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RESUMO

Objetivou-se investigar o papel da macrofita submersa Egeria densa sobre as concentragdes
de fosforo, as interacdes com cianobactéria e como estes mecanismos podem contribuir para a
eutrofizacdo de reservatorios do semidrido. As macrofitas submersas atuam na complexidade
da dindmica de nutrientes nas regides litoraneas dos sistemas aquaticos mobilizando o fosforo
nos diversos compartimentos ambientais. Atuam também nas interagdes com outros
produtores como as interacdes alelopatia macrofita-fitoplancton, este mecanismo ¢ apontado
como um fator potencial de inibi¢ao do fitoplancton por macrofitas submersas durante a fase
de dominancia desses vegetais. O primeiro capitulo desta tese teve como objetivo avaliar a
influéncia das macrofitas submersas sobre o fosforo dentro e fora dos bancos de macrofitas
nos compartimentos agua, sedimento e interface agua-sedimento, além de avaliar a relagdo
entre a concentracdo desse nutriente presente nos tecidos das macrofitas e o disponivel nos
diferentes compartimentos de um reservatorio. Nos observamos diferenca na concentracdo de
fosforo dentro e fora dos bancos das macroéfitas, sendo essa diferenca determinada pela
abundancia e a intensidade dos processos de crescimento ¢ decomposi¢cao desses vegetais. A
entrada de novas aguas originadas da transposi¢ao de um rio foi um importante fator que
influenciou na abundancia das macrofitas durante o estudo. A principal fonte de fosforo para
as macrofitas foi a interface agua-sedimento. O segundo capitulo teve como objetivo
verificar os efeitos da presenca fisica da macrofita submersa Egeria densa sobre o crescimento
e producdo de cianotoxinas da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii. Assumiu-se
como hipétese que a macrofita submersa E. densa, em maior ¢ menor biomassa, pode atuar
como um estressor para a populacdo de C. raciborskii ocasionando a diminui¢do da biomassa
de cianobactéria e impulsionando a producdo de cianotoxinas. Foi observado redugao do
crescimento de C. raciborskii cultivado com E. densa bem como liberagcdo de toxinas na
presenca de Egeria densa, corroborando com a hipotese do trabalho, essa redugdo da
biomassa de cianobactérias ocorreu nos tratamentos com biomassa maior ¢ menor de
macrofitas. Os valores de fosforo dissolvido diminuiram significativamente entre os
tratamentos, essa reducgao foi observada nos tratamentos de maior biomassa de macrofita. Os
resultados apresentados nesta tese contribuem para o entendimento de como as macrofitas
submersas exercem efeitos sobre a disponibilidade de fosforo nos diversos compartimentos de
um sistema. No estudo, foi registrado a entrada de aguas no reservatorio estudado, o que
tornou possivel estudar os efeitos desse fenomeno sobre a populagdo de macrofitas e
consequentes impactos para o ambiente. Além disso, foi possivel observar a¢do deletéria das
macrofitas submersas sobre C. raciborskii. Os resultados apresentados estdo estreitamente
relacionados com processos de eutrofizagdo, uma vez que mostram a relagdo das macrofitas
com eventos de assimilagdo de fosforo ou liberacdo de fosforo, além de mostrar a relacio
negativa entre cianobactérias produtoras de toxinas.

Palavras-Chave: Cylindrospermopsis raciborskii. Coexisténcia. Fosforo.Macrofita submersa



ABSTRACT

Submerged macrophytes act on the complexity of nutrient dynamics in the coastal regions of
aquatic systems by mobilizing phosphorus in the various environmental compartments. They
also act in interactions with other producers such as macrophyte-phytoplankton allelopathy
interactions, this mechanism is pointed out as a potential factor of inhibition of phytoplankton
by submerged macrophytes during the dominance phase of these plants. The first chapter of
this thesis aimed to evaluate the influence of submerged macrophytes on phosphorus in the
water, sediment and water-sediment interface compartments in the semi-arid eutrophic
reservoir, as well as to evaluate the relationship between the concentration of this nutrient
present in the macrophyte tissues and the available in the different compartments of a
reservoir. We observed a difference in the phosphorus concentration inside and outside the
macrophytes banks, being this difference determined by the abundance and intensity of the
processes of growth and decomposition of these plants. The entrance of new waters originated
from the transposition of a river was an important factor that influenced the abundance of the
macrophytes during the study. The main source of phosphorus for the macrophytes was the
water-sediment interface. The second chapter had as objective to verify the effects of the
physical presence of the submerged macrophyte E. densa on the growth and production of
cyanotoxins of the cyanobacteria C. raciborskii. It was hypothesized that the E. densa
submerged macrophyte may act as a stressor for the C. raciborskii population, causing a
decrease in cyanobacteria biomass and boosting cyanotoxin production. It was tested the
presence of higher biomass and lower biomass of macrophytes on cyanobacteria. As a result,
the reduction of Cylindrospermopsis raciborskii grown with Egeria densa as well as the
release of toxins in the treatments with presence of Egeria densa was verified, corroborating
with the work hypothesis, that reduction of the biomass of cyanobacteria occurred in the
treatments with larger biomass and less macrophytes. The values of dissolved phosphorus
decreased significantly among the treatments, this reduction was observed in the treatments of
greater macrophyte biomass. The results presented in this thesis contribute to the
understanding of how submerged macrophytes exert effects on the availability of phosphorus
in the various compartments of a system. In addition, it was recorded the entry of water into
the studied reservoir, which made it possible to study the effects of this phenomenon on the
population of macrophytes and consequent impacts to the environment. In addition, it was
possible to observe deleterious actions of submerged macrophytes on C. raciborskii. These
findings are closely related to eutrophication processes, since they show the relationship of
macrophytes with phosphorus assimilation or phosphorus release events, as well as showing
the negative relationship between toxin producing cyanobacteria.

Keywords: Cylindrospermopsis raciborskii. Coexistence. Egeria densa. Phosphorus
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1 INTRODUCAO

Para mitigar os efeitos das intempéries climaticas sobre o desenvolvimento das
populagdes humanas em areas de clima arido e semiarido, a construcao de reservatorios ¢ uma
pratica frequente. O semidrido brasileiro ¢ marcado pelo grande niimero de reservatorios que
permitem a retengdo da dgua para provimento de necessidades das populacdes durante a seca
(ANNOR et al., 2009), além do desenvolvimento de atividades de irrigacdo, piscicultura,
industriais e lazer (CHELLAPPA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015).

Dentre os possiveis tipos de deterioragdo destes reservatorios, destacam-se os efeitos
de flutuacdes no nivel da 4gua e eutrofizagdo, os quais podem induzir mudancas de um
ambiente menos enriquecido e equilibrado para um ambiente mais eutrofico favorecendo o
desenvolvimento de floragdes de cianobactérias (MOSS, 1990, SCHEFFER, 1998;
MCCANN, 2016).

O estado de 4gua mais rico em nutrientes resulta na proliferacdo de algas
fitoplanctonicas e cria condi¢des desfavoraveis ao estabelecimento de plantas submersas, pois
a turbidez abiotica e biotica impede a penetracdo da luz nas camadas de agua mais profundas
inibindo o crescimento desses vegetais aquaticos (VAN DEN BERG et al., 1998). Porém, um
estado de transparéncia da 4gua permite o desenvolvimento e sucessao da vegetacao submersa
(BLINDOW et al., 1993; SCHEFFER et al., 1994, MCCANN et al., 2016) e favorece
condigdes mesotroficas a oligotroficas, prevenindo a dominancia de cianobactérias (VAN
NES et al., 2002).

Os impactos potenciais da vegetagdo submersa no sistema e o decréscimo das
macrofitas com a falta de transparéncia da agua, sdo importantes fatores a serem considerados
na claboragdo de planos de gestdo dos ecossistemas. Reservatorios rasos do semiarido sao
susceptiveis a mudangas entre um estado de transparéncia e um estado mais enriquecido da
agua, os quais parecem ser dirigidos por forcas relacionadas ao papel das macrofitas
submersas a ciclagem dos nutrientes (CHELLAPA et al., 2003).

Sobre isso, pode-se afirmar a complexidade da dindmica de nutrientes nas regides
litoraneas dos sistemas aquaticos ocupados por macrofitas, pois estes vegetais desempenham
diversos papéis no processo de estocagem e ciclagem de nutrientes. Diversos estudos tém
mostrado a capacidade de estoque de nutrientes em tecidos de macrofitas, tanto por meio das
folhas (CHRISTIANSEN et al., 2016; GUDIMOV et al., 2016), quanto por meio das suas
raizes (GUO-FENG et al., 2014; LEVI et al., 2015; MOORE et al., 2016) podendo estes
vegetais até ser usados na recuperacdo de dguas degradadas (DINIZ et al., 2006; WU et al.,
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2013; ZHANG et al.,2015; RODRIGUES et al.,2016) pois podem estocar significativa
quantidade de nutrientes em seus tecidos além de promoverem a sedimentacdo de particulas
suspensas pois as macrofitas atenuam a ac¢do dos ventos (LEVI et al.,2015; MORAES et
al.,2004).

Por outro lado, cerca de 90% da matéria organica que ¢ encontrada na regido litoranea
¢ proveniente da biomassa de macrofitas aquaticas (WETZEL, 1991; BOTTINO et al.,2016)
através do processo de decomposicdo. A decomposi¢do destas plantas ocorre inicialmente
através da lixiviagdo de compostos organicos que se tornam prontamente disponiveis para a
massa de agua na forma dissolvida (FINKLER-FERREIRA et al., 2003; BIANCHINI-
JUNIOR et al.,2014). No entanto, os restos de tecidos das plantas aquaticas contribuem para a
cadeia de detritos, disponibilizando carbono na forma particulada e fosforo, os quais
consequentemente vem a se tornar disponivel para niveis troficos primarios como o
fitoplancton (BIANCHINI-JUNIOR et al.,2014; LEVI et al., 2015).

Além da dindmica de nutrientes desempenhada pelas macrofitas, existem outros
mecanismos que podem contribuir para mudangas de estados da 4dgua, como as interagdes
alelopatia macrofita-fitoplancton, estas por sua vez, sdo apontadas como um mecanismo
potencial de inibicdo do fitoplancton por macréfitas submersas durante a fase de maior
transparéncia da agua (GROSS 2003; YAO et al.,2016). Todos os produtores primarios
aquaticos sdo capazes de produzir e liberar compostos alelopaticamente ativos (GROSS,
2003; WANG et al.,2015), e cianobactérias podem também liberar substancias quimicas que
inibem o crescimento e co-ocorréncia de outras espécies de macrofitas (Zhang et al.,2015).
Além da alelopatia, vale relembrar que mecanismos como competicdo por nutrientes e
limitacdo por luz (LURLING et al.,2006) também sdo importantes interagdes entre macrofitas
e fitoplancton que contribuem para a alternancia de diferentes cendrios limnologicos.

Trabalhos desenvolvidos desde a década de 70 ja revelavam através de microcosmos o
potencial efeito de macrofitas sobre o crescimento do fitoplancton (HUTCHINSON, 1975;
GROSS et al.,2007; YAO et al.,2016). Tal abordagem experimental em microcosmos ¢
amplamente utilizada para detectar essa atividade biologica (SAYER et al., 2010; HILT,
2015; YAO et al., 2016).

As baixas precipitagdes recorrentes no semidrido brasileiro foram intensificados
nesses ultimos anos, como reflexo das mudangas climdticas vigentes, esses estressores
ambientais apresentam potencial para alterar os processos ecoldgicos e seu funcionamento,
assim mudangas climaticas podem alterar o papel das macrofitas na ciclagem de nutrientes, e

averiguar esse processo constituem-se de suma importancia.
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Portanto, assume-se que a ciclagem de nutrientes exercida pelas comunidades de
macrofitas aquaticas nela estabelecidas e pelos mecanismos de interacdo macrofita submersa
com cianobactérias representam fatores importantes no funcionamento do sistema aquatico e
para a promulgagdo de planos de gestao.

