NT -0, 2830 0, 6260
P-Total PT -0, 4830 -0, 0497
2 4 / .TSFEZ \
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Figura 6: Ordenacdo pela ACP das varidveis analisadas nos mesoambientes (Ty, Ty, Ts, T4 € Tg),

baseadas nos Fatores | e Il em relacdo ao periodo de observacao.
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4 DISCUSSAO

Hipotese: Aumento do aporte de nutrientes provenientes da piscicultura promove

reducdo da transparéncia da agua e, conseqlientemente limitacdo por luz.

Nos ambientes controle (T,), a transparéncia da agua apresentou valores mais
elevados durante todo o periodo experimental, ndo havendo limitagdo por luz. Nos
demais ambientes (T, Ts, T4 € Ts), 0s baixos valores de transparéncia apresentaram
forte relagdo com o aumento dos valores da C.E, relacionados com o incremento das
atividades metabdlicas dos peixes, a exemplo da Tilapia rendalli, Lepomis macochirus e
Colossoma macropomum como evidenciado em estudos de Figueredo (2000) e também
com o revolvimento do sedimento (BARBOSA et al., 2006). De acordo com Gentil
(2007), quanto maior o indice de transparéncia, maior a penetracdo de luz requerida
para realizacdo da fotossintese.

Mercante et al., (2006), constatou que o fitoplancton é a maior fonte de turbidez
em viveiros de piscicultura, sendo as técnicas de manejo, como adi¢do de racdo, uma
das préaticas que pode potencializar o crescimento fitoplancténico, diminuindo assim a
penetracdo de luz no sistema. De acordo com estudos realizados por Huszar et al.,
(2006), em 83 reservatorios brasileiros o efeito da relagdo entre Zeu/Zmix mostrou que
o fator limitacdo por luz é responsavel pelas diferencas no poder preditivo de N e P em
relacdo a biomassa fitoplanctonica.

O aumento na carga de fosforo no tratamento controle (T1) pode ser visto como
resultante da entrada de materiais organicos de origem aldctone (restos vegetais ou
animais), visto que os mesoambientes foram cobertos com telas perfuradas, com a
finalidade de impedir a saida dos peixes, mas que permitiu a entrada destes materiais, 0s
quais iniciavam seus processos de decomposicdo na agua dos mesoambientes. O influxo
de nutrientes como o fosforo em ambientes aquéaticos seja por processos haturais ou
antropogénicos, podem alterar ou perturbar a qualidade dos ecossistemas, bem como a
distribuicdo e composicdo da comunidade fitoplanctonica (RICKLEFS, 2003). Nos
demais tratamentos, as concentracdes de fosforo apresentaram-se elevadas, decorrentes
de diversos fatores, com destaque para o elevado aporte desse elemento advindo das
fertilizacBes, do arracoamento, do metabolismo dos peixes e da sua liberacdo na coluna
d’ 4gua em conseqiiéncia da degradacdo da matéria organica dos organismos mortos,

incluindo as algas. Estudos de Kitamura et al., (1999) destacam o revolvimento do
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sedimento pelos peixes, 0 que contribui para que estes nutrientes retornem & coluna
d’agua em virtude de pouca profundidade dos ambientes.

Em relacdo a série nitrogenada, o N-amoniacal foi a forma predominante,
seguida de nitrato e nitrito. De acordo com Apha et. al., (1998), o nitrogénio é o
primeiro composto produzido na degradagdo da matéria organica. Um importante efeito
sobre a concentracdo de N-amoniacal foi registrado nos mesoambientes com adigéo de
peixes. Embora esta concentragdo tenha sido elevada em direcdo ao final do
experimento, essa condi¢do nédo refletiu nos valores de pH. De acordo com Kubitza
(2003), nos sistemas de criagéo os fertilizantes nitrogenados (sulfato de aménia, nitrato
de amdnia, fosfatos e uréia) sdo os principais contribuintes de nitrogénio na agua.
Segundo Zimmo et al., (2004), niveis de amdnia total (NH; e NH3) acima de 0,5 mg/L
de amobnia total geralmente sdo prejudiciais a criacdo de peixes, podendo levar a
incapacidade de transformar a energia alimentar em ATP. Kubitza (2000) completa que
altas concentracbes deste composto pode tanto prejudicar o desenvolvimento dos
peixes, como aumentar a incidéncia de doencas e até mesmo causar a morte indireta dos
mesmos por intoxicagao.

As baixas concentracdes de nitrito nos ambientes T, Tz, T4 e Ts podem ser
resultantes das transformacGes da amdnia em ambiente aerobio (nitrificacdo) ou pela
reducdo do nitrato em anaerobiose, ou seja, em fungédo das condi¢bes de oxido-reducgéo
do ambiente (PEREIRA; MERCANTE, 2005).

Evidencia-se que o nitrogénio total e o fésforo total participam efetivamente no
desenvolvimento de alguns grupos fitoplancténicos e apesar de existir inumeras
evidéncias de que o P é geralmente o elemento limitante em ecossistemas aquaticos,
alguns lagos e reservatorios tropicais podem ser mais limitados pela disponibilidade de
nitrogénio, corroborado com o resultado obtido no més de maio em todos o0s
mesoambientes. De acordo com Lewis (2000), essa limitacdo por nitrogénio em
ambientes tropicais, ocorre possivelmente devido a maior quantidade de fésforo nesses
ambientes, relacionadas a decomposicdo da matéria organica.

A biomassa fitoplanctdnica, representada pela clorofila-a apresentou forte
associacdo com as séries nitrogenadas e fosfatadas. De acordo com Reynolds (2000), o
crescimento fitoplancténico depende de dois fatores principais: disponibilidade de luz e
de nutrientes. As correlacdes significativas evidenciadas com as concentracGes de

clorofila-a, podem ser resultante do processo de eutrofizacdo artificial dessas aguas com
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0S nutrientes inorganicos, as excretas dos peixes e 0s restos de ragdo, comportamento
também verificado em estudos de Gonzalez (2000) e Camacho et al., (2003).
Sabendo-se que o IET tem por finalidade classificar os corpos d’agua em
diferentes graus de trofia, ou seja, avaliar a qualidade da agua do ambiente, quanto ao
enriquecimento por nutrientes e seu efeito relacionado ao crescimento excessivo de
algas, foram analisadas as concentracdes de P-total, PSR, transparéncia do disco de
Secchi e clorofila-a, e calculados os IET’s médio nos mesoambientes. Os valores dos
obtidos evidenciaram ambientes eutroficos (T1, T2, T3, T4 € Ts), relacionado com o
aumento continuo de matéria organica ocasionado pelo aporte externo de matéria
organica, pela senescéncia de elementos do plancton e pela atividade de piscicultura. De
acordo com estudos realizados por Lazarro et al., (2003) em 13 reservat6rios do
nordeste brasileiro, 0s peixes podem aumentar a turbidez da agua atraves da
ressuspensdo do sedimento na procura por alimento e também estimulam as floracoes
algais através do transporte de nutrientes do fundo para a coluna d’agua e pelo consumo

de zooplancton.
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CAPITULO 2

Estratégias do fitoplancton em mesoambientes com
piscicultura: Efeitos da eutrofizacdo artificial na

dinamica e estrutura funcional

Artigo a ser submetido a Journal of Limnology (em preparacao).

