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Resumo

A qualidade da agua no sistema tanques redes é o fator mais importante e deve
se ter manejos adequados para que nao haja problemas com a producao e nem
com o ambiente. O surgimento de cianobactérias devido ao excesso de nutriente
existentes nestas areas € um dos fatores mais preocupantes para o setor,
algumas espécies podem emitir toxinas causando danos ndo apenas para 0S
animais, mais também para o ambiente e demais usos da agua. O presente
estudo teve como objetivo avaliar os impactos causados pelas pisciculturas em
tanques redes sobre a comunidade fitoplanctonica. O trabalho foi realizado em
dois laboratérios, o cultivo e purificacdo de cepas puras de cianobactérias foram
realizados no laboratério das Faculdades Integradas de Bauru (FIB), as amostras
de pigmentos e os dados das culturas puras foram analisados em Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) no laboratério da APTA de Jad. As amostras de
pigmentos foram coletadas em seis pisciculturas em localizacGes diferentes, em
trés pontos determinados nos cultivos de tilapias, a montante e a jusante, onde
foram também coletadas as amostras das andlises taxonémicas e os dados
ambientais. Os resultados mostraram presenca de cianobactérias através de
pigmento equinenona em todas as amostras coletadas, esses dados se repetem
nas analises taxon6micas e ambientais. Atraveés dos resultados obtidos foi
concluido que nao foi detectado um padrdo de aumento da concentracdo de
pigmentos e dos diferentes grupos fitoplanctonicos no interior das fazendas,
assim como nao houve deterioracdo da qualidade da agua quando comparados
0S pontos a montante e a jusante, e as condi¢cdes limnoldgicas entre as diferentes
bacias estudadas foram significativamente diferentes, indicando graus diferentes
de susceptibilidade entre as areas de cultivo.

Palavras-chave: fitoplancton, flora¢des, toxinas, impactos.
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Abstract

Water quality is a main issue in cage Aquaculture, and proper management is
needed to avoid environmental problems that affects negatively production. The
emergence of cyanobacteria due to excess nutrients in these areas is one of the
most worrisome factors for the sector, some species can emit toxins causing
damage not only to animals, but also to the environment and other uses of water.
The present study aimed to evaluate the impacts caused by cage farms on the
phytoplankton community. The work was carried out in two laboratories, the
cultivation and purification of pure strains of cyanobacteria were carried out in the
laboratory of Faculdades Integradas de Bauru (FIB), the pigment samples and the
data of the pure cultures were analyzed in High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) at APTA laboratory in Jau. The pigment samples were
collected in six fish farms at different locations, at three points determined in tilapia
farms, upstream and downstream, where taxonomic analyzes and environmental
data were also collected. The results showed the presence of cyanobacteria
through pigment equinenone in all samples collected. No pattern of increase in the
concentration of pigments or the different phytoplankton groups inside the farms
was detected, nor was there any deterioration of the water quality when the
upstream and downstream points were compared, and the limnological conditions
between the different basins studied were significantly different, indicating degrees

of susceptibility between farming areas.

Key-words: phytoplankton, blooms, toxins, impacts.
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Capitulo 1

1.0 Introducéo geral

1.1 Fitoplancton

O fitoplancton tem sua definicdo como um conjunto de organismos que
vivem a deriva na coluna d’agua e fazem fotossintese, incluindo os grupos
taxondmicos de algas e cianobactérias (ESTEVES, 2011). Juntamente com as
algas perifiticas e macrofitas aquaticas, realizam fotossintese e participam da fase
biologica de ciclagem dos nutrientes nos ambientes aquaticos. Diversos sdo 0s
grupos de algas encontrados em &aguas salgadas e doces, mais a diversidades
em aguas lacustres é bem maior do que em ambiente marinho (HUPPERT et al.,
2004).

Ao longo do ano ha variacbes da densidade e composicao especifica das
comunidades fitoplancténicas, mais evidentes em lagos de regides temperadas do
gue em lagos de regides tropicais segundo (WETZEL, 1993). A radiacdo solar &
utilizada como fonte de energia para o fitoplancton, sendo a variagdo temporal e
espacial da disponibilidade Iluminosa importante fator que regula sua
produtividade. Além da radiacéo, o fitoplancton necessita de nutrientes para seu
desenvolvimento, especialmente o fésforo e o nitrogénio que sdo demandados em
maior quantidade, participando na formacdo de proteinas, acidos nucleicos e
outros compostos indispensaveis para sua reproducdo e sobrevivéncia. O
nitrogénio e o fosforo sdo obtidos diretamente da agua pelo fitoplancton e
repassados para outros compartimentos troficos do ecossistema. A temperatura
também influencia na taxa de crescimento, podendo atuar de duas maneiras,
diretamente sobre o fitoplancton ou indiretamente alterando a distribuicdo de
nutrientes na zona eutréfica. Dentre 0s grupos mais abundantes do fitoplancton
de agua doce podemos destacar Euglenophyta, Chlorophyta, Charophyta,
Heterokontas e Cyanophyta, estes Ultimos também conhecidos como
cianobactérias (ESTEVES, 2011).

Quando expostas em condicfes favoraveis, muitas espécies crescem em
altas densidades, em um fendbmeno conhecido como floracdo de algas.

Geralmente isto ocorre em épocas quentes e em A&reas com grandes
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concentracbes de nutrientes (ESTEVES, 2011). Uma descricdo mais especifica
das floracGes de algas seria o desenvolvimento acelerado de microrganismos de
uma ou mais espeécies, de curta duracdo com mudancas visiveis na coloracao da
agua, diretamente correlacionada com a eutrofizacdo das aguas. Dentre os
problemas causados pela eutrofizacdo sdo destacados a diminuicdo do
desenvolvimento de plantas aquéticas profundas, reducdo da diversidade
biolégica e liberacdo de toxinas por algumas espécies de cyanophyta, podendo
ocasionar a morte de organismos aquaticos. Em determinados casos quando
consumidos em niveis toxicos por animais ou humanos, podem causar danos a
saude atraves de intoxicacdo (CARMICHAEL, 1994).

O fitoplancton, assim como os demais organismos presentes na agua,
esta sujeito as variagbes em sua comunidade ocasionadas por estas mudancas
no ambiente. Em relacdo aos grupos de fitoplancton que tem recebido grande
atencdo atualmente estdo as cianobactérias, devido aos frequentem episddios de

floracoes.

1.2 Cianobactérias

Cianobactérias sdo também conhecidas por algas azuis, seu home teve
origem a partir de um dos seus principais pigmentos, a ficocianina (ESTEVES,
2011). As cianobactérias possuem potencial de producédo de toxinas, entre elas
as anatoxinas, cilindrospermopsinas e microcistinas, associadas as ocorréncias
de floracBes. Seu aparecimento no corpo d’dgua engloba diversos fatores
ambientais, tais como a eutrofizacdo por excesso de nutrientes como fésforo e
nitrogénio, em conjunto com altas temperaturas e baixa hidrodinamica favorecem
o desenvolvimento destes microrganismos (CARMICHAEL, 1994).

Suas floragbes podem causar diversos danos ao ambiente aquatico,
sendo que a cada espécie tem suas caracteristicas; o efeito mais comum é a
mudanca de turbidez e coloracdo da agua.