Assim a presente proposta pretende através de uma abordagem experimental e em
campo compreender as relagdes das macrofitas submersas com o fosforo bem como as
interacdes entre essas plantas com as cianobactérias € compreender como estes fatores podem

estar relacionados a processos de enriquecimento do sistema aquatico.

OBJETIVO GERAL

Objetivou-se investigar o papel de macrofitas submersas sobre as concentracdes de
fosforo, as interagdes com as cianobactérias e como estes mecanismos podem contribuir para
a eutrofizagdo de reservatorios do semiarido.

Para melhor apresentacdo e compreensdo desse trabalho, este serd dividida em 2

capitulos:

CAPITULO 1:
Influéncia das macrofitas submersas sobre o fosforo nos compartimentos agua,
sedimento, interface agua-sedimento e macroéfita em reservatorio eutroéfico do semiarido

Objetivos especificos:
= Avaliar a influéncia das macroéfitas submersas sobre o P nos compartimentos agua,
sedimento e interface agua-sedimento em reservatorio eutrofico do semiarido;
= Avaliar a relacdo entre a concentracao desse nutriente presente nos tecidos das

macrofitas e o disponivel nos diferentes compartimentos;

Hipotese:
# Ha diferenga na concentragao de P dentro e fora dos bancos de macrofitas nos
compartimentos avaliados;
= O P nos tecidos das macroéfitas tem relacdo com o disponivel nos compartimentos,
sendo essa relagdo diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a concentragdo de

P no meio, maior o acumulado nas macrofitas;
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CAPITULO 2
Efeitos da macrofita submersa Egeria densa Planch. sobre o crescimento e a producdo de
cianotoxinas na cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii (Wolosz.) Seenaya and Subba

Raju

Objetivos especificos:
# Verificar os efeitos no crescimento de cianobactérias expostos a presenca de
macrofitas submersas;

= Verificar a liberacdo de toxinas pela cianobactéria;

Hipoteses:
As macrofitas pode atuar como um estressor para a populagdo de cianonabactéria e, assim,
ocasionar (I) a diminui¢cdo da biomassa dessa cianobactéria e (II) impulsionar a produgdo das

cianotoxinas.

2 REVISAO DE LITERATURA

As macrofitas sdo plantas aquaticas que podem ser classificadas em cinco grandes
grupos funcionais: macrofitas aquaticas emersas ou emergentes (enraizadas no sedimento com
folhas fora da 4gua); macrofitas aquéticas flutuantes (flutuam livremente na superficie da
agua); macrofitas aqudticas submersas enraizadas (enraizadas no sedimento que crescem
totalmente submersas); macrofitas aquaticas submersas livres (permanecem livres,
“mergulhadas” na coluna d’agua); e macrofitas aquaticas (enraizadas no sedimento com

folhas flutuando na superficie da dgua), (Figura 1).
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Figura 1. Classifica¢do das formas biologicas de macrofitas aquaticas.

Diversos estudos enfatizam os fatores preponderantes para o estabelecimento de
macrofitas dentre os quais: a profundidade da coluna da 4gua e sua transparéncia (LI et
al.,2016; YE et al.,2018), acdo de ondas (STRAND; WEISNER, 1996; ZHU et al.,2018),
consumo por aves (VAN ALTENA et al.,2016), perifiton e caracteristicas do sedimento
(SANTOS; FERRAGUT, 2018). Outros fatores abioticos também podem influenciar
fortemente a vegetacdo aquatica, como a idade de lagos e uso da terra circundante (ROOZEN
et al.,2003). Todos esses fatores sdo considerados capazes de alterar os estigios sucessionais
de macrofitas em lagos rasos (VAN GEEST et al.,2003). Como as macrofitas aquaticas
submersas sdo sensiveis a mudangas no sistema e a qualidade da 4gua, elas sdo essenciais
como indicadoras ambientais (VAN GEEST et al., 2003).

A comunidade de macrofitas sdo extremamente importantes nos ecossistemas
aquaticos, pois desempanham intimeros beneficios como fornecimento de alimento e abrigo
para peixes e invertebrados, participa¢do na ciclagem de nutrientes e auxiliam na protegdo e
estabilizagdo das margens de sistemas aquaticos (DUARTE 1995; CAMARGO et al.,2003).
Além disto, as macrofitas podem exercer importante papel no ciclo do carbono em ambientes
onde sao abundantes. Isto porque podem assimilar grandes quantidades de carbono inorganico
da atmosfera ou da agua e transforma-lo em biomassa por meio do processo fotossintético

(GENEVIEVE et al.,1997; THOMAZ, 2002; POMPEO, 2008).
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O metabolismo e estabelecimento das plantas, auxiliam na manuten¢do de aguas
relativamente oligotroficas, sem crescimento excessivo do fitoplancton, de varias formas: (a)
reduzindo forgas hidrodinamicas ¢ consequentemente diminuindo a ressuspensao de particulas
e o aporte de fosforo do sedimento (BARKO; JAMES, 1998; Zhu et al., 2015); (b) servindo
de refugio para grandes espécies de zooplancton (JEPPENSEN et al.,1997; Zheng et al., 2017)
que predam algas fitoplanctonicas em altas taxas (JEPPESSEN et al., 2005); (c) produzindo
substancias alelopaticas que reduzem ou inibem o crescimento de fitoplancton (WIUM-
ANDERSEN, 1987; GROSS et al.,2007; Mohamed, 2017); (d) reduzindo a concentragdo de
nutrientes disponiveis (THOMAZ et al.,2006; Human et al., 2015).

Esta manutencdo depende da ocorréncia das macrofitas e sua distribuicdo. Em
ambientes, onde as condi¢Oes sdo favoraveis para o seu desenvolvimento, a producdo pode
alcangar valores de biomassa superiores a Skg m®. Quanto maior a biomassa, maior o
potencial para reduzir a turbidez da 4gua (SONDERGAARD; MOSS, 1998). A dindmica dos
nutrientes exercidos por macrofitas submersas ja era estudada na década de 80 por Granélli e
Solander (1988), eles apontaram a importancia dos estudos com esses vegetais uma vez que
exerciam tanto papel de acumuladoras de nutrientes no sistema, quanto liberadoras de
nutrientes. Registros mais antigos ja mostravam a funcdo das raizes de macroéfitas na captacdo
de fosforo do sedimento (DENNY, 1980; CARIGNAM; KALFF 1982), outros estudos
também indicavam a absor¢do de nutrientes tanto das raizes quanto das folhas (MCROY;
BARSDATE, 1970; BRISTOW; WHITCOMB, 1971). A influéncia das macrofitas sobre o
sedimento ocorre pela disponibilidade do fosforo reativo soluvel (SRP) proximo as raizes
(BROCK et al.,1983; JAMES et al.,2004) entre diferentes momentos, em periodos de
decaimento, por exemplo, altas concentragcdes de SRP sdo encontradas no sedimento
(CARIGNAN; NEIFF, 1992; Wang et al., 2013).

Em lagos oligotroficos a formagdo de uma camada de oxidagdo no sedimento
promovido pelas macrofitas impedem a liberacdo de fosforo a partir do mesmo (HORPILLA
et al., 2001). Estudos de Moss (1990) também revelaram essa capacidade de aprisionamento
de SRP quando a abundancia e crescimento de macrofitas eram altos o potencial redox do
sedimento tornava-se baixo para a formacao de sulfetos e, portanto, para a redugao e liberacao
do fésforo do sedimento.

Um estudo realizado num lago temperado (CAMACHO, et al., 2015) mostrou
aumento das concentragdes de oxigé€nio dissolvido na dgua e elevagdo da transparéncia da
agua com a colonizacdo de macrofitas, porém o decaimento promovia perda da transparéncia

da 4gua e diminuicdo do oxigénio bem como o langamento de fosforo. Outros estudos
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também sugerem a presenga de macrofitas como agente para melhoramento da qualidade de
agua do sistema, como elevacdo da transparéncia da agua através do sequestro de nutrientes
exercido por estes vegetais (FINLAY et al., 2016). Durante o desenvolvimento das macrofitas
a comunidade fitoplanctonica ¢ escassa, surgindo s6 no final do periodo de maturacao das
macrofitas incluindo o surgimento de cianobactérias (Microscystis sp € Nostoc) bem como
cloroficeas como resultado da decomposicao de macrofitas (CAMACHO et al., 2015).

Estudos com o genero Potamogeton sp mostraram que esses vegetais crescem em
locais hipertroficos e aréas poluidas assimilando os nutrientes pelas raizes. Consequentemente
o crescimento de Potamogeton sp causa uma deplecdo de fosforo e nitrogénio na agua e
diminuicdo da demanda por oxigénio, aumentando a transparéncia e oxigénio da coluna agua
(BAKKER et al., 2010; NEMON; HOLLAND, 2014). Essas caracteristicas fazem-a uma boa
candidata para biorremediagdo em sistemas aquaticos como também mostrou Mi (et al.,
2008).

Bem como encontrou Leoni e colaboradores (et al., 2015) os quais quantificaram o
potencial efeito do crescimento e decomposi¢do de Potamogeton sp sobre as concentragdes de
fosforo em um lago através de mesocosmos ¢ alises de campo. De acordo com ele, maiores
concentragdes de fosforo na dgua sdo encontradas depois de um evento de decomposigao (0,7
mg PT/L-1) e que a liberagdao de PT depende principalmente da fase de decomposicao. A fase
de liberagdo de fosforo ocorre geralmente nos primeiros dias, fase que chamamos de
lixiviacdo, onde quase 18% do fosforo ¢ liberado nas primeiras 2 horas (LEONI, et al., 2015),
assim segundo o autor, aconselha-se remover esses vegetais logo antes do periodo de
senescencia, como também afimou Wang (et al., 2018) em seus estudos de eutrofizagdo e
decomposi¢ao de macrofitas.

De fato, o reconhecimento do elevado potencial de absor¢do e retengdo de nutrientes
por diversas espécies de macroéfitas aquaticas levou ao desenvolvimento de uma técnica de
manejo de ecossistemas aquaticos degradados denominado fitorremediag¢do, que consiste na
utilizacdo destes vegetais para absorcdo do excesso de nutrientes e posterior remogao destes
do corpo hidrico (BRIX; SCHIERUP, 1989; DHOTE; DIXIT, 2009; PALMA-SILVA, 2012).
Além de nutrientes, as macrofitas aquaticas sdo capazes de absorver uma variedade de outros
elementos como, por exemplo, metais pesados, possibilitando sua utilizacdo também no
tratamento de efluentes industriais (ESCOSTEGUY et al., 2008).

O efeito da biomassa de macrofitas submersas associada a alteragdes fisico-quimicas
no sedimento, diminuindo o fluxo de fosforo do sedimento para a coluna d’agua (ROONEY;

KALFF, 2003) pode ser uma das tnicas formas efetivas deste grupo de vegetais seqiiestrar
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fosforo em longa escala de tempo em ecossistemas aquaticos. A ressuspensdo de nutrientes do
sedimento para a coluna d’agua ¢ significativamente baixa em zonas dominadas por
macrofitas submersas (ZHU, et al., 2015) como também mostram outros estudos em lagos
rasos (HORPILLA et al., 2001). Isso devido a redugao das ondas promovido pela vegetagao,
que impede a ressuspensao dos nutrientes do sedimento, aumentando a transparéncia da agua
(ZHU, et al., 2015). Macrofitas vivas ndo podem excretar fosforo, mais elas podem promover
um langamento desse nutriente do sedimento (HORPILLA; NURMINEN, 2003). Em
contraste, as macrofitas aquaticas podem evitar essa ressuspensdo do sedimento e a erosao
(VERMAAT et al., 2000) contribuindo assim para um estado de aguas limpas. Em alguns
reservatorios, a ressuspensao exerce um efeito de enriquecimento do meio pela carga de
fosforo, este por sua vez fica disponivel para os organismos algais ocasionando floracdes de
algas, porém, isso dependera da arquitetura e da distribuicao dos tecidos das plantas na coluna
d’agua variando de acordo com a forma de crescimento e com a espécie.