Palavras-chave: mesocosmos, grupos funcionais, lagos rasos, razdo Zeu/Zmix,

limitagdo por nutrientes, piscicultura.
1 INTRODUCAO

A fim de se prever os efeitos das mudancas antropogénicas nos corpos aquaticos,
tem-se intensificado a busca por esquemas de classificagdo que possam ser usados para
agrupar especies de acordo com suas respostas a fatores ambientais especificos
(LAVOREL et al.,1997). As tentativas de classificar as comunidades por suas
caracteristicas adaptativas e morfologicas séo cada vez mais frequentes.

Estudos realizados por Reynolds (1997) a partir da associacdo entre adaptacéo
das algas, dimensdes lineares, forma e relacdo superficie/volume, definiu-as como: (1)
C-estrategistas (invasoras) as algas pequenas que crescem rapido, selecionadas por
condicdes de alta disponibilidade de luz e nutrientes; (2) S-estrategistas (tolerantes ao
estresse) as algas unicelulares ou coloniais grandes, que possuem crescimento lento e
sdo aptas a dominar em condi¢bes de alta luminosidade e baixas concentracdes
nutricionais; e (3) R-estrategistas (ruderais) as algas geralmente unicelulares, grandes,
de talos alongados, representadas por filamentos ou colénias adaptados a baixa luz e
destinadas a frequentes flutuacdes de luz nas camadas turvas mais profundas, as quais
sdo misturadas por forca fisica externa.

Recentemente, a proposta de um esquema de classificacdo funcional de espécies
do fitoplancton por Reynolds (1997) e Reynolds et al., (2002) foi testada e aprovada
como importante ferramenta de poder preditivo (MARINHO; HUSZAR, 2002; KRUK

et al., 2002; FONSECA, 2005), que categoriza espécies com semelhancas morfoldgicas,
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fisioldgicas e ecoldgicas em grupos funcionais nomeados a partir de caracteres alfa-
nUMEricos.

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar as respostas morfologicas
das espécies através dos modelos CRS (Reynolds, 1997) e grupos funcionais (Reynolds
et al., 2002) visando identificar as espécies descritoras em mesocosmMos com
piscicultura. Neste contexto, 0s mesocosmos representam uma simulacdo de lagos rasos

com processo de eutrofizacdo artificial, gerado pelo aporte da piscicultura.

2 MATERIAIS E METODOS

Os métodos utilizados para amostragens e determinacdo quantitativa da

comunidade fitoplancténica estdo descritos no item 4.

Critérios para classificagdo das espécies
1. Descritores bioldgicos: as espécies que totalizaram biovolume relativo > 5% e
densidade total da ordem de 80%.

2. Espécies dominantes (LOBO; LEIGHTON, 1986): as espécies cuja densidade

foi > 50% da densidade total da amostra.

3. Habito ou forma de vida: unicelular flagelado (UF), colonial flagelado (CF),
unicelular ndo flagelado (UNF), colonial ndo flagelado, inclusive cendbios
(CNF) e filamentoso (Fi).

4. Frequéncia de ocorréncia: rara (R), comum (CM), constante (CT).

5. Estrategias C-R-S (REYNOLDS, 1997, REYNOLDS, 2006).

Tratamento estatistico dos dados

Foi realizada analise descritiva multivariada das espécies e grupos funcionais
dos tratamentos através da Analise de Componentes Principais (ACP), a partir das
matrizes de covariancia, com os dados transformados por Log (x + 1). A Analise de
Correspondéncia Candnica (ACC) foi realizada utilizando as principais variaveis
ambientais e bioldgicas obtidas a partir da ACP, evitando-se colinearidade. Os

programas utilizados foram o FITOPAC (SHEPHERD, 1996) para a transformacéo dos
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dados e PC-ORD, versdao 3.0 para Windows (McCUNE; MEFFORD, 1997), para a

execucao da analise.

3 RESULTADOS

3.1 Variaveis fisicas e quimicas

Detalhes sobre a matriz fisica e quimica dos mesoambientes estudados estdo
descritos no capitulo 1.

3.2 Comunidade Fitoplanctonica

A anélise da composigdo da comunidade fitoplancténica em todos os tratamentos,
permitiu a identificacdo de 83 taxons, distribuidos em 6 classes taxondmicas. As classes
mais representativas, em numero de espécies, foram distribuidas da seguinte forma: 33
taxons corresponderam a Chlorophyceae (43%), 24 taxons a classe Bacillariophyceae
(31%), 9 taxons corresponderam a Euglenophyceae (12%), 5 taxons (7%) foram
agrupados na classe Zygnemaphyceae, 1 taxon (1%) correspondeu a classe
Chlamydophyceae, e 5 taxons, equivalente a 6% do total corresponderam a

Cyanobacteria.

X

Riqueza Total
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——T1 T2 ——T3 T4 T5

Figura 1: Riqueza total da comunidade fitoplanctdnica em todas as condicfes experimentais durante o
periodo de observacéo.
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A riqueza fitoplanctonica (Figural) registrou um total de 67 taxons, sendo a
classe Chlorophyceae a mais representativa (27 tdxons) no Ty (controle). No tratamento
2 foi observada uma riqueza total de 71 taxons, sendo Chlorophyceae e
Bacillariophyceae as classes mais representativas, apresentando 30 e 24 taxons
respectivamente. No tratamento 3, assim como no tratamento 2, também houve
predominio de Chlorophyceae e Bacillariophyceae (32 e 20 taxons, respectivamente).
Nos ambientes com T, e Ts foram observadas as maiores riquezas fitoplanctonicas do
experimento, onde no T, registrou-se 72 tdxons e, no Ts, 74 taxons. Em ambos houve
predominio de Chlorophyceae, seguido por Bacillariophyceae.