Cianobactérias sado organismos fotoautétrofos, procarioticos e aerobios
gue habitam ambientes marinhos, terrestres, salobros e dulcicolas, podem estar
presentes sobre macrdfitas, na coluna d’agua e nos sedimentos. S&o capazes de

fixar nitrogénio atmosférico, isso se da devido ao auxilio de células modificadas
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para a fixagdo, conhecidas por heterocistos, podendo citar como exemplos 0s
géneros Aphanizomenon e Cylindrospermopsis (KOMAREK, 2003).

O pH ideal para o crescimento das cianobactérias fica em torno de 7,5 a
10, abaixo de pH 5 ndo é favoravel ao seu desenvolvimento; As taxas de
crescimento maximas sdo observadas em temperaturas acima de 25° e
apresentam menor crescimento em temperaturas mais baixas em relacdo as
demais algas ( FERNANDES et al. 2009, SPERLING e JARDIM 2009).

Em todo mundo, mais de 2000 espécies ja foram identificadas segundo
Guven e Howard (2011), estando presentes em todos 0s ecossistemas aquaticos,
sendo capazes de sobreviver em ambientes extremamente desfavoraveis as
outras espécies. Nao ha a necessidade de muita luz para manter a estrutura e
funcdes celulares no caso da cianobactérias, isso se da devido aos vacuolos que
facilitam sua flutuagdo, permitindo assim a migragéo na coluna d’agua. Possuem
capacidade de estocar fésforo e fixar nitrogénio, possibilitando assim seu
crescimento mesmo em situagdes com baixa concentracdo de nutrientes. Devido
a sua ma palatabilidade é pouco predada por zooplanctons, estas caracteristicas
trazem vantagens competitivas em relacéo a outros grupos de algas (SPERLING
e JARDIM, 2009).

As cianobactérias e suas floracbes vém sendo estudadas ha algum
tempo, com o propésito de entender seu comportamento. As floracdes de
cianobactérias ocorrem apos longos periodos de seca associados a dias com
muito sol e abundancia de nutrientes. Paerl e Huisman (2008), afirma que altas
temperaturas, nutrientes em excesso, estratificacdo térmica e alto tempo de
residéncia sao favoraveis a sua dominancia nos ecossistemas aquaticos.

Carvalho et al. (2011), realizaram um estudo em 134 lagos ingleses, com
0 proposito de modelagem para prever as floragcbes de cianobactérias, eles
concluiram que a cor da agua foi a variavel mais relevante em relacdo as grandes
populacdes de cianobactérias, seguidas pela alcalinidade e tempo de retencéo de
adgua. Os autores também destacaram que altas concentragBes de nutrientes
associadas as condi¢cdes descritas acima constituem situacdes de grande risco
para os ecossistemas. Burford et al. (2007) reportam que a cobertura vegetal nas
bacias hidrogréficas, além das concentracbes de nitrogénio e fdsforo, estdo

diretamente relacionadas a altas densidades de cianobactérias.
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Giordanino et al. (2011) realizou experimentos com quatros espécies de
cianobactérias, obtendo diferentes resultados nas espécies para a variages de
radiacdo solar e temperatura, concluindo que nem todas as espécies respondem
da mesma maneira em relacdo a temperatura da agua. Carmichael (2001) e
Guven e Howard (2011), afirmam que o principal fator para o aumento de floracao
de cianobactérias sédo as mudancas climéticas e eutrofizagdo.

A associacao entre a ocorréncia de floraces toxicas e fatores ambientais
€ um tema muito recorrente na bibliografia. De acordo com Christiansen et al.
(2008), os mecanismos que definem cepas toxicas e ndo toxicas das
cianobactérias sdo frequentemente imprevisiveis. Azevedo et al. (1994) foi o
primeiro a registrar no Brasil a producdo de cianotoxinas.

Davis et al. (2009) concluiram que a elevacao da temperatura aumentou a
taxa de crescimento das cianobactérias que produzem toxinas, porém as nao
produtoras ndo apresentaram aumento de crescimento. Neste trabalho a
concentracdo de fésforo combinado com a temperatura, foi o que resultou no
maior crescimento das cepas toxicas. No entanto Joung et al.(2011) obteve
resultados conflitantes com os de Davis et al. (2009), os autores observaram em
estudos com cepas de Microcystis, relacionando fatores ambientais com a
dindmica de cepas produtoras e ndo produtoras de toxinas, que 0 crescimento
delas estdo estreitamente relacionados. As cianobactérias com potencial toxico
podem apresentar cepas ndo produtoras e produtoras de cianotoxinas em um
mesmo momento, os fatores que levam a estas variagbes ainda nao séao
conhecidos, e a proporcéo da densidade entre estes fatores podem variar.

Floracdes de cianobactérias sdo causadas por diversas alteracdes das
condicbes naturais nos ambientes aquaticos, na maioria das vezes estas
mudancas estéo relacionadas com o excesso de nutrientes e altas temperaturas.
Estes fatores podem resultar em um crescimento descontrolado das comunidades
de cianobactérias, fendbmeno conhecido como floracdo, conforme descrito por
Bittencourt-Oliveira e Molica (2003), no qual os autores observaram que as
floragbes podem alterar o equilibrio dos ecossistemas aquaticos e conferir odor e
sabor a agua, poréem o maior problema relacionado as floragdes de cianobactérias
€ a producédo de cianotoxinas, prejudiciais a satde humana e de outros animais.

Um dos problemas acarretados pelas cianobactérias é o off-flavor (gosto

de barro) em peixes, ele pode ser causado por metabdlitos secundarios
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produzidos por cianobactérias existentes nas areas de cultivos. O composto
responsavel por este problema frequentemente € a geosmina, que ocorre devido
as altas densidades populacionais de cianobactérias e actinomicetos
(REBOUCAS et al., 2017).

Segundo Mottram (1998), o off-flavor € caracterizado por qualquer sabor
gue néo seja normal ao alimento. O aumento de oferta da rag&o oferecido para os
peixes pode ter relacdo com o off-flavor (BROWN e BOYD, 1982), a ragao em
excesso causa acumulo de nutrientes tornando o ambiente eutrdéfico, favorecendo
o desenvolvimento das cianobactérias. Para Tucker (1999), a alimentacdo, o
desequilibrio ambiental e manejo no cultivo estdo diretamente relacionados as
alteracdes da comunidade fitoplancténica que pode afetar o sabor do pescado.

Na piscicultura, os criadores enfrentam problemas com off-flavor, sendo
que a alteracdo no sabor causada pela geosmina pode tornar o pescado
inaceitavel para o consumidor, trazendo prejuizos ao produtor. Quando ingerida
ou absorvida pelos peixes, a geosmina faz com que apresentem o gosto de barro
e em determinados casos a contaminacao é tdo drastica que torna inviavel a sua
comercializagdo (LOVELL e SACKEY, 1973). Ainda n&o foram identificadas
estratégias eficazes para evitar a ocorréncia de off-flavor causado por geosmina
nos peixes. No entanto, os produtores nos Estados Unidos adotam as algumas
praticas, dentre elas a avaliacdo sensorial, o controle de populacdo de algas
cianoficeas com o uso de Aagicidas a base de cobre e despesca imediata nos
viveiros apods avaliacao sensorial detectar off-flavor (KUBITIZA, 2004).