Estudos desenvolvidos no Brasil sobre decomposicdo de macrofitas submersas foram
desenvolvidos nas regides sul e sudeste (BIANCHINI et al., 2008; CHIBA et al., 2013;
SUZUKI et al,, 2013; CUNHA- SANTINO et al., 2013) estes trabalhos abordaram estudos
com taxas de degradacdo e liberacdo de carbono. De acordo com os estudos constata-se que
estes vegetals aquaticos podem contribuir para as emissoes de CO, e CH4 no sistema
(BIANCHINI et al., 2008), o mesmo foi verificado por Titus e Pagano (2002) em uma
comunidade de macrofitas submersas de um lago temperado.

Sao inexistentes os trabalhos no Brasil sobre a liberagao de fosforo e nitrogénio para a
agua decorrente do processo de decomposicido de macrofitas, e como esta liberagdo influencia
a qualidade de agua, os trabalhos desse porte sio desenvolvidos principalmente na Asia
(KROGERS, et al., 2007; WANG et al., 2018; SHILLA et al., 2006).

Os estudos publicados sobre decomposi¢do de macrofitas submersas sdo mais
abundantes se comparado com estudos de macrofitas emersas, este fato se da pela
significativa mudanca na qualidade de agua que pode ocorrer pelas submersas (WANG et al,
2013; SHILLA et al 2006) e pelas velocidades rapidas de decomposicao dessas plantas (
BIANCHINTI et al., 2008; CUNHA SANTINO et al., 2013), (Figura 4).
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Figura 2. Representacdo esquematica da influéncia das macrofitas submersas na

dinamica de nutrientes em sistema de acordo com o levantamento bibliografico.

Ha décadas, suspeita-se que macrofitas aquaticas possam suprimir o crescimento do
fitoplancton através da excrecdo de substancias quimicas que inibem o metabolismo do
fitoplancton (HUTCHINSON, 1975), este fato contribui para a diminui¢do da biomassa de
algas que compromete a transparéncia da dgua e também a diminui¢do das densidades de
cianobactérias (; SAYER et al., 2010; HILT, 2015; YAO et al., 2016). A produgdo e excregao
de aleloquimicos por macroéfitas pode ser uma defesa estratégica contra outros organismos
fotossintéticos que competem por luz e nutrientes, como epifition e fitoplancton (GROSS et
al., 2007). Os compostos identificados pertencem as classes de sulftricos, poliactilenos,
polifendis e acidos graxos oxigenados. Tanto macrofitas de agua-doce como marinhas podem
produzir compostos de atividade algicida (WIUM; ANDERSEN, 1987; GROSS et al., 1996;
JEONG et al., 2000; GROSS, 2003).

Atualmente, constam diversos indicios de inibicdo do crescimento de cianobactérias
(JASSER, 1995) e algas verdes (HOOTSMANS; BLINDOW, 1994). Compostos sulfuricos
isolados de macrofitas submersas como Chara globularis podem inibir a fotossintese do
fitoplancton (ANTHONI et al., 1980). Planas et al., (1981) também descobriram efeitos
inibitorios de crescimento proveniente de compostos fenodlicos isolados da macrofita
Myriophyllum spicatum, espécie freqiilentemente encontrada em muitos corpos de agua
brasileiros. Desta espécie descobriu-se o composto fendlico tellimagrandin I como principal

aleloquimico (GROSS et al., 1996). Extratos aquosos de trés macrofitas submersas como,
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Ceratophylum demersum, Vallisneria spiralis e Hydrilla verticiliatta mostraram efeitos
inibitorios sobre o crescimento de M. aeruginosa ainda maiores e devido a presenca de
etilacetato em fragdes das plantas (MULDEIRJ et al., 2003).

Além da alelopatia, vale relembrar que mecanismos como competi¢do por nutrientes e
sedimentagdo de particulas e fosforo, exercidos pelas macroéfitas, atuam indiretamente
reduzindo o desenvolvimento de algas (LURLING et al., 2006). Portanto, seja por meio
direto, através do efeito alelopatico (algicida), ou indireto, através da manutencdo do estado
oligotrofico do sistema, as macrofitas t€m o potencial para serem aplicadas na restauragdo de
ecossistemas aquaticos tropicais e subtropicais.

Estudos realizados por Zhang (et al., 2015) mostraram a importincia de se conhecer os
fatores que levam ao desaparacimento das macrofitas e incentiva a presenga de macrofitas
nos lagos, pois estas tanto sdo bioindicadoras das condi¢cdes ambientais quanto sdo
reguladoras das condicdes locais.

Assim, as macrofitas aquaticas desempenham intimeras funcdes no sistema e grande
parte da biodiversidade aquatica pode ser explicada pela sua presenca. As macrofitas
aquaticas nao sao elementos negativos e por isso nao devem ser extirpadas do reservatorio
como pragas, pelo contrdrio (CAMACHO et al., 2015). A manutencdo dessas plantas garante
ao corpo de agua maior diversidade e a possibilidade de auxiliar como amortecedor de
eventuais impactos conferindo melhor qualidade ao ecossistema como um todo e sem duvida
refletindo na melhoria da qualidade da agua para multiplas finalidades. Portanto, em
reservatorios onde as macrofitas aquaticas sdo importantes componentes de sua estrutura e
funcdo, devem ser despendidos esforcos para que permanegam no ecossistema, que tenham
seu crescimento controlado, evitando os efeitos danosos do crescimento explosivo e da

decomposigao.
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3. CAPITULO 1
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Highlights

# Foi avaliada a influéncia das macroéfitas submersas sobre o fosforo disponivel em
reservatorio do semidrido

= Ha diferenca na concentragao de fosforo dentro e fora dos bancos de macrofitas
submersas

*+ As macroéfitas submersas atuam removendo ou liberando fosforo da agua, do
sedimento e da interface agua-sedimento

» A interface dgua-sedimento ¢ a principal fonte de fésforo para macrofitas submersa

= Ha relagdo positiva e significativa entre o fosforo nos tecidos das macroéfitas e o
disponivel nos compartimentos ambientais

RESUMO

O fosforo ¢ o principal nutriente responsavel pelos efeitos danosos causados pelo
enriquecimento dos sistemas aquaticos e as macrofitas submersas tém importante papel nesse
processo, pois podem atuar tanto na remogdo quanto na liberagdo desse nutriente nos
compartimentos ambientais. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia das
macrofitas submersas sobre o P nos compartimentos dgua, sedimento e interface agua-
sedimento em reservatorio eutrofico do semiarido e avaliar a relagdo entre a concentracdo
desse nutriente presente nos tecidos das macrofitas e o disponivel nos diferentes
compartimentos. Nos observamos diferenga na concentragdo de fosforo dentro e¢ fora dos
bancos das macrofitas, sendo essa diferenca determinada pela abundancia e a intensidade dos
processos de crescimento e decomposicdo desses vegetais. Em locais com extensos bancos
vegetais e onde os processos de decomposi¢do foram mais intensos, as macrofitas atuaram
liberando fosforo na interface agua-sedimento e sedimento. Em contrapartida, nos locais com
bancos vegetais menores e onde as macrofitas ndo apresentavam redugdo na abundancia,
houve remocgdo do fosforo nesses compartimenos.. A entrada de novas aguas originadas da
transposicdo de um rio foi um importante fator que influenciou na abundéancia das macrofitas
¢ a analise de trilha mostrou que a principal fonte de fosforo para as macrofitas foi a interface
agua-sedimento. Houve relacdo positiva e significativa entre concentragdo de fosforo nos
tecidos das macrofitas e a disponivel nos compartimentos, o que demonstrada que esses
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vegetais armazenam maiores quantidades de P em sedimentos e agua ricos desse nutriente,
funcionando como indicador do estado nutricional do reservatorio.

Palavras-chaves: Bancos de macrofitas; Brasil; Crescimento; Decomposicao; Eutrofizacao;

Egeria densa

ABSTRACT

Phosphorus (P) is the main nutrient responsible for the harmful effects caused by the
enrichment of aquatic systems, and submerged macrophytes play an important role in this
process, since they can both remove and release this nutrient in environmental compartments.
The present study aimed to evaluate the influence of submerged macrophytes on P in the
water, sediment, and water-sediment interface in a eutrophic reservoir in a semiarid region
and to evaluate the relationship between the concentration of this nutrient in macrophyte
tissue and that available in the different compartments. We observed a difference in the P
concentration inside and outside macrophyte banks, and this difference was determined by the
abundance and intensity of macrophyte growth and decomposition. In sites with extensive
vegetation banks and where decomposition was more intense, macrophytes released P to the
water-sediment interface and sediment compartments. By contrast, in sites with smaller
vegetation banks and where macrophytes did not show reduced abundance, P was removed
from these compartments. The entry of new water originating from river water transfer was an
important factor influencing macrophyte abundance, and the path analysis showed that the
water-sediment interface was the main P source for macrophytes. There was a positive and
significant relationship between the P concentration in macrophyte tissue and that available in
the compartments, which demonstrated that these plants store higher amounts of P in nutrient-
rich sediment and water, functioning as an indicator of the nutritional status of a reservoir.

Keywords: Macrophyte banks; Brazil; Growth; Decomposition; Eutrophication; Egeria
densa

Introducao

As macrofitas aqudticas sdo importantes produtores primarios em ecossistemas
aquaticos e atuam na regulacdo da qualidade da agua, removendo ou disponibilizando
nutrientes (Zhang et al., 2016; Lu et al., 2018), tendo papel chave no processo de eutrofizagao.

A eutrofizacdo ¢ um problema global que consiste no aporte excessivo de nutrientes de
origem antropica nos corpos d’dgua e tem como principais consequéncias a deple¢do do
oxigénio dissolvido, a reducdo da transparéncia da 4dgua e o aumento da biomassa de
cianobactérias toxicas (Silvino; Barbosa, 2015; Huang et al., 2017; Huisman et al., 2018), as
quais sdo nocivas a saide humana (Hilbor; Beasley, 2015).

O fosforo (P) ¢ apontado como o principal regulador da produgdo primaria em lagos e

reservatorios, sendo considerado o nutriente responsavel pelos efeitos negativos associados a
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eutrofizacdo (Correll, 1998; Schindler et al., 2016). O aporte de P ocorre em grande parte por
fontes externas, sejam pontuais ou difusas (Carpenter et al., 1998; Huang et al., 2017), no
entanto, as fontes internas também podem contribuir de forma significativa, especialmente,
quando provenientes do sedimento (Wu et al., 2013). Estudos mostram que mesmo com a
reducdo das cargas externas de nutrientes, o sedimento pode atuar como um mecanismo de
fertilizacdo interna, liberando continuamente o P para a coluna d’4gua (Liirling et al., 2016).

As macroéfitas podem atuar na melhoria da qualidade de 4guas eutrofizadas,
removendo nutrientes e metais toxicos da coluna d’agua por absor¢do celular (Srivastava et
al., 2008; Lone et al., 2014), funcionando como depositos de compostos quimicos (Moore et
al., 2016). No caso das macrofitas enraizadas, os nutrientes sdo absorvidos tanto da 4gua
quanto do sedimento (Li et al., 2015) e, por isto, tém sido recomendadas como uma
importante estratégia na recuperacao de aguas eutrofizadas (Zeng et al., 2017). Estima-se que,
por assimilagdo direta, esses vegetais podem remover at¢ 30% do P da coluna d’agua,
enquanto no sedimento pode chegar a 25% (Li et al., 2015). As macrofitas também atenuam a
acdo dos ventos e das correntezas reduzindo a ressuspensao do P no sedimento e, dessa forma,
indisponibilizando-o para a coluna d’agua (Holmroos et al., 2014).

A atuagdo das macrofitas também pode resultar no aumento da disponibilidade de
nutrientes e reducdo da qualidade do sistema aquatico, uma vez que através do processo de
decomposi¢ao liberam nutrientes para a coluna d’agua (Bianchini-Junior et al., 2014; Levi et
al., 2015). Além disso, as macrofitas submersas podem aumentar indiretamenteo fluxo do P,
particularmente na interface d4gua-sedimento, por causarem aumento no pH devido a atividade
fotossintética (Wu et al., 2013; Zhang et al., 2016).