Os valores de densidade foram mais elevados no tratamento 3, sendo a classe
Bacillariophyceae a mais expressiva ao longo de todo o periodo experimental (Figura
2).
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Figura 2: Densidade total por tratamento da comunidade fitoplancténica durante o periodo de
observacao.

No tratamento 1, a classe Bacillariophyceae apresentou maior representatividade
ao longo das seis primeiras semanas de estudo, sendo a espécie Nitzschia aciculares
dominante, representando 50,56% da densidade total desta classe. Apds a 72 semana,
este grupo passou a coexistir com outras classes fitoplancténicas, como Chlorophyceae
e Euglenophyceae. Durante este periodo as espécies mais representativas foram:
Scenedesmus quadricauda (com 47,70% da densidade total de Chlorophyceae),

Staurastrum leptocladum (com 99,02% da densidade total de Zygnemaphyceae) e
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Trachelomonas hispida var. coronata (com 53,74% da densidade total de
Euglenophyceae).

Nos mesocosmos com os tratamentos T, e T4, foram observadas as maiores
densidades de Cyanobacteria durante o experimento, sendo a espécie Pseudanabaena
limnetica a principal responsavel por esta representatividade. Nos mesocosmos com To,
Monoraphidium longiusculum, Scenedesmus quadricauda e Scenedesmus acuminatus
var. acuminatus, foram as principais espécies responsaveis pela elevada densidade algal
no inicio do experimento. Com o0 avan¢o do processo de eutrofizacdo, outras espécies
passaram a se desenvolver nestes mesoambientes, tais como Fragillaria capucina, que
foi responsavel por grande parte da densidade de Bacillariophyceae a partir da 32
semana do experimento, 73,50% da densidade total desta classe em T,.

As Cianobactérias Pseudanabaena limnetica e Dolichospermum sp. foram as
mais representativas ao longo do periodo de estudo chegando a atingir 50% e 71,43% da
densidade total desta classe, respectivamente. No T, as espécies mais representativas
foram Monoraphidium griffthi, Desmodesmus intermedius e Xanthidium trilobum.
Apesar da dominancia por parte das espécies de Cloroficeas, a co-existéncia de
euglenoficeas, bacillarioficeas, zygnemaficeas e cianobactérias foram onbservadas.

Nos mesocosmos com Ts, houve desenvolvimento de diferentes classes
fitoplanctonicas (Chlorophyceae, Bacillariophyceae, Euglenophyceae, e Cyanobacteria
e Zygnemaphyceae), as quais coexistiram ao longo de todo o periodo de estudo, sendo
Monoraphidium longiusculum, Desmodesmus intermedius e Selenastrum acuminatum,
Fragillaria capucina e Trachelomonas sp. as espécies mais representativas ao longo do

periodo de estudo.

3.3 Biovolume e Grupos Funcionais

A classe com maior representacdo em relacdo ao biovolume foi a
Bacillariophyceae, com destaque para as espécies: Amphipelura lendheimerri,
Fragillaria sp. e Gyrosigma kuetzengii. As espécies Closterium parvulum e Cosmarium
sp., pertencentes a classe das Zygnemaphyceae registraram maiores contribuicbes no

periodo de abril (Figura 3).

54



6/01 13/01 28/01 12/02  25/02  04/03  18/03 01/04 15/04  29/04  13/05

Figura 3: Biovolume total da comunidade fitoplanctonica durante o periodo de observagéo.

No ambiente T,, a classe mais representativa foi a Bacillariophyceae, seguida
das classes Zygnemaphyceae, Chlorophyceae e Euglenophyceae (Figura 5). As espécies
com maior biovolume foram: Nizschia aciculares, Fragillaria capucina, Staurastrum
leptocladum, Xantidium trilobum, Scenedesmus dimorfus, Ankitrosdesmus bernardii e
Trachelomonas similis, respectivamente.

Nos mesoambientes T3, as Euglenophyceae apresentaram aumento da biomassa
na segunda quinzena de marco e primeira de abril, devido a contribuicdo da Lepocinclis
sp. (Figura 3). Nos ambientes T, e Ts, as classes contribuintes foram Chlorophyceae
(Scenedesmus incrassulatus var. flexuosus) e Zygnemaphycea (Staurastrum
leptocladum, Xantidium trilobum).

Foram definidas 46 espécies de algas descritoras nos mesoambientes a partir das
quais definiram-se os grupos funcionais (REYNOLDS et al., 2002) para cada unidade
amostral. Os grupos observados nos mesoambientes foram: C, D, G, Hy, J, MP, P, S,
W, e X; (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies descritoras do fitoplancton, freqliéncia de ocorréncia, classificagdo segundo volume, MDL, estratégia, habito e grupo funcional nos mesoambientes

durante o periodo de observagao.

Espécies NUMERO
VOLUME CELULAR DE RAZAO GRUPO
( pm?) MDL (um) | CELULAS S/V HABITO | FREQUENCIA/OCORRENCIA | ESTRATEGIA FUNCIONAL
Actinastrum hanzschii var. fluviatile 5,04 3 5,04 6,06 CNF C S J
Alaucoseira granulata 16,49 21 1 4,10 Fi C R P
Amphipleura lendheimerii 69,10 22 1 2,09 UNF R R c
Ankistrodesmus bernadii 885,52 18 3,48 2,22 CNF C S X1
Ankistrodesmus fusiformes 12,75 2 5,08 4,50 CNF R S X1
Chlorella sp. 65,44 5 1 1,20 UNF C C X1
Ciclotella meneguiniana 37,69 4 1 1,67 UNF CTE S P
Closterium parvulum 28,27 18 1 3,11 UNF C R P
Coelastrum astroideum 8,37 1 16 6,00 CNF C S J
Coelastrum microporum 16,74 1 32 6,00 CNF C S J
Coelastrum sphaericum 66,88 2 16 3,00 CNF C S J
Cosmarium sp. 282,72 6 2 0,83 UNF R S P
Dictiosphaerium pulchellum 16,72 2 4 3,00 CNF CTE S P
Dolichospermum sp. 12,57 1 24,04 6,00 Fi c S H1
Eudorina elegans 98,91 3 7 2,00 CF c S G
Fragillaria capucina 50,25 16 1 2,13 UNF CTE R P
Fragillaria sp. 21,36 17 1 3,62 UNF C R P
Gomphonema parvulum 9,27 13 1 4,50 CNF C R MP
Gomphonema sp. 16,15 17 1 4,39 CNF R R MP
Gyrosigma kuetzengii 390,00 4 1 0,60 UNF R R P
Gyrosigma sp. 23,00 1 1 2,25 UNF C R P
Lepocinclis sp. 368,60 11 1 0,69 UF C SR w1
Monoraphidium contortum 3,66 14 1 6,02 UNF CTE R X1
Monoraphidium griffthi 3,40 13 1 6,02 UNF CTE R S7x1
Monoraphidium longiusculum 3,14 12 1 6,02 UNF CTE R X1