Casos mais relevantes de floragcdes afetando a aquicultura estédo
relacionados as cianobactérias. Existem varios registros de animais de grande e
pequeno porte que foram a 6bito por envenenamento por ingestao ou contato com
floracbes toxicas (FALCONER 1999). Um caso grave e de muita preocupacao
pela agcdo de cianotoxinas sobre humanos foi registrado em Caruaru,
Pernambuco. Durante o tratamento as maquinas de hemodialise utilizaram agua
contaminada por microcistinas, levando a morte de 52 pacientes com sintomas de
hepato-toxicose (JOCHIMSEN et al., 1998; AZEVEDO et al., 2002).

As floragdes de cianobactérias resultam em mudancas bruscas na
turbidez e coloracédo das aguas, fendmeno este observado devido a presenca de

uma nata de coloragdo verde escura sobre a superficie da agua. A abaixo (figura
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1) é uma imagem registrada em uma das pisciculturas do trabalho, em um dia de

coleta de amostras.

Figura 1: (Fonte prépria) Aspecto tipico de floracdo de cianobactérias, com
formacao de nata ou escuma verde intensa sobre a superficie da agua.

1.3 Pigmentos

A presenca de pigmentos especificos nas cianobactérias abre a
possibilidade de deteccdo precoce destes microorganismos, com amplas
possibilidades de aplicacdo na aquicultura. A composicdo de pigmentos num
sistema aquatico pode ser Util para descrever a comunidade fitoplanctdnica
instalada, pois cada pigmento tem um espectro especifico de absorcao de luz e
muitos ocorrem exclusivamente em determinados grupos taxon6micos do

fitoplancton.

Estima-se que existam cerca de 100 pigmentos identificados, que foram
divididos em trés categorias: clorofilas, carotendides e ficobiliproteinas (também
chamados de ficobilinas) (RICHARDSON, 1996). Através da fotossintese, a
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absorcdo de radiacdo eletromagnética pelas populacdes de fitoplanctén
possibilita a fixacdo de carbono e a producdo de oxigénio. E a presenca de
pigmentos fotossinteticamente ativos que torna este processo possivel, estas
moléculas captam energia eletromagnética no intervalo de 400 a 700 nm (KIRK,
1994). O principal pigmento responsavel pela absor¢cdo de energia
eletromagnética é a clorofila (KIRK, 1994; RICHARDSON, 1996). A distribuicdo de
clorofilas entre diferentes grupos de organismos esta resumida na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo dos pigmentos mais comuns nos diferentes grupos
de organismos do fitoplancton.

Clorofilas Carotendides além  Ficobilinas Cor
do B-caroteno predominante
Cyanophyta a Flavicina, aloficocianina, verde-azul
Zeaxantina, ficocianina,
Oxilaxantina, ficoeritrina
Myxoxantofila
Prochlorophyta a, b - - verde
Rhodophyta a, d a-caroteno aloficocianina,  vermelha
ficocianina,
ficoeritrina
Fucophyceae a, C, Luteina - marrom
Bacillariophyceae a, C, Fucoxantina - sourada
Dinophyta a, c, Peridinina - marrom
Chlorophyta a,b Luteina, - verde
Sifonoxantina
Euglenophyta a,b Sifonoxantina - verde
Plantas terrestres a,b - verde

Fonte: Adaptado de (Oliveira, 2003 e Richardson, 1996)

O numero de carotenoides é muito maior em relacdo as clorofilas, sendo
que todos eles tém funcdo priméaria de foto-protecdo. Todos apresentam forte
absorcdo de energia na mesma regidao do espectro (RICHARDSON, 1996). Os
pigmentos lipossollveis sdo formados pelas clorofilas e carotenoides e o0s
hidrossoluveis pela ficobiliproteinas. Os pigmentos encontrados podem ter
utilidade taxondémica para determinacdo da presenca e densidade de
cianobactérias nos ambientes aquaticos (KUTSER et al., 2006).

Os diferentes pigmentos presentes em uma amostra de agua influenciam
no comportamento espectral, estabelecendo padrées especificos de absorcdo e
refletdncia (RICHARDSON, 1996). A quantidade de métodos para identificacdo
de pigmentos vem sendo aumentada cada dia mais nos ultimos anos, iSso se
deu principalmente devido ao avanco de técnicas modernas, como o CLEA (sigla

em portugués para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). O CLAE resulta em
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quantificacbes de pigmentos lipossoluveis ou hidrossoliveis, dependendo do
procedimento utilizado (GREISBERGER e TEUBNER, 2007). E possivel
determinar a composicao do fitoplancton através de CLAE (BARLOW et al., 2007;
WRIGHT et al., 2010; SCHLUTER et al, 2011).

1.4 Aquicultura em tanques redes

Diversos fatores qualificam o Brasil como favoravel a aquicultura. O pais
apresenta um grande potencial hidrico, mercado interno forte, clima favoravel,
areas com boas disponibilidades para instalacbes de pisciculturas e grande
producdo de matéria prima para producédo de racdes. O uso em larga escala do
sistema de tanques-rede iniciou ha mais de cinco décadas na Asia, no delta do rio
Mekong, (BEVERIDGE , 1984; MEDEIROS, 2002). No Brasil, a técnica comecou
a ser utilizada em meados dos anos 1990, principalmente na regido Sudeste
(BRANDAO et al., 2004; MEDEIROS 2002; ONO, 1998).

A partir da década de 70, a aquicultura mundial vem apresentando
crescimento superior a da pesca extrativista, segundo dados da FAO (2016). No
Brasil alguns programas governamentais como PRONAF (Programa de
Fortalecimento da Agricultura Familiar) e FEAP (Fundo de Expansdo do
Agronegdcio Paulista e Marketing) contribuiram para o aumento do setor (MPA,
2009). Como consequéncia do desenvolvimento da aquicultura brasileira, muitos
estudos vém sendo feitos para avaliar os impactos causados pelo sistema de
aquicultura em tanques rede (exs: MALASSEN et al., 2008; MACEDO e
SIPAUBA-TAVARES 2010). Estes estudos vém mostrando uma série de efeitos
sobre diversos tipos de organismos aquaticos, podendo afetar diretamente a
qualidade da agua.

A guantidade significativa de residuos organicos que séo lancados no
ambiente aquatico € uma das mais marcantes caracteristicas das pisciculturas de
tanque redes (VITA, et al., 2004). A eutrofizacdo da 4gua resulta no aumento da
produtividade priméria, com reflexos em todos os compartimentos do ecossistema
(TACON e FORSTER, 2003). Os restos de racdo e excretas fisioldgicos sdo

fontes de nutrientes que podem levar a eutrofizacdo, porém o0s impactos
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dependem de fatores como: técnicas de cultivo; qualidade da racéo; espécie de
peixe e praticas de manejo (WU, 1995; PILLAY, 2004)

A qualidade da agua é comprometida pela decomposicao destes detritos,
através da oxidacédo feita por microrganismos, podendo levar a mortalidade das
espécies ali existentes e comprometendo o0 uso desses recursos hidricos
(SIPAUBA-TAVARES, 1995; MEDEIROS, 2002; WU, 1995; PILLAY, 2004.). O
acumulo de matéria organica e nutrientes derivados destes detritos influencia
diretamente na densidade de fitoplancton a turbidez da agua (ROTTA e DE
QUEIROZ, 2003).