Os fatores que determinam as acdes de remog¢do e liberacdo de nutrientes pelas
macrofitas estdo diretamente relacionados aos processos de crescimento e decomposicao
desses vegetais (Barbosa et al., 2017; Lu et al., 2018). Nas regides temperadas, os ciclos das
macrofitas e fluxos biogeoquimicos associados seguem um ciclo anual, porém nido ha um
concensosobre esses processos nos tropicos (Carpentere Lodge, 1986; Ferreira et al., 2018),
especialmente, nos reservatorios da regido semiarida. Nesses locais, os reservatorios sao em
sua maioria rasos e sofrem influéncia dos baixos indices pluviométricos e altas taxas de
evaporacdo caracteristicos da regido (Barbosa et al., 2012). As concentragdes dos nutrientes
tendem a ser altas, bem como, a ressuspenssdao do sedimento pela agao do vento e das ondas,
particularmente, nos periodos de seca, quando hé acentuada reducdo do nivel da agua

(Mosley, 2015; Rocha Junior et al., 2018).
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As macrofitas submersas sdo influenciadas pelas flutuacdes no nivel da dgua, sendo
considerado o mais importante processo fisico que causa variagdes na extengdo de cobertura
desses vegetais e, consequentemente, na ciclagem de nutrientes na zona litoranea (Lu et al.,
2018). Nesse sentido, o entendimento da influéncia das macrofitas submersas no P disponivel
na dgua e no sedimento em reservatorios do semiarido ¢ de fundamental importancia na
gestdo da qualidade da dgua e pode contribuir na tomada de decisdo do uso desses vegetais
como estratégia de recuperacao de dgua eutrofizadas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia das macrofitas submersas sobre
o P nos compartimentos dgua, sedimento e interface 4gua-sedimento em reservatorio eutrofico
do semiarido e avaliar a relagdo entre a concentragdo desse nutriente presente nos tecidos das
macrofitas e o disponivel nos diferentes compartimentos. Sdo testadas as seguintes hipoteses:
(i) ha diferenca na concentragdo de P dentro ¢ fora dos bancos de macrofitas nos
compartimentos avaliados; e (ii) o P nos tecidos das macrofitas tem relacdo com o disponivel
nos compartimentos, sendo essa relacdo diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a

concentragdo de P no meio, maior o acumulado nas macrofitas.

Materiais e Métodos

Area de estudo

O estudo foi realizada no reservatorio Epitacio Pessoa (07° 28° 4” e 07° 33” 32”S; 36°
08’ 23” e 36° 16° 51” W), localizado no municipio Boqueirdo, Estado da Paraiba, Brasil
(Figura 3). Esse reservatorio faz parte da bacia hidrografica do Rio Paraiba, sendo o segundo
maior do Estado, com capacidade de acumulagdo de 411.686.287 m?, areca de 2.678 ha ¢
altitude de 420m.
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Figura 3. Localizac¢do do reservatorio Epitacio Pessoa, Paraiba, Brasil.

O reservatorio Epitacio Pessoa se destaca pela sua importancia como reservatorio de
abastecimento de varias cidades, beneficiando uma popula¢do superior a meio milhdo de
pessoas, porém vem sendo afetado por atividades antropicas desenvolvidas na sua bacia de
drenagem como a irrigagdo, pastagem e agricultura de subsisténcia. E um reservatério meso-
eutrofico e mostra extensos bancos de macrofitas submersas da espécie Egeria densa
(Planchon) na regido litoranea em toda a extensao do reservatorio (Barbosa et al., 2017).

O clima da regidao ¢ do tipo BSh, caracteristico do semiarido, com precipitagdes
médias anuais abaixo de 800 mm (Alvares et al., 2013). Os meses de maior precipitagao
correspondem, geralmente, a fevereiro, marco, abril € maio, no entanto um periodo atipico de
seca ocorreu entre os anos de 2012 e 2017, com precipitacdes abaixo da média (inferiores a 60
mm) (Marengo et al., 2017), o que resultou na reducdo drastica do volume hidrico do
reservatorio. O menor volume registrado no reservatorio Epitacio Pessoa nesse periodo foi
13.094.571,31 m® (2,8% da capacidade méaxima do reservatorio), em abril de 2017 (AESA,
2017).
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Figura 4. Precipitacdo pluviométrica mensal e volume hidrico anual do reservatorio Epitacio
Pessoa, Paraiba-Brasil, entre os anos 2008-2017. Fonte: AESA (2017).

Outro importante evento que ocorreu no reservatorio durante o periodo de estudo, foi a
introdu¢do das aguas do rio Sdo Francisco, a partir de 13 de abril de 2017. O Rio Sao
Francisco ¢ o segundo maior rio do Brasil e foi desviado para abastecer reservatorios e rios
menores localizados no semiarido da regido Nordeste durante o periodo de estiagem (Soares,
2013). O volume hidrico no reservatorio Epitacio Pessoa foi aumentado nos meses
subsequentes a transposi¢do, com volume maximo para o ano de 2017 de 39.769.906,88 m’

(9.66% da capacidade maxima do reservatorio).

Amostragem e processamento das amostras

A amostrarem foi realizada entre os dias 28 de margo ¢ 28 de setembro de 2017,
totalizando dez campanhas de coleta, em trés locais do reservatorio: na regido da entrada do
rio Paraiba (Zona I); na regido intermedidria entre a entrada do rio e o barramento (Zona II); e
no barramento (Zona III). Durante o periodo amostrado, a introdu¢do da agua do Rio Sao
Francisco no reservatorio foi percebida a partir da segunda campanha de coleta, realizada no
dia 24 de abril de 2017.

Transparéncia da agua, nutrientes e clorofila-a
A transparéncia da dgua foi determinada com o auxilio do disco de Secchi. Amostras

para a analise dos nutrientes e clorofila-a foram coletadas na subsuperficie da coluna d’agua,

armazenadas em frascos plasticos e conduzidas ao laboratorio em isopor com gelo. Foram
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mensuradas as concentragdes dos nutrientes amonia (N-NHy), nitrato (N-NHj3), nitrito (N-
NO,), nitrogénio inorganico dissolvido (DIN), fosforo reativo soltivel (SRP) e fosforo total
(TP), de acordo com a metodologia descritas no Standard Methods for the Examination of
Water and Waste Water (APHA, 2012). O nitrogénio inorganico dissolvido (DIN) foi
estimado, considerando a soma das concentragdes de N-NH4, N-NH;3 e N-NO,.

O TP também foi mensurado na interface dgua-sedimento (local 10 cm acima do
sedimento) e no sedimento. A coleta e analise das amostras na interface agua-sedimento
seguiram os procedimentos descritos para determinar o TP da agua. Para a analise no
sedimento, as amostras foram coletadas com o auxilio de draga, secas em estufa para retirada
da umidade e pesadas em balanca analitica. Posteriormente, o sedimento foi macerado e
armazenado em sacos pldsticos em temperatura ambiente para analise, de acordo com a
metodologia de Tedesco et al., (1995).

A clorofila-a foi extraida com etanol 96%, seguindo o método de Jerpersen e

Christoffersen (1987) e determinada pelo método espectrofotométrico de Lorezen (1967).
Porcentagem de volume de infestagao (PVI)

A abundancia das macrofitas foi estimada através da porcentagem de volume de
infestagdo (PVI), em 11 transecgdes ao longo do reservatorio, com 100 metros equidistantes
entre si, distribuidas nas zonas I, II e III. O PVI foi calculado segundo a seguinte equagao,
descrita por Canfield et al., (1984):

) i Bioell x Biact,
PV %) = g
- L"‘
Onde, MacC ¢ a cobertura das macroéfitas (%), MacL ¢ o comprimento da macrofita

(m) e D ¢ a profundidade (m). A cobertura das macrofitas foi estimada visualmente como a

porcentagem de coberta dentro de parcelas de 25x25 cm.

Fosforo nos compartimentos agua, sedimento e interface agua-sedimento e nas
macrofitas

A concentracdo de TP na dgua, no sedimento e na interface agua-sedimento foi
determinada nas regides litordnea e limnética de cada zona, correspondendo aos locais dentro

do banco de macrofitas (MBI) e fora do banco de macrofitas (MBO), respectivamente. A
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coleta e andlise das amostras para a analise do TP nos compartimentos seguiram oS
procedimentos descritos na sec¢ao anterior.

Para determinacdo do P nos tecidos das macrofitas, ramos de E. densa foram coletados
com o auxilio de tesoura de poda em area delimitada por um quadrado 25x25 e, em seguida,
foram lavados com agua da torneira, secos em estufa a 50° C, pesados até peso constantes,
macerados e armazenados em sacos pladsticos em temperatura ambiente. A andlise foi
realizada pelo método de digestdo acida (H,SO4 + H,0O;) de 0,5 g de macrofita seca aliada a

presenca de MgCl, saturado (Tedesco et al.,1995).

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software R, versao 3.0.1 (R Development
Core Team, 2013), considerando nivel de significancia <0.05. O programa Sufer.11 foi
utilizado para a elaboracdo da apresentagdo grafica do PVI considerando as zonas e
campanhas de coleta.

Para verificar as diferengas significativas na transparéncia da agua, nas concentragdes
de nutrientes e clorofila-a e no valor do PVI entre as zonas I, II e III foi realizada analise de
variancia um fator (ANOVA um fator) e teste Kruskal-Wallis, para dados paramétricos e ndo-
paramétricos, respectivamente, seguidos do teste post hoc de Tukey. A normalidade e
homocedasticidade dos dados foram avaliadas através dos testes Kolmogorov-Smirnov e
Levene, respectivamente.

As relacdes entre a transparéncia da dgua, os nutrientes e a clorofila-a foram avaliadas
através da Andlise de Componentes Principais (PCA) e os efeitos dessas varidveis sobre o
PVI foram determinados através da Analise de Regressao Multipla (LGM). Para a realiza¢ao
da PCA e LGM, as variaveis foram padronizadas utilizando Standard Deviation e a PCA foi
realizada com o pacote vegan para o R.

Para verificar a diferenca significativa na concentragdo do TP dentro e fora dos bancos
de macrofitas nos compartimentos agua, sedimento e interface agua-sedimento foi realizado o
teste t de Student.

Para estimar a contribuicao do fosforo dos compartimentos dgua, sedimento e interface
agua-sedimento sobre o acumulado nos tecidos das macrofitas, foi realizada a analise de trilha
(path analysis), utilizando o pacote lavaan para o R (Rosseel, 2012). Essa analise ¢ baseada na
relagdo das varidveis, previamente padronizadas, através de um modelo de regressdo multipla

e foi descrita através da equacdo mostrada a seguir:
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TPm = By + B1* TPw+ Bo* TPw-s + B3* TPw-s

Onde, TPm ¢ a concentracao do fosforo nos tecidos das macrofitas; By é o parametro
que explica o que permanece no tecido da macrofita sem qualquer contribuicdo dos
compartimentos; TPw ¢ a concentragdo de fosforo no compartimento agua; TPw-s ¢ a
concentragdo de fosforo no compartimento dgua-sedimento; TPs ¢ a concentragao de fosforo
no compartimento sedimento; P;, B2 € Ps sdo coeficientes que dao uma indicacdo da
magnitude e significancia da contribui¢do dos compartimentos agua, interface agua-sedimento
e sedimento, respectivamente.

O diagrama de trilhas foi construido para mostrar os efeitos diretos do fosforo dos
compartimentos sobre o registrado nos tecidos das macrofitas bem como as correlagdes entre
os compartimentos. O pacote SemPlot para o R foi utilizado para a constru¢do do diagrama

(Epskam, 2015), utilizando o layout “tree”.

Resultados

Transparéncia da agua, nutrientes e clorofila-a

O reservatorio Epitacio Pessoa mostrou diferencas significativas na transparéncia da
agua, nas concentracdes dos nutrientes e da clorofila-a entre as zonas (Figuras 5).