VOLUME CELULAR RAZAO GRUPO
Espécies ( pm?) MDL (m) N° CEL. S/V HABITO | FREQUENCIA/OCORRENCIA | ESTRATEGIA FUNCIONAL

Navicula cuspidata 30,62 13 1 2,82 UNF C R P
Navicula nipponica 30,62 13 1 2,82 UNF C R P
Navicula sp. 29,84 19 1 3,11 UNF C R P
Nitzschia aciculares 91,09 29 1 2,07 UNF CTE R C
Nitzschia sp. 80,10 34 1 2,73 UNF C R D
Pediastrum tetra 9,00 3 1 3,33 CNF C S J
Pinnularia acrosphaeria 690,00 23 1 0,82 UNF R R P
Pseudanabaena limnetica 3,92 1 1 4,40 Fi CTE R S1
Scenedesmus aculeolatus 10,47 5 1 2,50 CNF R C J
Selenastrum acuminatum 14,64 7 4 4,76 CNF CTE C J
Scenedesmus bijugatus 31,15 3 4,96 2,69 CNF CTE C J
Scenedesmus denticulatum 8,36 4 4 4,83 CNF C C J
Scenedesmus dimorfus 83,76 5 8 2,50 CNF CTE C J
Scenedesmus gracile 2,09 4 1 4,83 CNF C C J
Scenedesmus incrassulatus var.

flexuosus 2010,56 15 4 0,65 CNF CTE CS J
Desmodesmus intermedius 8,36 4 4 4,83 CNF CTE C J
Selenastrum selenastrum 7,45 4 5,56 5,99 CNF R C J
Staurastrum leptocladum 35,34 6 1 1,15 UNF C S P
Staurastrum sp. 6,02 8 1 3,88 UNF CTE S P
Trachelomonas similis 307,86 12 1 0,75 UF CTE C w1
Xanthidium trilobum 169,62 9 2 1,38 UNF CTE S P
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Os resultados indicaram autovalores de 0, 125 e 0, 054, respectivamente, para 0s
eixos 1 e 2. A correlacdo de Pearson entre ambiente e espécies para estes mesmos eixos
(0,754 e 0,580, respectivamente) apontou as estreitas relagdes entre as variaveis
abidticas e as espécies (Tab. 4). O Teste de Monte Carlo mostrou que a ordenacéo foi
estatisticamente significativa (p < 0,03) indicando a n&o-ocorréncia de ordenagdo ao
acaso (Figura 5).

Os coeficientes candnicos indicaram que a transparéncia (r = 0,45) e coeficiente
de atenuacdo da luz (r = 0,41), seguidas de condutividade elétrica, razdo NID:PID e
Fosforo solivel reativa foram as varidveis mais importantes na ordenacéo do eixo 1. As
correlagdes “intra-set” confirmaram esta tendéncia ao apontar fésforo soltvel reativo (r
= -0,82) e transparéncia da agua (r = 0,65). O eixo 2 apresentou coeficientes candnicos
mais altos para transparéncia (r = -0,61), coeficiente de atenuacdo da luz (r = -0,53),
fosforo solivel reativo e condutividade elétrica (r = -0,14). Para 0 mesmo eixo, as
correlagdes “intra-set” apontaram condutividade elétrica (r = -0,62), coeficiente de
atenuagdo da luz (r = -0,42) e fosforo solivel reativo (r=-0,40) como as variaveis
importantes para a ordenacéo.

O lado positivo do eixo 1 mostrou associacdo com as unidades amostrais do
Tratamento 1 (Controle), destacando-se neste caso, o grupo funcional C (r=1,74) e P
(0,50). Este agrupamento apresentou estreita relagdo com a transparéncia da agua (r =
0,65) e razdes NID/PID (r=-0,82).

O lado negativo do eixo 1 esteve associado a um agrupamento de espécies
predominantemente dos meses de abril e maio, que se relacionou com 0s maiores
coeficientes de atenuacédo da luz (r = -0,41) e concentracGes de Fdsforo Solavel Reativo
(r =-0,82). Entre as unidades amostrais destaque para o grupo funcional J que registrou
as maiores correlac@es (r=-1,23). Os demais grupos mostraram-se associados as fases
intermediarias do experimento, entre as unidades amostrais onde predominaram meses

de Janeiro, fevereiro e marco, agrupando-se do lado positivo do eixo 2.
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Tabela 2. Coeficientes candnicos e correlagdes “intra-set” da Analise de
Correspondéncia Canénica (ACC) entre variaveis ambientais e grupos funcionais dos

tratamentos.
Espécies descritoras
Coeficiente de correlacéo
Variavel Coeficiente candnico (“intra-set”)
Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2
Condutividade elétrica -0,190 -0,140 -0,53 -0,62
Fosforo Soluvel Reativo -0,118 -0,140 -0,82 -0,40
Disco de Secchi 0,45 -0,61 0,65 0,15
Coeficiente de atenuacéo de luz 0,41 -0,53 -0,45 -0,42
Razao NID/PID 0,14 0,04 0,54 -0,08
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tratamentos e principais variaveis abidticas durante o periodo de observacao.
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4 DISCUSSAO

Hipotese: Aumento de nutrientes, provenientes de aporte de piscicultura, promovem o
aumento em biomassa de grupos funcionais tipicos de ambientes rasos eutréficos,

compostos por cianobactérias.

Ao analisar a composicdo da comunidade fitoplanctonica, verificou-se que 0s
mesoambientes com T, e Ts apresentaram maiores riquezas justificados pela grande
disponibilidade de nutrientes. Em todos os ambientes, exceto T; houve o predominio
das Chlorophyceae, seguido por Bacillariophyceae. A forte presenca de Cloroficeas nos
tratamentos € justificada por esse grupo ser tipico de ambientes rasos eutroficos ou
hipereutréficos (PADISAK et al., 2006).