A eutrofizacdo é favorecida pelos incrementos de matéria organica,
podendo comprometer o sistema de cultivo, devido a reducdo da concentracdo de
oxigénio dissolvido e do aumento de nutrientes, isto pode acarretar em floracao
de algas e cianobactérias, ocasionando prejuizos ao produtor (AMERICO et al.,
2013). O surgimento de cianobactérias pode ocasionar problemas ndo apenas
para os produtores de peixes, mais também para gestdo de aguas interiores
visando multiplos usos, tais como a pesca; abastecimento de 4gua e recreacao,

impactando assim na economia e saude publica (BARTRAM et al., 1999).
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2. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os impactos causados pelas

pisciculturas em tanques rede sobre a comunidade fitoplanctbnica.

2.1 Objetivos especificos

Comparar os teores de pigmentos no interior das fazendas com pontos situados a

montante e a jusante.

Comparar as densidades dos diferentes grupos fitoplancténicos no interior das

fazendas com pontos situados a montante e a jusante.

Comparar as médias das variaveis limnoldgicas entre as diferentes bacias

estudadas.
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3. Material e métodos

Nesta secdo constam os detalhes metodolégicos que ndo puderam ser
inseridos no manuscrito que segue no capitulo 2, esta opcao foi feita para evitar
redundancia de informacgdes entre a introdugdo geral e o manuscrito. No
manuscrito constam os detalhamentos metodolégicos da coleta de dados
ambientais, das quantificacbes de pigmentos, das analises microscopicas de
fitoplancton e andlises estatisticas. Na presente secdo sdo apresentados 0s
métodos de cultivo de cianobactérias, que servem como base para as

interpretacfes dos resultados das analises em CLAE.

3.1 Locais de coleta

As amostras foram coletadas em Outubro de 2016 em 6 pisciculturas de
criacdo de Tilapia do Nilo, em seis diferentes fazendas localizadas nos principais
pélos produtores do estado de Sdo Paulo. A tabela 2 relaciona as bacias

hidrogréaficas e reservatérios onde estdo situadas as pisciculturas.

Tabela 2: Identificacdo e localizacdo das pisciculturas estudadas neste projeto.

IDENTIFICACAO RESERVATORIO BACIA
HIDROGRAFICA
1 Chavantes Paranapanema
2 Nova Avanhandava Tieté
3 Nova Avanhandava Tieté
4 Nova Avanhandava Tieté
5 llha Solteira Parana
6 llha Solteira Grande

As pisciculturas estao localizadas conforme mapa indicado na figura 2.
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Figura 2: Mapa dos reservatorios avaliados durante o presente estudo.

A figura 3 ilustra a disposicdo das estruturas de cultivos nas diferentes

fazendas analisadas neste estudo.

Figura 3:(Fonte propria) Exemplos da disposicdo das estruturas de cultivo nas
diferentes fazendas analisadas neste estudo.
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Os pontos de coleta das amostras foram determinados da seguinte
forma: montante, que € a localizagcdo antes dos tanques das pisciculturas,
fazenda que é localizacdo em que os tanques redes estdo alojados e a jusante
que é localizacdo apds as areas dos tanques, para onde se dirige a correnteza
das 4guas (Tabela 3). A avaliacdo dos impactos das pisciculturas foi feita através
da comparacédo das variavéis mensuradas nos pontos a montante, no interior das

fazendas e a jusante.

Tabela 3: Pontos efetivamente amostrados no presente estudo.

Piscicultura Fazenda Jusante Montante
1 X X X
2 X X X
3 X X
4 X X
5 X X X
6 X X X

Para as fazendas 1, 2, 5 e 6 foram amostrados os pontos a montante,
dentro das fazendas e a jusante; As fazendas 3 e 4 estdo localizadas ho mesmo
braco do reservatério de Nova Avanhandava, estando a fazenda 2 a montante da
fazenda 3. Com isso foi amostrado apenas um ponto a montante e um ponto a

jusante das duas fazendas (Tabela 3).

3.2 Cultivo de Cianobactérias

O cultivo de cianobactérias foi realizado no laboratério de microbiologia do
setor de Agronomia da FIB (Faculdades Integradas de Bauru), localizada em
Bauru/SP. O meio de cultivo utilizado foi o BG-11, todo o processo de formulagao
foi feito em laboratorio, sendo feito 0 meio concentrado para posterior diluicdo do
meio para uso imediato.

Para a confeccdo do meio de cultura concentrado foi utilizado o BG-11
sélido e liquido com o uso de cicloheximida, seguindo os procedimentos
descritos para o cultivo de cianobactérias em (JACINAVICIUS et al., 2013). Os

meios foram preparados em trés etapas:
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1. Preparo de 500 ml das solugcbes estoque que compdem 0O meio
concentrado, suficientes para os experimentos a serem realizados em um periodo
de 6 meses, permanecendo armazenada em frascos plasticos e congelado até o
uso. A composicdo de nutrientes e quantidades esta descrita na tabela 4 e na
tabela 5 a relacdo para formulagdo dos metais traco.

Os compostos dos metais-tracos foram diluidos em 500 ml de &gua
deionizada e a solucédo armazenada em frascos plasticos no freezer até o uso.

2. A partir da solucdo estoque foi preparado o meio concentrado.
Inicialmente foram preparados 3 litros de meio de cultura concentrado. Foram
usados para o procedimento do meio concentrado: 30 ml da solucdo de EDTA; 30
ml da solucao de citrato férrico amoniacal; 3 ml da solucdo de metais tracos; 30
ml da solucdo de NaNOg3; 30 ml da solucédo de K;HPO,4 + 3H,0; 30 ml da solucdo
de MgSO, + 7H,0; 30 ml da solugdo de CaCl, + 2H,0; 30 ml da solucdo de
Na,COs e 30 ml da solugdo de Acido Citrico. Todas as solugbes foram
adicionadas na sequéncia descrita acima, principalmente os dois primeiros, pois
do contrario ocorre precipitacdo, a solucéo foi misturada num frasco com o auxilio
de um agitador magnético, o pH foi ajustado a 7,4. Apos o preparo foi dividido em
trés frasco da solucdo e mantido congelado até o uso.

3. A (ltima etapa, € o preparo do meio de cultura para o uso imediato. O
volume de 81 ml do meio de cultura concentrado com foi descongelado e diluido

em um litro de 4gua deionizada.

16
Caunesp



Mestranda Liséngela Coracini Caceris Orientador Gianmarco Silva David

Tabela 4: Composicado e quantidade das solucbes estoques para o preparo do
meio de cultura concentrado.

NUTRIENTES QUANTIDADES (g)
EDTA (C10H16N20s) 0,050
Citrato férrico amoniacal (CsHgO7 X Fe 3+ + yNH3) 0,300
Solucdo de metais tragos *
Nitrato de Sodio (NaNOs3) 75,000
Fosfato acido dipotassio trihidratado (K;HPO4 + 3H,0) 02,000
Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4 + 7H,0) 3,7500
Cloreto de célcio dihidratado (CaCl, + 2H,0) 1,800
Carbonato de sédio (Na;CO3) 1,000
Acido citrico (CgHgO7+ H,0) 0,300

Fonte: Adaptado de (JACINAVICIUS et al., 2013).

Tabela 5: Composicdo de metais tracos (*).

NUTRIENTES QUANTIDADES (9)
H3BO3 1,430
MnCl, + 4H,0 0,905
ZnS0O4 + 7H,0 0,111
NaMoOg4 0,185
CuSO4 + 5H,0 0,040
Co(NO3)2 + 6H,0 0,025

Fonte: Adaptado de (JACINAVICIUS et al., 2013).