As zonas I e Il mostraram a transparéncia da agua significativamente menor (F=4.27,
p= 0.0243) e as maiores concentragdes do SRP (F=8.72; p=0.001), nitrito (F=6.45; p=0.001),
nitrato (F=8.40; p=0.001), amonia (F=6.10; p=0.02), DIN (F=6.46; p=0.002) e clorofila-a
(F=3.04; p=0.002). O TP na agua (F=6.12; p<0.001), na interface agua-sedimento (F=7.23;
p<0.001) e no sedimento (F=11.56; p<0.001) também foram significativamente maiores nas
zonas [ e IL.

A menor transparéncia e as maiores concentracdes dos nutrientes foram constadas a
partir da segunda campanha de coleta (24 de abril). A Figura 5 mostra imagens na zona I do
reservatorio na primeira e segunda campanha, onde pode ser percebido visualmente a
diferenca na coloragdo da dgua que resultou na reducdo da transparéncia. A partir da 6° ou 7°
campanha de coleta, foi observado que houve o restabelecimento da transparéncia e a reducao
na concentragdo dos nutrientes nas zonas I e 11, sendo registrados valores que nao diferiram

significativamente dos registrados no dia 24 de abril (p<0.05).
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Na zona III, apesar das concentragdes dos nutrientes serem inferiores aos observados
nas zonas | e II, foi observado o mesmo padrao de aumento de concentragcdes dos nutrientes a

partir de 24 de abril seguido de redugao gradativa ao longo do periodo amostrado (Figura 6).
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Figura 3. Transparéncia da dgua no reservatorio Epitacio Pessoa, Paraiba-Brasil, nas zonas I,

IT e III, entre 28 de margo e 28 de setembro de 2017, e abaixo, imagens do reservatorio nos

dias 28 de maio (A) e 28 de setembro (B) de 2017.
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Figura 6. Concentracdo dos nutrientes e clorofila-a nas zonas I, II e III do reservatorio

Epitacio Pessoa, Paraiba-Brasil, entre 28 de margo e 28 de setembro de 2017.A linha tracejada

representa a média aritmética. SRP, fosforo soluvel reativo; TPw, fosforo total na dgua; TPw-

s, fosforo total na interface dgua-sedimento; TPs, fosforo total no sedimento; DIN, nitrogénio

inorganico dissolvido; Chlor-a, clorofila-a.
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A PCA explicou 69,2% da variabilidade dos dados, com os eixos 1 e 2 explicando
54.20 e 15.00%, respectivamente. Na ordenagdo, as zonas amostradas formaram grupos
distintos, com a zona I estando relacionada com as maiores concentragdes do SRP, TP (agua,
interface dgua-sedimento e sedimento), nitrito, nitrato, amonia e DIN e a zona III com a maior
transparéncia da agua. A zona Il mostrou posicao intermedidria entre as zonas I e III (figura
7).

As unidades amostrais do 1°, 7°, 8°, 9° e 10° dias de coleta estiveram agrupadas,
estando relacionadas com as condigdes de maior transparéncia da 4dgua e menores

concentragdes SRP, TP, nitrito, nitrato, amonia e DIN.
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Figura 7. Biplot da andlise de componentes principais (PCA) com a transparéncia da agua,
concentragoes dos nutrientes e clorofila-a do reservatorio Epitacio Pessoa, Paraiba-Brasil. Os
numeros de 1 a 10 correspondem as campanhas de coleta, sendo 1= 28 de margo, 2=24 de
abril, 3=10 de maio, 4=22 de maio, 5= 16 de Junho, 6= 24 de Julho, 7=03 de Agosto, 8= 22
de Agosto, 9= 11 de Setembro e 10= 28 de Setembro. Secchi, transparéncia da dgua; SRP,
fosforo soluvel reativo; TPw, fosforo total na dgua; TPw-s, fosforo total na interface agua-
sedimento; TPs, fosforo total no sedimento; N-NHy4, amonia; N-NO,, nitrito; N-NHj3, nitrato;

DIN, nitrogénio inorganico dissolvido; Chlor-a, clorofila-a.
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Percentual de volume infestado das macrdfitas (PVI)

O PVI mostrou diferengas significativas entre as zonas (F=7.85; p=0.002), sendo
observados valores que oscilaram entre 33.67 ¢ 91.10% na zona I, 42.01 e 72.86% na zona Il
€ 40.26 ¢ 50.71% na zona III (Figura 8).

As zonas 1 e II mostraram comportamento semelhante do PVI ao longo dos dias
amostrados. Foi constatado que o valor do PVI nessas zonas reduziu gradativa entre os dias
24 de abril e 03 de agosto e que, apds esse periodo, voltou a aumentar. Na zona I, o PVI
estava 91.10% no dia 28 de margo, atingiu 33.67% no dia 16 de junho e 91.10% em 28 de
setembro, enquanto na zona II o PVI estava 72.85% no dia 28 de margo, atingiu 42.01% no
dia 16 de junho e 68.93% em 28 de setembro.

A andlise de regressao multipla foi significativa (F= 7.04; p<0.001) e mostrou que a
transparéncia da agua (Secchi), o nitrito (N-NH3) e o TP na interface dgua-sedimento (TPw-
w) estiveram diretamente relacionados com o PVI, enquanto a clorofila-a (Chlor-a) mostrou

relagdo inversa, conforme descrito na equagao a seguir:

=-0.02+0.72*Secchi+0.74* N-NH;3+0.57*TPw-s -0.45*Chlor-a
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Figura 8. Percentual de volume infestado das macrofitas (PVI) no reservatorio Epitacio

Pessoa, Paraiba-Brasil, entre 23 de margo ¢ 28 de setembro de 2017.

Fosforo nos compartimentos agua, sedimento e agua-sedimento dentro e fora dos bancos
de macrofitas
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A influéncia das macrofitas na concentragdo do TP nos compartimentos agua,
sedimento e interface 4gua-sedimento variou entre as zonas (Figura 9).

Na agua, a concentragdo do TP diferiu significativamente dentro e fora dos bancos de
macrofitas na zona II, sendo registrada menor concentracdo nos bancos (166.13ug L
'£51.26pg L"), Na interface agua—sedimento, a zona I mostrou maior concentragdo do TP nos
bancos (3, 130.08ug L'+10.59 pgL'), enquanto na zona I foi fora dos bancos
(396.11+£961.6 pg L™). O sedimento mostrou maior concentracio do TP nos bancos na zona I
(0.98mg g'+0.10 mg g™') e fora dos bancos nas zonas II e III (0.63mg g+ 0.03 mg g e
1.04mg g+ 0.19mg g ™).
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Figura 9. Concentracdo do fosforo total nos compartimentos agua (TPw), interface agua-
sedimento (TPw-s) e sedimento (TPs) das zonas I, II e III do reservatorio Epitacio Pessoa,

Paraiba-Brasil. IMB: dentro dos bancos de macrofitas; OMB: fora dos bancos de macrofitas.

Fésforo no tecido das macrofitas e relagao com o foésforo dos compartimentos agua,

sedimento e interface agua-sedimento

A concentracdo do TP nos tecidos das macrofitas diferiu entre as zonas (F=11.9;
p=0.01). As macrofitas localizadas nas zonas I e II mostraram as maiores concentracdes de
fosforo, sendo 4.08 mg g'+0.75mg g'e 3.44mg g '+ 0.29 mgg™, respectivamente (Figura 10).

A andlise de trilha mostrou que a interface agua-sedimento foi o compartimento que
influenciou significativamente no fosforo dos tecidos das macrofitas, sendo essa relacdo
diretamente proporcional (Figura 11). Também foi observado correlagdo direta e significativa

na concentra¢do do fosforo entre os compartimentos.
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Figura 10. Concentragdo do TP no tecido das macroéfitas nas zonas I, II e III do reservatorio

Epitacio Pessoa, Paraiba-Brasil.
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Figura 11. Diagrama de trilha testando os efeitos do TP dos compartimentos agua (TPw),
sedimento (TPs) e dgua-sedimento (TPw-s) sobre o fosforo dos tecidos das macrofitas (TPm).
Os efeitos diretos do fosforo dos compartimentos sobre o encontrado nas macrofitas sao
indicados pelas setas continuas e as setas tracejadas mostram as correlagdes entre o fosforo
nos compartimentos. As setas verdes ¢ vermelhas representam os efeitos positivos ¢
negativos, respectivamente. Os niimeros ajustados as linhas sdo os coeficientes de trilha com a
indicagdo da significancia. * indica p<0.05, ** indica p<0.01,*** p<0.0001. O valor de R*
acima da caixa do TP nos tecidos das macrofitas representa a variagdo total explicada pelo

modelo.

Discussao

No presente estudo, nos testamos as hipdteses que as macrofitas submersas tém
influéncia significativa sobre o P disponivel em reservatorio do semidrido e que o P
acumulado nos tecidos das macrofitas tem relacdo diretamente proporcional com o disponivel
no meio.

Nos observamos diferenca na concentragdo de P dentro e fora dos bancos das
macrofitas, sendo essa diferenca influenciada pelas variagdes na abundancia desses vegetais.
Na zona proxima a entrada do rio, onde as macrofitas formaram extensos bancos vegetais e
onde os processos de decomposi¢ao foram mais intensos, evidenciados pelas redugdes bruscas
no PVI, houve liberagdo do P na interface agua-sedimento e sedimento. Enquanto, na zona de
barramento, onde os bancos de macrofitas foram mais estdveis, sem grandes variacdes na

abundancia, houve a remog¢ao de P nos compartimentos.
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A relagdo entre o P nos tecidos das macrofitas e o disponivel no meio foi observada,
particularmente na interface agua-sedimento, indicando que esse compartimento foi a
principal fonte de P para esses vegetais. Esse resultado se opde a outros estudos que mostram
que as macrofitas submersas fazem uso principalmente do P do sedimento (Rooney et al.,
2004; Horpilla; Nurminen, 2003;Yu et al.,2018).

A transposicao das aguas do Rio Sdo Francisco foi um importante fator modificador
das caracteristicas fisicas, quimicas e da abundancia das macrofitas no reservatorio Epitacio
Pessoa. Esse reservatorio ¢ caracterizado historicamente por ser meso-eutrofico, conter aguas
transparentes e a presenca de extensos bancos de Egeria densa (Aratjo- Junior, 2009), mas a
introdu¢do das aguas do Rio Sao Francisco causou reducdo na sua abundancia.

A transposi¢do de um rio aumenta a velocidade das correntes de dgua nos sistemas
receptores com consequente aumento na ressuspensao de sedimento, o que causa redugdo da
transparéncia da dgua (Verhofstad et al., 2017). A redu¢do da abundéincia das macrofitas
ocorre porque esses organismos dependem diretamente da luz para crescer (Lamers et al.,
2012; Verhofstad et al., 2017), como foi observado em nosso estudo, uma vez que os menores
valores do PVI foram registrados sob as condi¢des de menor transparéncia. No entanto, o
fluxo de dgua causado pela transposi¢do também pode afetar negativamente o crescimento das
macrofitas, causando dano mecanico e o desprendimento das raizes ou caules do sedimento
(Heidbiichel; Hussner, 2019). Além disso, como o sedimento ressuspenso ¢ formado em
grande parte por particulas de menor tamanho (sedimento fino), dificulta a fixagdo das raizes
no sedimento grosseiro remanescente € pode causar a redugdo na taxa fotossintética, uma vez
que a sedimentacao das particulas finas ressuspensas resulta no sombreamento das superficies
fotossintéticas e no soterramento da planta (Madsen et al.,2001).

A zona de entrada do rio no reservatorio foi a mais afetada com a transposi¢do. O
processo de decomposicdo das macrofitas nesse local resultou na maior concentragdo de P
nos compartimentos dgua-sedimento e sedimento dos bancos vegetais, o que demonstra a
importancia das macrofitas na fertilizacdo dos corpos d’agua e, consequentemente, no
processo de eutrofizagdo. Macrofitas submersas liberam o fosforo disponivel em seus tecidos
para o meio externo, através do processo de decomposicao (Barbosa et al., 2017), e estudos
mostram que a a porcentagem de liberagdo por chegar a 32,30%, em 30 dias (Wang et
al.,2018). Semanas apos a transposi¢ao, foi observado o aumento da transparéncia da dgua e a
reduc¢do na concentracdo dos nutrientes, o que pode ser explicado por um possivel efeito de
diluicdo e sedimentacdo das particulas suspensas, como ¢ de se esperar apds um periodo

prolongado de vazdes da agua transposta (Zeng et al., 2015). Essas alteragdes resultaram na
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retomada de crescimento da E. densa, sendo observados valores de PVI que ndo diferiram do
registrado no periodo anterior a transposi¢do. Nos reservatorios de Delmiro Gouveia e
Apolonio Sales, localizados no Complexo Hidroelétrico de Paulo Afonso (Bahia-Brasil), foi
mostrado que essa espécie foi capaz de reocupar completamente espacos vazios dos
reservatorios em até trés semanas (Oliveira et al., 2005).