O desenvolvimento da classe Euglenophyceae pode ser associado a baixa
transparéncia da &gua e elevadas concentracfes de matéria orgénica. De acordo com
trabalhos de Gentil (2007) e Lunchi;Sipauba-Tavares (2008), a boa expressividade dessa
classe é favorecida pelas elevadas concentracdes nitrogénio e fosforo.

Segundo Tell; Conforti (1986), entre as microscopicas formas de vida que
habitam corpos aquaticos, os euglendfitos constituem um grupo muito importante
numérica e ecologicamente, especialmente em ecossistemas aquaticos que apresentam
alto teor de matéria organica e fraco movimento de suas aguas. Tal constatacdo é
corroborada pelo comportamento heterotréfico verificado até mesmo nos representados
pigmentados, que, conseqientemente, podem fotossintetizar glicidios e/ou fagocitar
matéria organica contida na coluna d’agua (Tell & Conforti, 1986).

Em linhas gerais, as condicdes ambientais presente nos mMesOCOSMOS
favoreceram principalmente espécies R-estrategistas, que apresentam elevado MDL e
adaptacdo as condi¢des ambientais de corpos aquaticos do semiarido, dado seus baixos
requerimentos de luz (REYNOLDS, 1997) e por serem aptas a explorarem ambientes
com aguas misturadas (HAPPEY-WOOD, 1988).

De acordo com Weithoff (2003), a diversidade funcional reflete a multiplicidade
funcional dentro de uma comunidade ao invés da multiplicidade de espécies, onde as
algas com diferentes estratégias ecoldgicas podem estar bem adaptadas as condicdes
ambientais similares. Nos ambientes estudados, os grupos funcionais refletiram as

mudancgas experimentadas pela comunidade algal, fornecendo importantes informacgdes
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sobre a ecologia dos ambientes, sendo notdria a presenca de grupos tipicos de lagos
rasos eutréficos (PADISAK; CROSSETTI; NASELLI-FLORES, 2009).

Entre os grupos funcionais identificados nos tratamentos, o grupo J (que incluiu
algas verdes coloniais cenobiais), tipico de ecossistemas aquaticos muito enriquecidos,
rasos e misturados foi 0 mais relevante em biomassa em todos os tratamentos.

Nos mesoambientes T; a baixa disponibilidade de nitrogénio favoreceu o
desenvolvimento de cianobactérias heterocitadas Dolichospermum sp. De acordo com
Sant’Anna, et al., (2006) ; Chorus ; Bartram, (1999) as cianobactérias sdo capazes de
desenvolver estratégias que as permitem vantagens competitivas sobre determinados
grupos fitoplancténicos, tais como: capacidade de armazenamento de nitrogénio
(quando este é limitante no ambiente), crescimento acelerado em periodos com
temperaturas mais elevadas e presenca de aerotopos que lhes permitem migrar ao longo
da coluna de agua (BRASIL, 2003). No entanto, apesar da representatividade pontual
tais estratégias ndo foram suficientes para que as cianobacterias fossem dominantes
nestes mesoambientes.

A floragdo de cianobactérias (Dolichospermum sp.) H1 em lagos rasos
eutroficos € comum, pois sdo bem adaptadas as condi¢bes de reduzida luminosidade
subaquatica. A habilidade de fixar nitrogénio pelos heterdcitos, alem da presenca de
acinetos o que confere a essas espécies a capacidade de sobreviver em ecossistemas
limitados por nitrogénio e com boa disponibilidade de fésforo (REYNOLDS et al.,
2002), mantendo seus filamentos na camada eufotica por um longo tempo (BORGES et
al., 2008).

A ocorréncia da associacdo S1 (cianobactéria filamentosa) pode ser justificada
pelo estado de &guas turbidas e deficiéncia de luz. Segundo Huszar et al., (2000)
dominancias de cianobactérias ndo fixadoras de N, as do grupo S1, podem ser
explicadas pela habilidade para auto-competirem melhor que outros grupos
fitoplanctonicos por NH,".

As associacdes C, J, P foram as que mais contribuiram com o biovolume
durante o periodo de estudo. Todas estas associacdes apresentam habilidade de se
desenvolver em ecossistemas rasos e misturados. No ambiente controle (T1), 0s grupos
C e P apresentaram estreita relacdo com a transparéncia da agua e as flutuacdes dos
nutrientes (N e P). Esse comportamento € citado por varios autores que atribuem seu
sucesso a razdo Zeu/Zmix <1 (MELO; HUSZAR, 2000; BURFORD; O“"DONOHUE,
2006; NASSELLI-FLORES; BARONE, 2007).
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CAPITULO 3

Alteracdes histoldgicas no sistema digestorio e branquias de
tilapias (Oreochromis niloticus) criadas em ambientes

eutroéficos

Artigo a ser submetido a Journal of Fish Biology (em preparacéo).

Palavras-chave: mesocosmos, piscicultura, alteracdes histoldgicas.

1 INTRODUCAO

As tilapias sdo peixes nativos da Africa, introduzidas nos diferentes continentes
e que atualmente se encontram em criacdes comerciais de quase 100 paises. Devido as
caracteristicas de sua fisiologia, biologia reprodutiva, plasticidade genética,
desenvolvimento de linhagens domesticadas e facilidade de comercializacdo, se situam
no primeiro plano da aquicultura mundial (FITZSIMMONS, 2000).

Com a expansao da piscicultura no Brasil a partir da década de 80, observou-se
um crescente interesse por parte dos criadores no que diz respeito aos prejuizos
econémicos causados pela mortalidade de peixes. No tanque de piscicultura deve haver
equilibrio entre a saude do hospedeiro, a proliferacdo de agentes patdgenos e as
condicBes do ambiente aquatico. Desse modo, a ma qualidade de agua, a reducéo de
oxigénio dissolvido, alteracbes bruscas de temperatura, alta densidade de peixes,
manejo inadequado ou nutricdo desequilibrada sao fatores capazes de produzir estresse
aos animais, predispondo-os a diferentes infec¢bes bacterianas, fungicas e parasitarias
(LIM et al., 2005).

De acordo com Plumb, (2001); Lima; Leite, (2006), as doencas parasitarias estdo
entre os problemas mais freqientes na aquicultura, comprometendo o desempenho
zootécnico dos peixes, além de disseminar agentes patogénicos para 0 ambiente,
gerando prejuizos ao produtor e riscos a satde publica.