Para a confeccdo do meio solido foi adicionado um litro de &agua
deionizada com 10 g de &gar, em seguida autoclavado por trinta minutos. Depois
de esfriar foi adicionado 0,05 gramas de ciclohexamida por litro de meio de cultura
(necessario para ndo ocorrer contaminacdo), sempre abaixo da temperatura
maxima de 50°C para que ndo seja afetada a eficacia da ciclohexamida. As
placas de Petri foram preenchidas com 30 ml de meio de cultura, sendo todo o
procedimento realizado dentro da capela estéril de fluxo laminar.

Para a confeccdo do meio liquido foi adicionado a um litro de agua
deionizada ao meio de cultura concentrado, em seguida autoclavado por 30
minutos, quando ja frio foi adicionado 0,05 grama por litro de ciclohexamida. Os
tubos de ensaio foram preenchidos com 17 ml do meio pronto, todo procedimento

foi realizado dentro da capela estéril de fluxo laminar.
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O processo de inoculagédo foi feito em camara de fluxo laminar onde
foram espalhadas uniformemente trés gotas do material sobre o meio de cultura
sélido, apOs as amostras serem homogeneizadas com o auxilio de uma alca de
Drigalski ja flambada no bico de Bunsen. Depois de inoculadas, as placas foram
datadas, identificadas, seladas com parafilme e colocadas na camara de cultivo
(BOD), com a parte que se encontra o0 meio voltado para cima, para que nao
acumulasse &agua na tampa, ndo ocasionando assim contaminacdo. A
temperatura ficou em 25°C, com fotoperiodo de 24 horas.

ApGs trés semanas algumas colbnias ja estavam estabelecidas no meio
de cultura, através de exame visual como forma, cor e texturas estas colonias
foram passadas para o meio liquido com a ajuda de uma alca metdlica, porém as
placas foram mantidas, pois algumas cianobactérias apresentam crescimento
mais lento, demorando cinco semanas para serem transferidas para o meio
liquido.

Os tubos de ensaio com o meio liquido ja inoculado permaneceu na BOD
(“Biochemical Oxigen Demand” em inglés, em portugués é denominada camara
de cultivo) por 30 dias, depois deste periodo uma nova selecdo do material foi
feita por meio visual, retirando uma pequena porgao e colocada em outro tubo
com meio liquido, este processo foi repetido por trés vezes. Apds este processo
as amostras foram analisadas em microscopio e separadas, destas amostras
analisadas cinco foram selecionadas e colocadas em frasco de Erlenmeyer
contento 500 ml de meio liquido, com oxigenacdo continua durante 15 dias,
conforme o crescimento destas, uma pequena parte foi retirada e inoculada em
um novo meio de cultura, com de 700 ml, este processo se deu por mais trés
vezes para a purificacdo da cepa. Estas amostras foram enviadas para o Instituto
de Botanica para identificagdo. Todo meio de cultura utilizado foi preparado no dia
da transferéncia de inoculo pra um meio novo.

A figura 4 ilustra as etapas do desenvolvimento do trabalho, que consistiu
em (a) inoculagdo da amostra de dgua em meio nutritivo liquido, (b) placas de
Petri com amostras em meio solido e tubos de ensaio com amostras em meio
liquido, (c) identificagdo em microscépio da espécie Chroococcus cf, (d) etapa de

purificacdo das cepas.
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Figura 4: Sequencia das etapas do cultivo de cianobactérias: (a) inoculacdo da
amostra de agua em meio nutritivo liquido, (b) placas de Petri com amostras em
meio solido e tubos de ensaio com amostras em meio liquido, (c) identificacdo em
microscopio da espécie Chroococcus cf, (d) etapa de purificacdo das cepas.
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Capitulo 2

Artigo serd submetido para o BOLETIM DO INSTITUTO DE PESCA, estando nas normas

desta revista.

Avaliacao dos impactos ambientais da aquicultura em tanques rede sobre a comunidade
fitoplanctonica partir da analise de pigmentos.
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Resumo

O estudo teve como objetivo avaliar os impactos do cultivo de tildpias em tanques rede
sobre as populagdes de cianobactérias em seis fazendas. Para as analises de pigmentos
foram avaliados quanto a sua eficiéncia dois métodos distintos: andlise do perfil de
pigmentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e quantificacdo da
densidade de cianobactérias através uso de um medidor de fluorescéncia in situ
submersivel. As amostras de pigmentos foram coletadas em trés pontos das pisciculturas
sendo montante, fazenda e jusante em diferentes reservatérios do estado de Sao Paulo. As
analises de pigmentos apresentaram a presenca de cianobactérias através do pigmento
equinenona encontrada em todas as fazendas, assim como nas culturas das amostras de
laboratério, em relagdo ao uso de medidor de fluorescéncia isso se repete, das seis
pisciculturas estudadas em cinco ela foi encontrada. Através do resultados obtidos foi
concluido que ndo foi detectado um padrao de aumento da concentracdo de pigmentos e
dos diferentes grupos fitoplanctonicos no interior das fazendas, assim como nao houve
deterioracdo da qualidade da 4gua quando comparados os pontos & montante e a jusante.
As condicdes limnologicas entre as diferentes bacias estudadas foram significativamente

diferentes, indicando graus diferentes de susceptibilidade entre as 4reas de cultivo.

Palavras-chave: cianobactérias; CLAE; qualidade da agua; tilapia do Nilo.
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Abstract

Cage Aquaculture relies on good water quality, and proper management is needed to
minimize environmental problems that affects negatively production. Cyanobacterial
blooms caused by excess nutrients is a challenge for Aquaculture expansion in tropical
coutries, some species can emit toxins causing damage not only to animals, but also to the
environment and other uses of water. The objective of this study was to evaluate the
impacts of tilapia cage aquacuture on cyanobacterial populations in six farms. Two
different methods were used for the pigment analysis: pigment profile analysis by high
performance liquid chromatography (HPLC) and cyanobacterial density quantification
using a submersible in situ fluorescence meter. The pigment samples were collected at
three points of the fish farms, one upstream, one inside the farms and one downstream, in
six farms located in different reservoirs in the state of Sdo Paulo. Pigment analyzes
indicated the presence of cyanobacteria through the pigment equinenone, found on all
farms, as well as in cultures of samples grown in the laboratory. Regarding the use of
fluorometer, of the six fish farms studied in five the cyanobacteria were detected. No
pattern of increase of the pigment concentration and the different phytoplankton groups
inside the farms was detected, nor was there any deterioration of the water quality when
the upstream and downstream points were compared. The limnological conditions
between the different basins studied were significantly different, indicating different
degrees of susceptibility to eutrophication between the aquaculture areas located in

diferente basins.

Key words: cyanobacteria; HPLC; water quality; Nile tilapia.
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1. Introducao

A producdo pesqueira global esta estagnada desde a década de 90, ndo conseguindo
atender a crescente demanda por peixes, com isso a aquicultura estd preenchendo essa
lacuna e, assim, pressionando a expansao para novas areas (FAO 2016). No Sudeste do
Brasil, a aquicultura em tanques rede surgiu como uma tecnologia vidvel para a producao
de tilapia nos principais rios da bacia do Alto Parand, transformados em sistemas de
grandes reservatoérios em cascata construidos para armazenamento de dgua para usinas
hidroelétricas. O Brasil produziu 357 mil toneladas de tilapias em 2017, com crescimento
anual de 8%; s6 no estado de Sao Paulo a producao de tildpias foi 66 mil toneladas em
2017, também registrando forte crescimento (PEIXE BR, 2018).