A recolonizagdo de E. densa nado se da, geralmente, pelo uso de sementes (Winton;
Clayton, 1996), e sim pelos fragmentos dos caules que produzem raizes adventicias e fixam-
se no substrato (Kuntz et al., 2014). Esses fragmentos mostram baixa capacidade de
flutuabilidade e, por isto, t€m grandes chances de terem sucesso de ancoragem no sedimento
para crescer (Heidbiichel; Hussner, 2019).

A atuacdo das macrofitas na remocgao de P nas zonas de barramento ¢ de transi¢ao
ocorreu para a manutencdo do crescimento, uma vez que a abundancia desses vegetais se
manteve relativamente constante nesses locais. A absor¢ao de nutrientes por plantas aquaticas
submersas envolve mecanismos de a¢do radicular ¢ foliar, sendo a translocacao realizada de
um tecido para outro (Angelstein; Schubert, 2008). Estudos apontam que o sedimento
representa a fonte principal para obtengdo de P por essas macrofitas (Horpilla; Nurminen,
2003), uma vez que o P encontrado na agua ¢, na maioria das vezes, temporario, pois pode
ocorrer a rapida assimilacdo por organismos algais ou perda por sedimentacdo (Human et al.,
2015).

Em nosso estudo, foi verificada a remogdo de P do sedimento pelas macrofitas, porém
a interface dgua-sedimento foi a principal fonte de P. Esse compartimento, em geral, possui
condigdes anaerdbias devido aos sedimentos ricos em matéria organica, alta demanda de
oxigénio sedimentar e baixo potencial de oxida¢do, o que ocasionaria o aprisionamento do
fosforo no sedimento, no entanto a presenca de aerénquima propicia uma camada limite de
oxigenac¢do das raizes e rizosfera e, consequentemente, a liberacdo de P para a planta (Hupfer;
Dollan, 2003; Pi et al., 2011). Além disso, a geragdo de gradientes redox acentuados em um
sedimento com ferro leva a formacao de crostas de ferro ao redor das raizes. Estas crostas sao
capazes de se ligar a por¢des substanciais de fosforo podendo servir como um deposito
tempordario de fosforo para a planta até mais eficiente do que o tecido vegetal (Hupfer; Dollan,
2003; Pietal., 2011).

A relagdo entre o P presente nos tecidos das macrofitas e o disponivel nos
compartimentos corrobora o observado em outros estudos, os quais mostram que esses
vegetais armazenam maiores quantidades de P em sedimentos e agua ricos desse nutriente

(Wei Li et al., 2018). Acredita-se que isso ocorre quando as concentracdes dos nutrientes na
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dgua sdo mais altas do que exigida pelas macrofitas, o que as fazem absorver nutrientes em
excesso € armazena-los nos tecidos, através de um processo conhecido de “absor¢do por
luxuria” (Baldy et al., 2015; Muller; Thiebaut, 2015; Xing et al., 2016; Lu et al., 2017).
Portanto, os teores de P dos tecidos de macrofitas submersas refletem o estado nutricional do
meio aquatico no qual estdo presentes, podendo servir como indicadores de qualidade do meio
aquatico (Wet Li et al., 2018). Isto é de suma importancia para o entendimento e manejo de
sistemas aquaticos, pois 0o aumento no conteudo desse nutriente na dgua e, até mesmo no
sedimento, ¢ uma das razdes importantes para o florescimento algal (Tong et al., 2017), que
por sua vez esta diretamente relacionado com as macrofitas submersas, como foi mostrado em
nosso estudo.

Assim, a dindmica do P envolvendo as macrofitas submersas apresenta-se como uma
via de duas maos, removendo ou liberando esse nutriente, ¢ o scu monitoramento faz-se
necessario para o entendimento da biodisponibilidade de P no sistema aquatico e para o

estabelecimento de condigdes menos eutroficas.

Consideracoes Finais

Nossos resultados mostraram que as macrofitas submersas alteram a disponibilidade
de P, principalmente, nos compartimentos agua-sedimento e sedimento em reservatorio do
semiarido. H4 liberacdo de P pelas macrofitas nos locais onde formam extensos bancos e tém
processos intensos de decomposi¢ao, enquanto ha remogao de P onde esses vegetais sdo mais
estaveis, sem grandes varia¢des na abundancia.

Os fatores que alteram as caracteristicas fisicas e quimicas dos reservatorios, como a
transposi¢ao das aguas de um rio, causam efeitos significativos também sobre a abundéncia
das macrofitas submersas ¢ sobre os processos de remogdo e liberacdo de P por esses
0rganismos.

A interface dgua-sedimento ¢ a principal fonte de P para as macrofitas submersas e ha
relacdo direta entre o P nos seus tecidos e o disponivel no meio, funcionando como um

indicador do estado trofico do reservatorio.
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Resumo

Interagdo macrofita-cianobactéria pode resultar na inibi¢do ou redugcdo da comunidade
fitoplanctonica ou de espécies de macrofitas aquaticas, através de mecanismos alelopaticos ou
de competicao. Neste estudo objetivou-se verificar os efeitos da presenga fisica da macrofita
submersa Egeria densa sobre o crescimento e producdo de cianotoxinas da cianobactéria
Cylindrospermopsis raciborskii. Assumiu-se como hipotese que a macroéfita submersa E.
densa pode atuar como um estressor para a populacdo de C. raciborskii ocasionando a
diminuicdo da biomassa de cianobactéria ¢ impulsionar a produgdo das cianotoxinas. Foi
testado a presenga de maior biomassa de macrofitas e menor biomassa de macrofitas sobre as
cianobactérias. Como resultado, verificamos redugdo do crescimento de C. raciborskii
cultivado com E. densa bem como liberagdo de toxinas nos tratamentos com presenga de
Egeria densa, corroborando com a hipotese do trabalho, essa reducdo da biomassa de
cianobactérias foi observada nos tratamentos com biomassa maior ¢ menor de macrofitas. Em
relacdo as saxitoxinas intracelular, houve diferencas apenas considerando o fator tempo. Nos
tratamentos com presenga de E. densa as concentragdes diminuiram a partir do segundo dia.
Para cilindroespermopsina intracelular ndo houve diferencgas estatisticas entre os tratamentos
testados. Em relacdo aos nutrientes, os valores de fosforo dissolvido diminuiram
significativamente entre os tratamentos, essa redugdo foi observado nos tratamentos de C.
raciborskii e nos tratamentos de maior biomassa de macrofita. As concentragdes de fosforo

total nos tratamentos de C. raciborskii, variaram pouco ndo apresentando diferengas entre os
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tratamentos, bem como com as concentracdes de nitrato. A biomassa seca das macrofitas nao
apresentou diferencas entre os tratamentos. Estes resultados sdo importantes para o
conhecimento das espécies de macrofitas que podem exercer um efeito negativo sobre

cianobactérias produtoras de toxinas.

Palavras-chaves: cianotoxinas; cianobactérias; coexisténcia; macrofitas aquaticas.

Abstract

Macrophyte-cyanobacteria interaction may result in the inhibition or reduction of the
phytoplankton community or aquatic macrophyte species, through allelopathic or competition
mechanisms. The objective of this study was to verify the effects of the physical presence of
the submerged macrophyte Egeria densa on the growth and production of cyanotoxins of the
cyanobacteria Cylindrospermopsis raciborskii. 1t was hypothesized that the E. densa
submerged macrophyte may act as a stressor for the C. raciborskii population, causing a
reduction of cyanobacteria biomass and boosting cyanotoxin production. The presence of
higher macrophyte biomass and lower macrophyte biomass on cyanobacteria were tested. As
a result, we observed a reduction in the growth of C. raciborskii cultivated with E. densa as
well as the release of toxins in the treatments with presence of Egeria densa, corroborating
with the hypothesis of the work, this reduction of biomass of cyanobacteria was observed in
the treatments with larger biomass and less macrophytes. In relation to the intracellular
saxitoxins, there were differences only considering the time factor. In the treatments with
presence of E. densa the concentrations decreased from the second day. For intracellular
cylinders, there were no statistical differences between the treatments tested. In relation to
nutrients, dissolved phosphorus values decreased significantly among treatments, this
reduction was observed in the treatments of C. raciborskii and in the treatments of greater
macrophyte biomass. The concentrations of total phosphorus in the treatments of C.
raciborskii varied little, without differences between the treatments, as well as with the nitrate
concentrations. The dry biomass of the macrophytes showed no differences between the
treatments. These results are important for the knowledge of species of macrophytes that can

exert a negative effect on toxin producing cyanobacteria.

Key-words: cyanotoxins; cyanobacteria; coexistence; aquatic macrophytes.

Introducao
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Macrofitas submersas desempenham importante papel nos sistemas aquaticos rasos. A
presenca desses vegetais pode afetar negativamente a taxa de crescimento populacional de
outros organismos, como as algas planctonicas (Scheffer, 1998). Em geral, ambientes rasos
apresentam estados de dominancia desses organismos, acompanhado de dguas com menos
nutrientes, com abundancia de macrofitas ou um estado de aguas mais eutrofizadas com
abundancia de cianobactérias (Scheffer et al., 2003).

Esta mudanca, dentre outros fatores, ¢ ocasionada pelos mecanismos de interacdo
macrofita-cianobactéria que inibem ou estimulam o seu desenvolvimento. Macrofitas
submersas podem desenvolver mecanismos estruturais ou fisiolégicos que inibem e/ou
reduzem o crescimento da comunidade fitoplanctonica e outras espécies de macrofitas
aquaticas (Mohamed et al., 2017). Em relacdo aos mecanismos estruturais, as macrofitas
podem aumentar a superficie de contato, aumentando a area de absor¢do de nutrientes
(Wetzel, 1993). A formacdo de um dossel facilita a captura de radiagdo solar, favorecendo a
fotossintese (James et al., 2006), além de sombrear as camadas inferiores da coluna d’agua, o
que pode promover uma vantagem competitiva em relagdo a outros produtores (Barko et al.,
1986).

Uma estratégia efetiva de competicdo ¢ a elevada assimilacdo de nutrientes da coluna
d’agua, que reduz a disponibilidade dos mesmos para a cianobacteria. Além disso, podem
também assimilar nutrientes do sedimento (Rattray et al., 1991), o que lhes confere uma
vantagem elevada (James et al., 2006). Isto se torna importante quando os nutrientes se
encontram em concentragdes limitantes no sistema, pois estes vegetais podem continuar seus
desenvolvimentos através do uso de fontes internas acumuladas nos tecidos (Nichols; Keeney,
1976; Portielje; Roijackers, 1995).

Além de todos estes mecanismos competitivos, um individuo pode se comportar de
forma a reduzir a eficiéncia de exploracdo de recursos por outro individuo (Gotelli, 2007),
através de mecanismos alelopaticos. Um exemplo sdo as substancias alelopaticas liberadas
por determinadas espécies de plantas (Lampert; Sommer, 1997; Raven, 2001; Taiz; Zeiger,
2002) que inibem o crescimento do fitoplancton (Gopal; Goel, 1993; Hilt; Gross, 2008).

A espécie Egeria densa Planch. ¢ uma macrofita submersa de dgua doce originaria da
América do Sul, reconhecida em todo o mundo por suas caracteristicas oportunistas em
sistemas ecologicamente perturbados (Zehnsdorf et al., 2015). Apresentam alta taxa de
crescimento e capacidade de dispersdo por fragmentacao, estas sdo caracteristicas fisiologicas

que permitem crescimento bem-sucedido em condigdes adversas (Li et al.,2015). Esta espécie



63

foi apontada como potencialmente produtora de compostos aleloquimicos capazes de inibir o
crescimento do fitoplancton (Vanderstukken et al., 2011; Espinosa-Rodriguez et al., 2016).