De acordo com especialistas em poluicdo ambiental e em ictiologia o estudo do
figado e outras estruturas (intestino e branquias) sdo reconhecidos como método rapido

e valido para verificar consequiéncias da contaminacdo dos recursos hidricos em peixes
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(SANTOS, 2003). Neste sentido, o presente estudo objetivou avaliar as alteracdes
histologicas causadas aos peixes pela exposicdo direta em ambientes rasos eutrofizados.

2 MATERIAL E METODOS

Os métodos utilizados para amostragens estdo descritos no item 4.5.

Etapas da inclusdo, montagem e coloracdo das laminas:

12 — Desidratacdo: extracdo da agua utilizando concentraces crescentes de
etanol (70 — 100%).

22 — Clareamento: retirar o etanol e deixar o material transltcido, utilizando
Xilol (100%) e Xilol + Parafina.

32- Microtomia: cortes de 1 -10 pm

42- Coloracdo: realizada em 4 etapas: 1- Reidratacdo; 2- Coloracdo; 3-
desidratacdo e clareamento; 4 — montagem da lamina. Os corantes utilizados foram:
Hematoxilina (corante basico — visualizagdo nucleo); Eosina (corante acido -
visualizacao citoplasma) e Tricomio de Masson.

Para a analise histoquimica, utilizou-se o acido periddico de Schiff (PAS), com a

finalidade de detectar glicoconjugados neutros e diagnosticar a presenca de glicogénio.

3 RESULTADOS

Nos animais do tratamento controle (T,) os hepatdcitos se apresentaram como
células grandes, com ndcleo grande e arredondado com nucléolo evidente e citoplasma
vacuolizado. Os vacuolos representaram goticulas de lipideos ou de material energético
de reserva. Nos figados dos animais nos tratamentos T4 e Ts, 0s hepatocitos foram
menores e menos vacuolizados quando comparados aos hepatdcitos das tilapias em To.
A relacdo figado/ peso total nesse tratamento (Ts) também foi maior, entretanto a
diferenca ndo foi significativa (p<0,05).

A analise histolégica do figado dos animais que vieram a dbito, ap6s 120 dias,

nos ambientes com tratamentos T, T4 € Ts demonstrou que o figado destes também foi
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positivo ao PAS, no mesmo nivel dos animais dos T, e T4 apds a despesca. Nos figados
desses animais que vieram a o6bito foi observado sinusoOides dilatados e congestos,
hepatdcitos com forma irregular e massiva morte hepatocitaria, denotando insuficiéncia
hepética (Figura 1). No Ts o figado dos animais foi menos positivo para PAS (menos
glicogénio no figado), verificando-se maior positividade nas areas de veias hepaticas e
veias portas do que nas de ducto biliar (Figura 2)

Figura 1: Fotomicrografias de figado das tilapias em T,, T4 e Ts. (A ,B e C) - Visualizagdo dos
hepatdcitos vacuolizados (T2) e hepatdcitos de T, e Ts-Coloragdo de hematoxilina-eosina (HE); (D, E e
F) - Visualizagdo do figado dos animais-Coloragdo com Acido Periodico de Schiff (PAS). Barra: 200

um.

Figura 2: Fotomicrografias do figado das tilapias no mesoambiente Ts. (A) Visualizacdo da regido
ocupada pelos ductos biliares (menos positiva ao PAS) e veia porta (seta), (B) Visualizac8o dos ductos
biliares com suas regides adjacentes pouco positivas ao PAS. Barras: 500 pm.
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Os intestinos das tilapias nos ambientes com T4 e Ts apresentaram Iimen maior
do que em T, e intermediario aos do ambiente com T, Os animais dos mesoambientes
com Ts apresentaram mais vilos e vilosidades e possuiam mais células caliciformes em
sua extensdo. Além disso, os exemplares submetidos a esse tratamento apresentaram
células maiores e com maior quantidade de secrecdo (mucina) em cada célula,
evidenciados pela maior positividade dessas células ao PAS, que cora glicoproteinas

Em algumas amostras de intestinos dos exemplares de T, (controle) foram
encontrados vacuolos epiteliais. Esses vacuolos seriam cistos de parasitas
(macrogametas de nematdides).

Em T, quando analisados os intestinos com a coloracdo de Tricomio de Masson
verificou-se que estes estavam menos corados pela cor vermelha, ja o intestino dos
animais em Ts foram os mais positivos a essa coloracdo, havendo maior absorcéo de
nutrientes.

A anélise histologica dos intestinos dos animais que vieram a Obito nos
diferentes grupos mostrou que 0s estes apresentavam menos pregas, Vvilos e vilosidades,
0 que indicaria baixa absorcao de nutrientes. Esses intestinos tambem continham poucas

células caliciformes, vilosidades com epitélio lesado e cistos de parasitas (Figura 3 e 4).
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Figura 3: Fotomicrografias do intestino das tilapias em T,, T, e Ts. (A, D, G e J) Fotomicrografias
intestino dos animais submetidos ao T, (Controle); (B, E, H e L) Fotmicrograficas - intestino dos animais
submetidos ao Ty; (C, F, | e M) Fotomicrografias intestino dos animais submetidos ao Ts. (A, B, C, J, L
e M)-Coloracgéo de Tricomio de Masson; (D, E, F)-Coloragdo de hematoxilina-eosina (HE); (G, H e
1)-Coloragéo com Acido Periddico de Schiff (PAS).
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Figura 4: Fotomicrografias de intestino e figado representativas de tilapias que vieram a 6bito em T,, T4€
Ts. A) Visualizagdo intestino com lesdes epiteliais e cistos de parasitas (seta)-Coloragdo de hematoxilina-
eosina (HE). Barra: 200 um. B) Visualizagdo do intestino com poucas células (ponta de seta)-Coloragéo
com Acido Periddico de Schiff (PAS). Barra: 200 um. C) Visualizacio do figado (positivo ao PAS).
Barra: 200 um. D) Visualizagdo dos hepatécitos vacuolizados e com necrose maciga-Coloracdo de HE.
Barra: 200 pm.

As branquias dos animais dos diferentes tratamentos apresentaram lamelas
secundarias individualizadas nos 3 tratamentos (T, T, e Ts), entretanto alguns animais
do T, apresentaram infestacdo parasitaria nas mesmas e alguns animais do Ts
apresentaram hiperplasia das lamelas secundarias com fusdo parcial das mesmas (Figura
5).
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Figura 5: Fotomicrografia das branquias das tilapias em T,, T4 e Ts A) Branquia da tilapia com cistos de
parasitas (pontas de setas) entre as lamelas secundérias. B) Lamela primaria e lamelas secundérias. C)
Lamelas secundarias da branquia com hiperplasia lamelar causando parcial fusdo das lamelas. Coloragéo
de Hematoxilina-eosina (HE). Barra: 200 pm.