A qualidade da agua é decisiva para sustentabilidade da aquicultura em
tanques rede e a instalagdo desses sistemas em reservatorios eutréficos envolve riscos de
prejudicar a qualidade da produgdo por acimulo de substancias relacionadas ao off-flavor
e também por toxinas (WRIGHT et al., 2010). Além disso, as praticas intensivas de
aquicultura envolvem cargas de nutrientes que podem desencadear a eutrofizacao
(BEVERIDGE, 2004). Os ecossistemas estudados aqui sdo corpos d'dgua tropicais, quentes
e lénticos, considerados favordveis ao desenvolvimento de cianobactérias (PAERL e
PAUL, 2012). A medida que os reservatorios hidrelétricos envelhecem, favorece a
ocorréncia de floragdes devido a grande quantidade de nutrientes ali acumulados
(MEREL et al., 2013).

As cianobactérias podem formar densas floracdes em lagos de climas tropicais,
temperados e subtropicais (WILLEN et al., 2011). Muitas espécies de cianobactérias
produzem compostos téxicos, que podem causar sérios danos aos organismos aquaticos
(BRIAND et al., 2003, MALBROUCK e KESTEMONT, 2006). Estudos sobre floragdes de
cianobactérias sugerem que as mudancas climéticas, em conjunto com eutrofizacao,
aumentam a frequéncia desses eventos (O'NEIL et al., 2012). A exposigdo a metabdlitos de
cianobactérias pode resultar em intoxicacdo (LEVESQUE et al., 2012) e acumulacdo de
compostos de off- flavor nos peixes (SMITH et al.,2008). As floragdes nado sao facilmente
previsiveis e altamente varidveis no espaco e no tempo (RICHARDSON , 1996), fazendo
com que a deteccdo precoce da formacao de floragdes de cianobactérias seja um tépico
relevante. Devido ao uso intensivo dos rios e lagos para a produgdo pesqueira, é
necessario o uso de métodos analiticos para monitorar a composicao das flora¢des das

algas e para prevenir o risco de cianobactérias toxicas.
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A avaliagdo da composicdo das comunidades fitoplanctonicas é tradicionalmente
feita por microscopia em cadmara de sedimentacdo, um processo lento, que envolve
necessidade de mao de obra especificamente treinada na taxonomia dos grupos
planctonicos. Este processo leva varios dias e até semanas, fazendo com que as anélises
sejam Uteis apenas para a compreensdo a posteriori dos processos de degradacdo da
qualidade da agua. O monitoramento em escala de tempo reduzida poderia ajudar a
resolver esses problemas, empregando técnicas baseadas em caracteres especificos dos
pigmentos de cianobactérias e algas, tais como CLAE - Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (SCHLUTTER et al., 2014) e em sondas de fluorescéncia em tempo real
empregadas para avaliacbes in vivo de populagdes de cianobactérias auxiliam neste
proposito (ZAMYADI et al., 2016). Estas técnicas atendem a necessidade de ferramentas
que permitam avaliacOes efetivas, rapidas e baratas que possam viabilizar o melhor
gerenciamento ambiental dos empreendimentos aquicolas.

A anédlise de pigmentos é rapida, muito sensivel e objetiva para a determinacao da
composi¢do do fitoplancton e estimativa da biomassa dos diferentes grupos de algas e
cianobactérias. Mais de 70 pigmentos de algas ja podem ser determinados em uma mesma
analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia, isso s6 foi possivel pelo constante
melhoramento dos métodos de andlise de pigmentos (SANZ et al., 2015). Os pigmentos
fitoplanctonicos apresentam propriedades quimicas muito diversas, abrangendo uma
ampla gama de polaridades e outras propriedades moleculares que viabilizam sua
diferenciagdo e quantificacao em CLAE (PASQUET et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do cultivo de tildpias em tanques
rede sobre as populacdes de cianobactérias em seis fazendas situadas em diferentes
reservatorios, por métodos baseados na quantificacdo dos pigmentos dos diversos grupos
fitoplanctonicos. Os objetivos especificos foram comparar os teores de pigmentos e as
densidades dos diferentes grupos fitoplanctonicos mensurados no interior das fazendas
com pontos situados & montante e & jusante, assim como comparar as médias das

variaveis liminolégicas entre as diferentes bacias estudadas.

2. Material e Métodos

Nas andlises de pigmentos foram avaliados quanto a sua eficiéncia dois métodos
distintos: anédlise do perfil de pigmentos por CLAE e quantificagdo da densidade de

cianobactérias através uso de um medidor de fluorescéncia in situ submersivel.
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2.1 Analises de pigmentos por CLAE:

As amostras de dgua foram coletadas em seis pisciculturas diferentes, com
auxilio de uma garrafa de Van Dorn, coletadas em subsuperficie (um metro de
profundidade) e antes das 10 horas da manha. As amostras foram filtradas apés a coleta,
com volume de 1 litro em triplicata. Foram utilizados filtros de 25 mm ( Whatman
GF/F), utilizando bomba a vacuo ajustada aproximadamente a 25 kPa. Os filtros foram
embalados em papel aluminio e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para o
transporte; em laboratério permaneceram congeladas a -18°C até a analise. As amostras
foram coletadas em diferentes localiza¢des conforme a figura 1, em pontos a montante

das fazendas, no interior dos empreendimentos e a jusante.
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Figura 1. Mapa dos reservatorios avaliados durante o presente estudo.

As amostras cultivadas em laboratério foram filtradas com um volume de 30 ml
por amostras em triplicatas, e congeladas até as analises. Os filtros contento as amostras
para o analise em CLAE foram descongelados e colocados em vials de vidro de 5 ml e
cor escura, adicionado 3 ml de acetona 95% para a extracdo de pigmentos, as amostras
foram sonicadas (em recipiente contendo gelo) por 10 minutos, apds a sonicacdo os
frascos foram envolvidos com papel aluminio, visando evitar a degradagao do pigmento
pela luz e mantidos a 4° C por 20 horas. Depois deste periodo, as amostras foram
colocadas individualmente no vortex por 10 segundos, com o auxilio de seringas
descartaveis o extrato foi retirado e filtrado com filtro de teflon de 0,2 pm; em seguida 1
ml foi pipetado em vial e colocados no rack do CLAE.