Dentre as cianobactérias comumente encontradas, as floragdes de Cylindrospermopsis
raciborskii (Woloszynska) Seenayya e Subba Raju tém sido cada vez mais frequentes em
reservatorios brasileiros, o que torna esta espécie um dos mais importantes componentes da
comunidade fitoplanctonica (Bouvyet al.,, 2000, Huszaret al., 2000,). Sua alta
competitividade em ambientes eutrofizados, aliada a sua capacidade de formar floracdes e
produzir toxinas, fazem desta espécie uma das cianobactérias mais estudadas tanto do ponto
de vista ecolégico como de saude publica. Duas das toxinas produzidas sdo a
cilindrospermopsina, um alcal6ide com agao no figado e rins (Ohtani et al., 1992, Lagos et al.
1999) e a potente toxina paralisante do tipo PSP (Paralytic Shellfish Poisons), que age no
sistema neuromuscular (Lagos et al., 1999).

As floragdes e a producdo de toxinas comprometem a qualidade da é4gua para
abastecimento, além de aumentarem consideravelmente os seus custos de tratamento
(Carmichael 1996; Codd 2000). As cianobactérias também podem liberar substancias
quimicas que inibem o crescimento ¢ co-ocorréncia de espécies de macrofitas (Zhang et al.,
2015). As cianotoxinas afetam os processos metabolicos da biota co-corrente, incluindo
plantas aquaticas, resultando em um declinio ou mesmo perda da maioria das espécies de
macrofitas (Zheng et al., 2013). Os diferentes efeitos nocivos que as cianotoxinas exercem
sobre as macrofitas aquaticas incluem redug@o no crescimento, contetudo de clorofila, enzimas
de desintoxicacdo e capacidade fotossintética e composicdo de pigmentos de plantas
(Pflugmacher, 2002).

Experiéncias de coexisténcia em culturas experimentais sao uma maneira conveniente
de explorar os efeitos cianobactérias-macrofitas submersas e, assim, perceber em micro-escala
possiveis efeitos negativos de macrofitas sobre cianobactéria ou vice versa (Liirling et al.,
2006), assume-se a importancia desses experimentos em bancada para o entendimento das
relagoes entre E. densa e C. raciborskii, espécies frequentemente encontradas nos tropicos e
que estdo intimamente ligadas ao processo de ecutrofizagdo. Além disso, considera-se
relevante o estudo, uma vez que oferecera subsidios para o entendimento das macroéfitas como
alternativas de gestdo de sistemas impactados por cianobactérias. Assume-se como hipotese
que a macrofita submersa E. densa pode atuar como um estressor para a populacdao de C.
raciborskii e, assim, ocasionar (I) a diminui¢do da biomassa dessa cianobactéria e (II)

impulsionar a produgdo das cianotoxinas. Objetivamos verificar os efeitos da presenca fisica
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da macrofita submersa E. densa sobre o crescimento e producdo de cianotoxinas da

cianobactéria C. raciborskii.

Materiais e métodos
Cultura da cianobactéria

A cepa de Cylindrospermopsis raciborskii ITTEP1 foi obtida do acervo brasileiro
disponivel no Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais da Universidade
Federal do Espirito Santo.

As culturas foram mantidas em frascos Erlenmeyer de 500 ml em meio ASM-1,
tampadas com algoddo e gaze (Gorham et al., 1964), sob temperatura controlada (23-24°C),
luz de 40 pmol m™ s fornecida por lampadas tubulares fluorescentes e fotoperiodo de 12:12.
Os in6culos foram repicados mensalmente em condi¢des de assepsia na propor¢ao de 1:10 no
ASM-1, previamente autoclavado a 121 °C, por 20 minutos, com pH ajustado para 7.8.
Sucessivos repiques das cepas foram realizados durante a fases exponencial de crescimento
para aumentar o volume dos inoculos (150 ml para 1000 ml), com o objetivo de obter volume

necessario da cultura para o experimento.

Cultura da macrdfita

A macrofita E. densa foi coletada no reservatorio Epitacio Pessoa, localizado no
municipio de Boqueirdo, Estado da Paraiba, Brasil (07° 28* 4” e 07° 33° 32”'S; 36° 08 23” ¢
36°16° 51”7 W).

Os exemplares foram lavados com éagua da torneira, e cultivados em aquérios com
agua da torneira até¢ a realizagdo dos experimentos. A agua da torneira usada nos aquarios foi
deixada por algumas horas até a remogdo do cloro naturalmente. Os aquarios com plantas
estiveram sob temperatura controlada (23-24°C), luz de 40 pmol m?s' e 12: 12h fotoperiodo.
Antes da realizacdo dos experimentos de coexisténcia, as plantas foram cultivadas em meio

ASM-1 por 3 dias para aclimatizagao.

Delineamento experimental e analise dos dados
O experimento foi realizado em erlenmeyers contendo 200 ml de meio de cultura
ASM-1, com corre¢do de pH a 7,8 e mantido sob condi¢des controladas de temperatura (23-

24°C), fotoperiodo (12:12) e luz de 40 pmol m™ s™ dentro de uma incubadora DBO.
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Os tratamentos foram montados a fim de expor as cepas de C. raciborskii a diferentes
biomassas de E. densa (0,5 e 2,0 g de peso fresco; gPF'l). Para isso, foram mantidos os
seguintes tratamentos, em tréplica: (I) apenas C. raciborskii; (II) apenas E. densa, com
biomassa de 0,5 gPF'; (III) apenas E. densa, com biomassa de 2,0 gPF'; (IV) C. raciborskii ¢
0,5 gPF"' de E. densa; e (V) C. raciborskii ¢ 2,0 gPF" de E. densa. A biomassa utilizada foi
de ramos de macrofitas.

O inodculo inicial de C. raciborskii introduzido nos Erlenmeyers foi de 6,3 x10° célmL"
! obtidos das cepas em fase de crescimento exponencial. Os Erlenmeyers foram
homogenizados e rearranjados randomicamente, diariamente, para a homogeneizacdo da
biomassa e diminui¢ao do efeito de possiveis diferencas da intensidade luminosa na camara
de germinacao.

O experimento teve duracdo de 12 dias, sendo desmontados um conjunto de
erlenmeyers nos dias 0, 2, 4, 6, 8 ¢ 12 para analise da taxa de crescimento de C. raciborskii,
biomassa de E. densa, concentragdo dos nutrientes e concentragdo intra e extracelular das
cianotoxinas. Foram utilizados no total 60 erlenmeyers. A contagem das células foi realizada
em microscopio Olympus BX51 utilizando cameras de neubauer, ¢ as medidas do volume
celular, através do Software Zen. Com estes dados, foi possivel calcular a biomassa das
espécies através do biovolume em todos os tratamentos (HILLEBRAND et al.,1999). Com os
resultados de densidade e volume celular foram tragadas as curvas de crescimento das
espécies a partir do biovolume.

Os nutrientes analisados foram nitrato, fosforo dissolvido e fosforo total. O método
utilizado para a determinacdo de nitrato foi o espectrofotométrico através da redugdo do
nitrato a nitrito com coluna de cadmio metélico, o ortofosfato e o fosforo total pelo método do
acido ascorbico, conforme procedimentos descritos em APHA (2012).

Foram determinadas as concentragdes de saxitoxina e cilindrospermopsina totais pelo
método Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), utilizando kits em placa Abraxis,
Inc. (Warminster, Pa), seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram filtradas em
filtros tipo GF/C (0,45 pm) para separacao das fragOes intracelular e extracelular. A
cianotoxina intracelular foi quantificada das células retidas no filtro, enquanto a cianotoxina
extracelular foi determinada a partir da dgua filtrada. Para extragdo da toxina das células,
foram realizadas trés séries de congelamento/descongelamento das amostras em temperatura a
-40°C. As andlises foram realizadas com o auxilio de um leitor de microplacas ASYS A-5301
(ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). A biomassa das macrofitas foi feito através do

armazenamento das plantas em estufa, e pesagem didria dos ramos até atingir peso constante.
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Analise estatistica

Para verificar diferencas significativas na taxa de crescimento de C. raciborskii, na
biomassa de E. densa e nas concentracdes de nitrato, ortofosfato, fosforo total e cianotoxinas
(intra e extracelular) entre os tratamentos, tempo de experimentacdo e cruzamento entre os
tratamentos e o tempo foi realizada uma Analise de Variancia dois fatores (ANOVA dois
fatores), seguido do teste de comparacdes multiplas de Tukey. A normalidade e
homocedasticidade foram avaliadas através dos testes Kolmogorov-Smirnov e Levene,
respectivamente. As analises estatisticas foram realizadas considerando nivel de significncia

de 5% e utilizando o programa R Software para Windows (R Core Team, 2018).

Resultados

Foi verificado reducdo do crescimento de C. raciborskii cultivado com E. densa
(F=34,09; p<0,01), essa redu¢do foi observada nos tratamentos com biomassa maior e menor
(F=15,67; p= 0,99), (tabela 1). O tratamento com apenas C. raciborskii, o crescimento foi
exponencial até o dia 8, apresentando declinio apds isso, como mostra na figura 1, neste
tratamento o biovolume variou entre 196 x 10° um3 mL" (2° dia) a 644 x 10° um3 mL" (8°
dia). Nos tratamentos C. raciborskii+ E. densa (0,5 gPF™") o biovolume variou entre 212 x
10° um® mL" (2° dia) e 49 x 10° pm® mL" (4°dia), apos isso houve decliniou total. Nos
tratamentos C. raciborskii+ E. densa (2 gPF"') o biovolume variou entre 290 x 10° pm® mL™
(2° dia) e 91 x 10° um® mL" (4° dia), (figura 12). No quarto dia houve diferencas

significativas entre os tratamentos (p<0,01).

Variaveis Fatores Df F p

Biovolume C. Tratamentos 2 34,09 p<0,01
raciborskii Tempo 1 0,96 P=0,33
Tratamentos x 2 20,31 p<0,01

Tempo
Tratamentos 4 5,99 p=0,01
Fosforo dissolvido Tempo 1 18,01 p=<0,01
Tratamentos x 4 5,58 p=<0,01

Tempo
Tratamentos 4 1,10 p=0,36
Fosforo total Tempo 1 7,14 p=<0,01
Tratamentos x 4 0,42 p=0,78
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Tempo
Tratamentos 0,35 p=0,83
Nitrato Tempo 0,53 p=0,46
Tratamentos x 0,67 p=0,01
Tempo
Tratamentos 14,46 p=0,99
Biomassa Egeria densa Tempo 12,83 p=<0,01
Tratamentos x 1,29 p=0,28
Tempo
Tratamentos 0,44 p=0,64
Cilindroespermopsina Tempo 0,41 p=0,52
intracelular Tratamentos x 0,83 p=0,44
Tempo
Tratamentos 0,15 p=0,85
Cilindroespermopsina Tempo 2,89 p=0,09
extracelular Tratamentos x 0,26 p=0,76
Tempo
Tratamentos 10,12 p<0,01
Saxitoxina extracelular Tempo 20,78 p<0,01
Tratamentos x 8,10 p<0,01
Tempo
Saxitoxina intracelular Tratamentos 1,41 p=0,25
Tempo 24,56 p<0,01
Tratamentos x 0,50 p=0,60

Tempo

Tabela 1. Resultados da ANOVA 2 fatores, testando as variaveis biovolume, fosforo

dissolvido, fosforo total, nitrato e biomassa baseado no tempo, nos tratamentos e na interagao

tempo X tratamento.
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Figura 12. Biovolume de C. raciborskii nos diferentes tratamentos: C. raciborskii; C.
raciborskii+E. densa (0,5 gPF'); C. raciborskii+E. densa (2 gPF') em 12 dias de

experimento.