4 DISCUSSAO

Hipotese: Os altos niveis de N e P favorecem a deplecdo de oxigénio nos sistemas de
criacdo, ocasionando alteragdes nas branquias dos peixes seguidas de episodios de

morte macica e alteracdes hepaticas.

Segundo especialistas em poluicdo ambiental e em ictiologia o estudo do figado
e outras estruturas podem utilizadas para verificar as conseqiiéncias da contaminacgéo
dos recursos hidricos em peixes (SANTOS 2003). Este 6rgdo é passivel de processos
patoldgicos, alvo de parasitoses e de neoplasias (OKHIRO; HINTOL, 2000)
especialmente em peixes que vivem em aguas poluidas (COUCH; HARSHBAGER,
1985).

Nos figados dos animais dos T4 e Ts, 0s hepatOcitos apresentaram-se menores e
menos vacuolizados do que os hepatdcitos do T,. Em experimento envolvendo a
hepatectomia parcial do figado de bagre africano (Clarias gariepinus), essas
caracteristicas eram observadas apds a hepatectomia, momento esse na qual havia pico
de proliferacdo celular (SANTOS, 2003).

No Ts o figado dos animais € menos positivo para PAS (menos glicogénio no
figado). O figado sadio é menos positivo a PAS, quando comparado com figado com
alguma patologia (GUERRA et al., 2009). Também no Ts verifica-se maior positividade
nas areas de veias hepaticas e veias portas do que nas de ducto biliar. Vale ressaltar que
0 sangue gue chega pela veia hepatica ao figado percorreu todo trato digestorio, sendo
assim é um sangue mais rico em nutrientes, o que explicaria a maior positividade ao

PAS proximo a essas regides. Uma vez que a positividade ao PAS representa maior
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acumulo de glicogénio, a menor positividade ao PAS no figado dos animais do Ts pode
indicar uma destinacdo do estoque de glicogénio hepéatico para o crescimento dos
animais.

Os resultados obtidos demonstram uma maior positividade das células
caliciforme ao PAS, que cora glicoproteinas. O fato de apresentarem mais vilosidades
faz com que esses animais tenham uma superficie maior para absor¢do de nutrientes e
consigam ganhar mais peso. Esta maior superficie de absorcdo, principalmente
encontrada no Ts, contribuiu com uma maior metabolizacdo hepética, levando a um
aumento hepético e maior ganho de peso dos exemplares, 0 que aconteceu durante o
periodo de observacdo. Essa maior quantidade de células caliciformes e o maior
contetdo de secrecdo possibilitam que o bolo alimentar passe pelo trato intestinal com
maior facilidade evitando constipacdes e protegendo a mucosa intestinal de danos
causados por jejum ou agentes patogénicos (GOMIDE-JUNIOR, 2004).

Em alguns intestinos dos animais dos mesoambientes T, (controle) foram
encontrados cistos de parasitas (macrogametas de nematoides). Esses achados podem
suportar os achados de Gomide-Janior (2004), que sugerem que a maior producdo de
muco intestinal (encontrado no Ts) pode proteger a mucosa intestinal de danos causados
por agentes patogénicos.

A analise histoldgica dos intestinos dos animais que vieram a Obito nos
diferentes grupos demonstrou intestinos com menos pregas, vilos e vilosidades, o que
indicaria baixa absorcdo de nutrientes e a presenca de parasitos, relacionados com 0s
niveis de proteina bruta na racdo (BRACCINI et al., 2007). Outro fator que favorece a
reproducdo desses parasitos € a incubacao dos ovos e a prote¢do das larvas da tilapia do
Nilo que é feita na boca (EL-SAYED, 2006).

Segundo Garcia-Santos et al., (2007), as alteracdes morfoldgicas das branquias,
em resposta a mudancas ambientais, podem representar estratégias adaptativas para
conservacdo de algumas fungdes fisioldgicas. Assim, os tipos de lesBes histopatologicas
observadas neste estudo indicam que o0s peixes estdo respondendo aos efeitos de agentes
toxicos presentes na agua e sedimento.

Quando analisado as branquias, dos animais nos diferentes tratamentos
experimentais, foi constatado que elas possuiam lamelas secundérias individualizadas,
entretanto alguns animais do T, apresentaram infestacdo parasitaria nas mesmas; e
alguns animais do Ts apresentaram hiperplasia das lamelas secundarias com fusdo

parcial das mesmas, fato que pode estar relacionado com a presenca de parasitas,
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favorecidos pela estocagem e a deterioragdo na qualidade da agua dos mesoambientes
(MACPHEE, 2001).

A elevacdo epitelial é uma das primeiras alteracdes que ocorrem quando o
animal esta sob algum tipo de estresse. De acordo com estudos de Garcia-Santos et al.,
(2007) o epitélio lamelar se separa da lamela, formando um espaco que pode ser
preenchido por &gua, podendo levar a formacdo de um edema. As alteracdes do tipo
elevagdo epitelial podem servir como defesa, com o aumento da distancia de difuséo
entre a agua e o sangue interferindo, entretanto, na eficiéncia das trocas gasosas e
transporte idnico.

Em relacdo as infestacGes parasitarias, estudos de Zanolo; Yamamura (2006)
reportam que estas ocorrem com maior freqiiéncia em sistemas intensivos de criacdo de
tilapias. Esses processos estéo relacionados ao ambiente eutrofizado, com ma qualidade
de agua, com baixos teores de oxigénio, falta de renovacdo e poluicdo organica nos
tangques com altas densidades de cultivo (ARANA, 2004; MARTINS, 2004).

A gravidade das lesdes provocadas pelos parasitas depende de varios fatores
como o grupo do parasita em questdo, a sua localizacdo e 0 modo particular como atuam
sobre o hospedeiro sendo as lesdes branquiais particularmente importantes, uma vez que
esse 0rgdo reage fortemente a presenca de parasitas provocando, assim, uma acentuada
proliferacdo celular implicando na diminuicdo ou perda da respectiva atividade
respiratOria, 0 que, Nos casos mais graves, pode provocar a morte do hospedeiro por
asfixia (ZANOLLO ; YAMAMURA, 2006), fato ocorrido em alguns exemplares ap6s o

76° dia de experimento.