As amostras foram analisadas no CLAE (Shimadzu LC-20 ADXR). A coluna usada
foi a ZORBAX Eclipse XDB C8, 4,6 mm x 150 mm (Agilent Technologies). As solucdes
utilizadas foram as seguintes: Solvente A: solugao aquosa de metanol 70% adicionada de

28 mM de acido tributil acético(TbAA) e pH 6,4; Solvente B: 100% de
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metanol. O programa utilizado foi inicio 0 min: 95% A, 5% B; 2 min: 95% A, 5% B;
27 min: 5% A, 95% B; 30 min: 95% A, 5% B; 31 min: 100% A, 0% B; 34 min: 100% A, 0%

B; 35 min: 5% A, 95% B; 50 min: término. A taxa de fluxo foi de 1,1 mL min_l, o volume de
injecdo das amostras foi de 50 pl e a temperatura das colunas de 60° C. O CLAE foi
calibrado com padrdes de pigmento do laboratério DHI (Danish Hidrographic Institute
Dinamarca). Inicialmente, foram realizadas as curvas de calibracdo dos padroes externos
especificos para cada pigmento, as quais foram utilizadas posteriormente na quantificacdo
dos pigmentos presentes nas amostras analisadas no CLAE. Foram utilizados oito
padrdes externos sendo eles: Clorofila - a, Clorofila - b, Clorofila - c2, Equinenona,
Myxoxantofila, Peridinina, Beta-caroteno e Luteina. Destes padrdes esternos a
Equinenona e Myxoxantofila sdo pigmentos que apresentam diagndsticos de

cianobactérias.

2.2 Cultivo de Cianobactérias:

As amostras de dgua foram coletadas nas pisciculturas envolvidas neste
trabalho, e cultivadas no laboratério de microbiologia das Faculdades Integradas de
Bauru. O cultivo foi iniciado com a inoculacio em meio de cultivo BG-11 sélido até o
crescimento de colonias visiveis, que posteriormente foram transferidas para o meio de
cultura liquido, para identificacao e purificagdo das cepas, todo cultivo foi realizado
seguindo Jacinavicius (2013). As identificagdes das cepas isoladas foram feitas no Instituto

de Botanica de Sao Paulo através de microscopia.

2.3 Medic¢des Limnolégicas e Fluorométricas in situ:

Uma sonda multipardmetros YSI EXO2, equipada com medidor de
fluorescéncia para medicdes de clorofila e ficocianina, além de sensores para coleta in
situ de dados de temperatura; condutividade; oxigénio dissolvido; TDS (sélidos totais
dissolvidos); pH; profundidade e turbidez. A leitura das varidveis foi feita com um metro
de profundidade. Para cada area de cultivo as andlises foram feitas em trés pontos,
denominados como fazenda, montante e jusante, em outubro de 2016. Os dados coletados
pela sonda foram armazenados no préprio aparelho e transmitidos para o computador
para posterior interpretagdo. As andlises do material cultivado em laboratério com a
sonda foram feitas com 500 ml de cultura pura, todos os dados foram armazenados para

posterior interpretacao.
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2.4 Analise Estatisticas:

As analises estatisticas foram realizadas usando o Statistical Analysis Systems
software package (Version 9.4; SAS Institute Inc., 2014, NC, USA). Para as analises da
comunidade fitoplanctonica foi empregada a ferramenta Proc-freq para obtencdo das
frequéncias, sendo testada a probabilidade e associacdo das caracteristicas pelo Teste qui-
quadrado e Teste Exato de Fischer. As diferencas estatisticas para medidas repetidas
foram avaliadas pelo One-way ANOVA. O teste de média de Duncan foi usado para
avaliar os valores encontrados para as analises fisico-quimicas da dgua e para o grupo

cianobactérias. O valor de P foi considerado estatisticamente significante quando p< 0.05.

3. Resultados

3.1 Pigmentos por CLAE:

As andlises de pigmentos das pisciculturas estudadas revelam a presenga de
cianobactérias detectadas pela presenca de equinenona na maioria das amostras, o
mixoxantofila presente em duas pisciculturas também mostra a presenca de cianobactéria
nestes pontos, todas as amostras apresentaram clorofila a, beta caroteno e luteina, clorofila
c2 s6 foi encontrada em um ponto de coleta de uma piscicultura, clorofila b s6 na
piscicultura 3 foi encontrada, o pigmento Peridinina nao foi identificado em nenhuma das

seis pisciculturas, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Quantificagdo dos pigmentos encontrados nas seis pisciculturas estudadas.

Pigmentos pg/L
Local de Clorofila Clorofila Clorofila Peridinina Equinenona Mixoxantofila Beta Luteina
Piscicultura coleta a b c2 Caroteno
Montante 0,15 - - - 0,90 - 0,34 0,98
1 Fazenda 0,80 - - - 0,11 0,09 0,28 0,76
Jusante 0,15 - - - 0,39 - 0,42 0,85
Montante 0,06 - - - - - 0,43 0,49
2 Fazenda 0,98 - - - 0,11 - 0,28 0,48
Jusante 0,19 - - - 0,24 - 0,88 0,49
Montante 0,50 0,35 1,28 - 2,90 - 6,83 0,55
3 Fazenda 4,93 0,29 - - 0,23 0,31 3,29 0,54
4 Fazenda 0,07 - - - 0,15 - 0,37 0,59
Jusante 0,06 - - - 0,15 - 0,36 0,59
Montante 0,09 - - - 0,40 - 1,06 0,51
5 Fazenda 0,08 - - - 0,24 - 0,70 0,54
Jusante 0,08 - - - 0,24 - 1,18 0,57
Montante 0,10 - - - 0,31 - 0,84 0,51
6 Fazenda 0,08 - - - 0,31 - 0,97 0,52
Jusante 0,08 - - - 0,30 - 0,91 0,50
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As andlises de pigmentos das amostras cultivadas revelam a presenca de
cianobactérias detectadas pela presenca de equinenona e mixoxantofila, presente em todas
as quatro amostras, clorofila a, beta caroteno e luteina também esta detectada em todas as
cepas, clorofila b s6 foi encontrada em duas amostras coleta de uma piscicultura, os
pigmentos peridinina e a clorofila c2 ndo foram identificados em nenhuma das amostras.
Os resultados das andlises de pigmentos das culturas puras estdo apresentados na tabela
2.

Tabela 2: Quantificagdo dos pigmentos encontrados nas culturas puras.
Pigmentos pug/L

Clorofila  Clorofila Clorofila Peridinina Equinenona Mixoxantofila ~Beta  Luteina

Amostras a b c2 Caroteno
1 0,27 - - - 0,10 2,31 0,27 1,20
2 0,61 - - - 0,12 3,35 0,27 1,04
3 0,48 0,17 - - 0,13 1,98 0,29 0,96
4 1,42 0,05 - - 0,13 4,81 0,28 0,96

Amostras: 1 = Fragillaria sp., 2= Aphanocapsa holsatica, 3= Phacus sp, 4= Chroococcus sp.

3.2 Cultivo de cianobactérias:

As amostras de agua foram coletadas no reservatério de Nova Avanhandava,
dentre as amostras cultivadas em laboratério foram purificadas e identificadas cepas de
quatro espécies, sendo a amostra 1 Fragillaria sp., amostra 2 Aphanocapsa holsatica, amostra

3 Phacus sp, amostra 4 Chroococcus cf.

3.3 Medigdes limnolégicas e fluorométricas in situ:

Na tabela 3 podemos observar os resultados dos dados ambientais encontrados nas
seis pisciculturas estudadas. O reservatério de Chavantes foi o que apresentou a menor
temperatura em relacdo aos demais, ja o reservatdrio de Ilha solteira na fazenda 6 foi o
que apresentou a mais alta temperatura registrada. A condutividade das fazendas 1 e 6
foram mais baixas em relacdo as fazendas situadas no rio Tiete (fazendas 2, 3 e 4), a
piscicultura 5 apresenta uma condutividade alta, apesar de estar no canal de Ilha Solteira ,
isto ocorre provavelmente por receber agua do rio Tieté através do canal de Pereira
Barreto. O oxigénio apresentou valores muito altos para a piscicultura 1 localizada no
Paranapanema, as demais ao redor de 6 mg/l, sendo todos os valores considerados
satisfatorios para a criagdo de peixes. Para o pH apenas na bacia do Paranapanema foram
encontrados valores abaixo de 7, nas outras fazendas todos os valores encontrados foram
acima de 7. A fazenda 2 apresentou valores de pH acima de 8; turbidez, clorofila e BGA-

PC em geral consideradas baixas para os todos os locais analisados.
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Tabela 3: Dados ambientais encontrados nas seis pisciculturas estudadas. Ambientais foram: Temperatura; condutividade; oxigénio dissolvido;
TDS; PH e turbidez.