Houve liberagdo de saxitoxina nos tratamentos com C. raciborskii+E. densa (0,5 gPF
1, nos primeiros dias (F=20,78; p<0,01), apresentando maior concentracdo no dia 6 nesses
tratamentos (0,95+ 0,027 ug L™). Também foi observado diferencas significativas em relagio
ao tempo de experimento (F=8,10; p=0,0). Em relacdo as saxitoxinas intracelular, ndo foi
observado diferengas significativas entre os tratamentos (F=1,41; p=0,25), apenas
considerando o fator tempo (F= 24,56 p<0,01). Os tratamentos com apenas C. raciborskii
obtiveram concentracdes no dia 4 (0,082+0,16 pg L"), nos tratamentos com presenca de E.
densa as concentra¢des diminuiram a partir do dia 2 (p<0,01).

Para cilindroespermopsina intracelular ndo houve diferengas estatisticas entre os
tratamentos testados. As concentra¢des variaram de 0,26+0,01 ng L nos tratamentos com C.
raciborskii, ja nos tratamentos com C. raciborskii+E. densa (0,5 gPF™) houve variagdo de
0,26+0,01 pg L™ para 0,07+0,016 pg L™, enquanto nos tratamentos com C. raciborskii+ E.
densa (2 gPF") a variagdo foi de 0,26+0,01 pg L' para 0,32+0,19 pg L. Em relagdo a

cilindroespermopsina extracelular ndo houve diferencas entre os tratamentos.
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Figura 13. Saxitonas extracelular (superior) e intracelular (inferior) de C. raciborskii nos
diferentes tratamentos: C. raciborskii; C. raciborskii+ E. densa (0,5 gPF™); C. raciborskii+
E. densa (2 gPF ") em 12 dias de experimento.
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Figura 14. Cilindroespermopsina extracelular (superior) e intracelular (inferior) de C.

raciborskii nos diferentes tratamentos: C. raciborskii; C. raciborskii+ E. densa (0,5 gPF'l); C.

raciborskii+ E. densa (2 gPF™") em 12 dias de experimento.

Os valores de fosforo dissolvido diminuiram significativamente entre os tratamentos
(F=5,99; p=<0,01), essa redugdo foi observada nos tratamentos de C. raciborskii comparado
com os tratamentos de C. raciborskii+ E. densa (0,5 gPS™) e C. raciborskii + E. densa (2 gPS’
1)‘ Também foi verificado diferengas nas concentragdes de fosforo dissolvido nos tratamentos
com apenas E. densa (2 gPS™) apresentando menores concentragdes ao final do estudo (F=
18,01; p= <0,01). O tratamento C. raciborskii + E. densa (2 gPS™) também apresentou
redugdo de 70,6% do fosforo dissolvido (redugdo para 3189,66+ 149,73 ug L™).

As concentragdes de fosforo total nos tratamentos de C. raciborskii, variaram pouco

(média 46,92,27+309,39 pg L) ndo apresentando diferengas entre os tratamentos (F= 1,10;
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p=0,36). No fim do experimento houve tendéncia ao aumento de fosforo nos tratamentos
com apenas C. raciborskii e nos tratamentos com apenas E. densa (0,5 gPS™)
(4386,33+245,55 ug L' e 4051,33+248,88 pg L) respectivamente.

Observamos declinio da concentracdo de nitrato, no entanto, ndo foi significativo entre
os tratamentos (F= 0,35; p=0,83). A figura 4 mostra as concentragdes de nitrato reduzindo de
22326+3014,49 pg L™ para 14220+£1397,97 ug L™ ' nos tratamentos de C. raciborskii a partir
do dia 4. Os tratamentos com C. raciborskii+E. densa (0,5 gPS™) apresentaram
10603+2515,14ug L no dia 4 e os tratamentos com C. raciborskii + E. densa (2 gPS™)
apresentaram redu¢do de 10751,24 + 4369,80 pg L' no dia 8, estas foram as menores
concentragdes registradas, apds isso houve aumento das concentracdes (figura 15). Os
tratamentos com apenas E. densa (2 gPS™") apresentaram acentuada reducio do nitrato no dia

8 (p<0,01).
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Figura 15 - Concentragdes de fosforo total, fosforo dissolvido e nitrato nos tratamentos com C.
raciborskii; E. densa (0,5 gPS™); E. densa (2 gPS™); C. raciborskii+E. densa (0,5 gPS™); C.

raciborskii+ E. densa (2 gPS™) em 12 dias de experimento.

A biomassa das macrofitas ndo apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos (F= 14,46; p=0,99), mas apresentou diferencas significativas no tempo (F= 12,83;
p<0,01). A biomassa diminuiu a partir do dia 6. Nos tratamentos de E. densa (0,5 gPS™) a
biomassa variou de 0,05+0,05 gPS para 0,08+0,01 gPS, o mesmo comportamento foi
verificado nos tratamentos de C. raciborskii+E. densa (0,5 gPS'l), (Figura 5). Nos tratamentos
E. densa (2 gPS™) a biomassa variou de 0,24+0,04 gPs para 0,34+0,03 gPs no dia 12. Nos
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tratamentos de C. raciborskii + E. densa (2 gPS™) a variagdo foi de 0,24+0,04 gPS para
0,37+0,03 gPS.
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Figura 16. Biomassa de Egeria densa nos tratamentos com C. raciborskii; E. densa (0,5 gPS™);
E. densa (2 gPS™); C. raciborskii+E. densa (0,5 gPS™); C. raciborskii+ E. densa (2 gPS™) em 12 dias

de experimento.

Discussao

Nosso estudo mostrou que o crescimento da cianobactéria estudada, C. raciborskii, foi
inibido na presenga fisica da macrofita submersa E. densa e houve producdo de toxinas pela
C. raciborskii, corroborando com a hipotese do trabalho. A diminuigdo da taxa de
crescimento de cianobactérias ocorreu mesmo com a exposi¢do de uma menor biomassa de
macréfitas, como a testada no experimento (0.5 gPF™"), que foi suficiente para impedir o
crescimento de C. raciborskii a partir do quarto dia de exposigao.

Macrofitas submersas e algas apresentam relagdes antagbnicas em ecossistemas
aquaticos naturais ¢ experimentais (Nakai et al., 1996), sendo o crescimento algal inibido
devido a competi¢do por nutrientes, luz e/ou até mesmo por compostos bioativos produzidos
pelas macroéfitas aquaticas (Jeppesen et al., 1990; Scheffer, 1998). Em estudo sobre o efeito
de macroéfitas aquaticas em comunidades fitoplanctonicas, Takamura et al. (2003)
observaram que em 36% dos casos a varia¢do total na comunidade fitoplanctonica foi
explicada pela presenca de macrofitas.

De acordo com estudos, uma das razdes da inibigdo do crescimento de cianobactérias

ocorre pela vantagem competitiva de nutrientes das macrofitas (Van Donk et al., 1993; Mowe
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et al., 2019). Macrofitas submersas, tais como E. densa, apresentam alta biomassa e maior
area de superficie vegetal, que tornam mais facil a absor¢do de nutrientes e ions (Wang et al.,
2012). Além disso, possuem mecanismos de agdo radicular (Angelstein; Schubert, 2008), no
qual as raizes representam a principal forma de absor¢do dos nutrientes (Horpilla; Nurminen,
2003). No entanto, como podem viver em formas flutuantes livres, sem ancoragem no
sedimento (Gang; Gastal, 1998), contam também com a absor¢ao foliar que ¢ a principal
forma de captacdo na coluna de agua.

Em nosso estudo, a forma de absor¢do de nutrientes das macrofitas foi por
mecanismos de agdo foliar, uma vez que ndo foi introduzido raiz na montagem dos
experimentos. No estudo verificamos reducdo das concentracdes de nitrato nas incubagdes
com apenas 2 gPF"' de planta no dia 6, segundo Ghaly et al., (2005) estas plantas preferem
NO; sendo estas boas alternativas na remog¢ao desse nutriente de aguas residuais (Maltais-
Landry et al.,, 2009; Vanderstukken et al., 2011). Espécies submersas sdo, em geral,
caracterizadas por abrigar uma biomassa de perifiton relativamente alta (Sher-Kaul et al.,
1995; Vanderstukken et al., 2011), o qual pode ter contribuido também para a diminui¢do de
fosforo dissolvido nas incubagdes com E. densa mesmo apos sucessivas lavagens pré-
experimental.

No estudo, foi possivel observar que E. densa reduziu significativamente as
concentragdes de fosforo dissolvido, no entanto, este fator provavelmente nao possa ter sido o
mais importante para explicar a inibicdo do crescimento de cianobactérias ocorrida, uma vez
que nos tratamentos com apenas C. raciborskii se observou pouca diminuigdo de fosforo.
Esta inibi¢do pode ter ocorrido através de outros fatores como o efeito de sombreamento
desempenhado por macroéfitas, principalmente nas incubagdes com maior biomassa de
macrofitas (2g). No ambiente, este evento ¢ maior em aguas mais rasas quando as macrofitas
submersas conseguem se desenvolver intensamente, formando um dossel sub-aquatico, e
consequentemente atenuando a penetracao de luz e comprometendo a utilizacdo desse recurso
pelo fitoplancton (Mulderij et al., 2007; Santonja et al., 2018). Em relagdo a luz, as macrofitas
apresentam vantagens para adquirir este recurso, pois podem acelerar o alongamento dos
caules como forma de alcangar maior parte da luz, além de induzirem a uma maior producdo
de clorofila-a nas partes vegetativas mais profundas para tolerar a atenuacdo da luz (He et al.,
2019).

Outro mecanismo de interagdo macrofita- cianobactérias € a produgdo e a excregao de
aleloquimicos pelas macrofitas que podem ser eficazes contra o fitoplancton (Donk; van de

Bound, 2002). Estes compostos aleloquimicos pertencem a diferentes classes quimicas, tais
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como polifenois, dcidos graxos oxigenados, compostos de enxofre, poliacetilenos (Nakai et al.
2012). As macroéfitas submersas, possuem representantes com maior atividade alelopatica do
que outras espécies (Mohamed et al., 2017) que atuam inibindo o crescimento de
cianobactérias que formam floragdes (Liu et al., 2007; Shao et al., 2009). A forma de atuagao
desses aleloquimicos podem se d& através da atuagdo no processo fotossintetico das
cianobactérias inibindo o fotossistema II (PSII), interferindo no processo de transferéncia de
elétrons (Leu et al., 2002; Zhu et al., 2010).

No entanto, as cianobactérias produzem uma ampla gama de metabolitos secundarios
que sdo muito diversos na estrutura e fungdes quimicas (Nunnery et al., 2010). No estudo foi
possivel observar liberacdo de toxinas nos tratamentos. Estes compostos possuem efeitos
negativos para o desenvolvimento das macrofitas aquaticas como a inibigdo do crescimento
devido a liberacao de cianotoxinas, a exemplo da cilindrospermopsina (Flores-Rojas et al.,

2015), no entanto os efeitos na macrofita ndo foram estudados.

Conclusao

A presenca fisica de Egeria densa comprometeu o crescimento de C. raciborskii logo
nos primeiros dias de exposigdo. A espécie C. raciborskii sendo toxica, apresentou aumento
na producdo de toxinas durante o tempo de coexisténcia com Egeria densa. Nos tratamentos
com macrofita também hove diminui¢do das concentragdes de fosforo dissolvido. Estes
achados revelam a importancia da espécie de macrofita estudada sobre o crescimento e

producdo de toxinas em uma populagdo de cianobactérias.
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CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

Esta tese contribui com o conhecimento das macrofitas submersas e como atuam
diretamente nos fatores que estdo relacionados a eventos de eutrofizacdo. Uma vez que agem
na disponibilidade de fosforo no ambiente. Podendo tanto promover liberacdo de fosforo onde
ha processos intensos de decomposicao ou removerem fosforo onde esses vegetais sdo mais
estaveis, sem que haja processos de decomposicao. Utilizam o fosforo da regido proxima ao
sedimento evitando assim possiveis ressuspensdes para a coluna d’agua. Bem como atuam no
controle de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas. Esta espécie pode ser uma
alternativa de remocdao de nutrientes e cianobactérias em ambientes mais rasos ou em

ambiente experimental.