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARANA, L.V. (2004). Fundamentos de aquicultura. Florianopolis:USFC, 348p.

BRACCINI, G.L.; VARGAS, L.; RIBEIRO, R.P.; TAKEMOTO, R.M.; LIZAMA,
M.A.P.; FULBER, V.M. (2007). Ectoparasitos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), das linhagens Chitralada e GIFT, em diferentes densidades e alimentadas
com dois niveis de proteina. Acta Scientiarum: Animal Sciences, v.29, n.4, p. 441-
448.

EL-SAYED, A.-F.M. (2006). Tilapia culture. Wallingford: CABI Publishing,cap. 8,
p.139-159.

74



FITZSIMMONS, K. Tilapia: the most important aquaculture species of the 21st
century. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON TILAPIA AQUACULTURE
(ISTA), 5. (2000), Rio de Janeiro. Anais...Rio de Janeiro: ISTA, 2000. v.1, p.3-8.
GARCIA-SANTOS, S.; MONTEIRO, S.M.; CARROLA, J; FONTAINHAS-
FERNANDES, A. (2007). Alteracdes histoldgicas em branquias de tilapia nilotica
Oreochromis niloticus causadas pelo cadmio. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.2,
p.376-381.

GOMIDE-JUNIOR,M.H.; STERZO,E.V.; MACARI, M.; BOLELI,I.C.(2004). Revista
Brasileira de Zootecnia, v.33, p.1500-1505.

GUERRAR.R.; TROTTAL, M.R.; PARRA, O.M. ; AVANZO, J.L.; BATEMAN,A,
A.; ALOIAL,T.P.A;;DAGLI, M.L.Z HERMANDEZ-BLAZQUEZ, F.J. (o)
Modulation of extracellular matrix by nutritional hepatotrophic factors in
thioacetamide-induced liver cirrhosis in the rat. Brazilian Journal of Medical and
Biological Research 42:1-8.

LIMA, L.C.; LEITE, R.C. (2006). Boas coletas garantem bons diagndsticos. Panorama
da Aquicultura, v.16, n.96, p.24-29.

LIM, C.; AKSOY, M.Y.; KLESIUS, P.H. (2005). Nutrition, immune response and
disease resistance in fish. In: SIMPOSIO DE NUTRICAO E SAUDE DE PEIXES, 1,
2005. Botucatu. Anais... Botucatu: UNESP, p. 46.

MACPHEE, D. (2001). Monogenean (fluke) infestations of the gills of farmed salmon
in Maine and New Brunswick. In. ANNUAL NEW ENGLAND FARMED FISH
HEALTH MANAGEMENT WORKSHOP, 9, 2001, New England. Proceeding...
New England: New England Farmed fish health management, p.134.

MARTINS, M.L. (2004). Cuidados basicos e alternativas no tratamento de
enfermidades de peixes na aqlicultura brasileira. In: Sanidade de organismos
aquaticos. Sdo Paulo: Liv. Varela, 2004. pt.V, cap.17, p.357-370.

OKIHIRO,M.S.; HINTON,D.E. (2000). Partial hepatectomy and bile duct ligation in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss): Histologic, immunohistochemical and enzyme
histochemical characterization of hepatic regeneration and biliary hyperplasia.
Toxicologic Pathology, v.28, p.342-356.

PLUMB, J.A. (2001). Overview of warm-water fish diseases. In: LIM, C.; WEBSTER,
C.D. (Ed.). Nutrition and fish health. New York: Food Product Press. p. 1-9.

SANTOS, N.P. (2003). Regeneracdo hepéatica em bagre africano (CLARIAS
gariepinus) apds hepactectomia parcial. Dissertacdo de mestrado. Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP. Sdo Paulo-SP.

ZANOLO, R.; YAMAMURA, M.H. (2006). Parasitas em tilapias do nilo criadas em
sistema de tanques-rede. Semina: Ciéncias Agrarias, v.27, n.2, p.281-288.

75



CONSIDERACOES FINAIS

Os ambientes simulados nesse estudo indicaram a wvulnerabilidade de
ecossistemas rasos a mudancas das aguas claras para aguas turbidas decorrente da agdo
antrdpica, como a atividade de piscicultura através do elevado aporte de N e P.

A disponibilidade de luz foi um dos principais atributos relacionados a mudanga
na estrutura da comunidade fitoplancténica nos ambientes estudados. Neste contexto,
em ambientes naturais a ressuspensdo de nutrientes pode interagir sinergicamente e
antagonicamente com a sedimentagdo e a estabilidade da coluna d’agua e determinar a
magnitude e duracéo das floracdes algais.

As condicbes ambientais presente nos mesocosmos selecionaram as espécies
fitoplanctonicas, de acordo com suas estratégias, com predominio das R-estrategistas
em decorréncia da limitagcdo de luz presente nos tratamentos, exce¢cdo ao Controle. Em
relagéo aos grupos funcionais, estes refletiram as mudancgas nas unidades experimentais,
fornecendo importantes informacgdes sobre a limnologia dos ambientes, sendo notoria a
presenca de grupos tipicos de lagos rasos eutroficos. As associacfes verificadas nos
mesoambientes foram: C, D, G, Hi, J, MP, P, S;, W; e X; apresentaram estreitas
relagbes com as variaveis abioticas. Fatores como transparéncia, coeficiente de
atenuacdo da luz e razdo NID/PID apresentaram grande influéncia na predominancia
dos grupos, evidenciando que o modelo das associacdes fitoplanctdnicas funcionou
muito bem nos ecossistemas rasos, simulados em mesocosmos.

As alteracdes histologicas ocorridas nos peixes ocorreram em resposta as
mudancas ambientais, podendo estar relacionadas com as estratégias adaptativas para
conservacdo de algumas funcdes fisiologicas. A analise das lesdes histopatologicas
observadas neste estudo indica que 0s peixes responderam aos episodios de estresse,
relacionados aos ambientes eutrofizados, com baixos teores de oxigénio, falta de
renovacdo do fluxo de agua e a poluigcdo organica.

Os estudos experimentais com mesocosmos mostraram-se relevantes na avaliacao
da eutrofizacdo artificial sobre o crescimento fitoplanctdnico e alteracGes histologicas
nos peixes, fornecendo subsidios para conservacdo dos ecossistemas aquaticos rasos,

predominantes na paisagem do semiarido e vulneraveis a acdo antropogénica.
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