Piscicultura 1 2 3 4 5 6

Local Coleta Montante Fazenda Jusante Montante Fazenda Jusante Montante Fazendal Fazenda2 Jusante Montante Fazenda Jusante Montante Fazenda Jusante Valor p
Temperatura ° C 20,585 20,567 20,827 24,275 24,45 23,863 23,058 23,004 22,866 23,005 23,525 24,283 24,378 24,526 24,354 24,748

Média 20.65:0.14¢ 24.19+0.30a 23.03£0.38b 22.93+0.09b 24.06£0.46a 24.5410.19a 0,0001
Condutividade pS/cm 50,6 54,2 54 141,7 138,5 143,9 151,4 149,5 154,3 149,8 226,5 1238 118 60,8 60,6 60,9

Média 52.93+2.02b 141.37+2.71a 150.45+1.34a 152.0513.18a 156.10+61.03a 60.77+0.15b 0,002
Oxigenio dissodo mg/L 12,06 11,15 11,92 5,87 7,22 6,74 5,69 6,61 6,63 6,59 6,63 6,39 6,9 6,3 6,13 5,96

Média 11.71+0.49a 6.61+0.68b 6.18+0.65h 6.61+0.02b 6.64+0.25h 6.13+0.17b 0,0016
STD mg/L 33 35 35 92 90 94 98 97 100 97 147 80 77 39 39 40

Média 34.33£1.15b 93.00+2.00a 97.50£0.70a 98.50+2.12a 101.33£39.57a 39.3310.57b 0,002
pH 6,86 6,73 7,27 8,08 8,82 8,29 7,12 7,51 7,48 7,55 78 7,5 7,85 7,24 7,18 7,1

Média 6.95+0.28d 8.39+0.38a 7.31+0.27hc 7.51+0.04bc 7.71+0.18b 7.17+0.07cd 0,0005
Turbidez NU 4,31 4,45 4,26 4,37 6,6 34 1,04 0,95 1,29 0,9 3,94 1,73 2,39 2,49 1,77 5,87

Média 4.34+0.09a 4.79+1.64a 0.99+0.06b 1.0940.27b 2.68+1.13ab 3.37+2.18ab 0,0437
Clorofila pg/L 0,75 0,45 0,9 2,21 2,35 1,83 2,35 2,37 1,34 2,36 3,61 1,24 0,93 0,55 0,37 0,41

Média 0.700.22hc 2.13+0.26ab 2.36+0.01a 1.85+0.72ab 1.92+1.46ab 0.44+0.09¢ 0,0459
BGA-PC pg/L 0,01 0 0,03 0,66 1,03 0,36 0,16 0,13 0,28 0,11 0,43 0,2 0,13 0,18 0,08 0,65

Média 0.01+0.03b 0.68+0.33a 0.14+0.02b 0.19+0.12b 0.25+0.15abh 0.30+0.08ab 0,05

STD mg/L = Soélidos totais dissolvidos

Na tabela 4 podemos observar os dados taxondmicos encontrados nas seis pisciculturas estudadas. Em relacdo a composicdo
fitoplanctonica, os grupos taxondmicos Cyanophyta e as Cryptophyceae sdao as que apresentaram maiores abundéncias. Na piscicultura 1 nao
ocorreu presencga significativa de cianobactérias, mas sim uma grande quantidade de Cryptophyceae. As pisciculturas instaladas na bacia do rio
Tieté apresentaram maior abundancia de cianobactérias, especialmente na piscicultura 3, que as pisciculturas instaladas no Paranapanema e Rio
Grande; a piscicultura 5 apresenta caracteristicas intermedidrias provavelmente devido a mistura com aguas do Tieté recebidas através do canal

de Pereira Barreto.
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Tabela 4: Dados taxondmicos

Orientador Gianmarco Silva David

Piscicultura 1 2 3 4 5 6
Local Coleta Montante Fazenda Jusante Montante Fazenda Jusante Montante  Fazendal Fazenda2  Jusante Montante Fazenda Jusante Fazenda Jusante  Valor p
Cyanobactérias (org/ml) 0 0 0 113 79 176 4.143 1.792 2.118 709 341 629 658 212 59
Média 0.00¢c 122.67+49bc 2967.5t1662a 1414+997hc 542.7+175hc 114485 be 0,0032
Cyanobactérias (org/ml) 0 0 0 126 (113) 0.88(79)  1.96(176) 37.32(4143) 16.14 (1792) 19.08 (2118) 6.39(709) 3.07 (341) 5.67 (629)  5.93 (658) 191(212)  0.53(59)
Média (%) 0,00 4,10 53,47 25,47 14,67 3,08 0,0001
Chlorophyceae 0 0 0 0 10.36 (72)  5.32(37) 2.01 (14) 9.06 (63) 14.24(99)  5.61(39) 3.74 (26) 5.90 (41) 9.64 (67) 9.50 (66)  15.83 (110)
Média (%) 0,00 15,68 11,08 19,86 19,28 34,10 0,0001
Bacillariophyceae 20.97 (26) 0 0 0 4.84 (6) 1452 (18)  33.06 (41)  12.90 (16) 0 5.65 (7) 0 0 8.06 (10) 0 0
Média (%) 20,97 19,35 45,97 5,65 8,06 0,00 0,0001
Coscinodiscophyceae 0 0 0 0 0 10.85(28) 31.78(82)  9.30(24) 6.59 (17)  22.87 (59) 3.49(9) 5.43 (14) 0 0 5.81 (15)
Média (%) 0,00 10,85 41,09 29,46 8,91 9,69 0,0001
Cryptophyceae 7.38(1952) 2.90(766) 4.22(1117) 6.21(1644) 4.24(1123) 6.19(1637) 3.62(957) 4.13(1093) 23.15(6124) 3.56 (943) 5.61(1485) 10.39 (2748) 5.84 (1544) 3.34(885) 4.78(1265)
Média (%) 14,49 16,64 7,75 26,71 21,83 12,57 0,0001
Choanoflagellatea 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média (%) 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
Chrysophyceae 17.57 (13) 0 22.97 (17) 0 16.22 (12) 1216 (9) 0 0 0 0 12.16 (9) 0 0 9.46 (7) 9.46 (7)
Média (%) 40,54 28,38 0,00 0,00 12,16 18,92 0,0001
Dinophyceae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Euglenophyceae 0 0 0 0 0 0 62.79 (27)  37.21(16) 0 0 0 0 0 0 0
Média (%) 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 ns
Klebsormidiophyceae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Trebouxiophyceae 0 0 2.08 (8) 0 0 2.34(9) 10.68 (41)  2.40(86) 38.80(149) 18.75(72) 0 0 4.95 (19) 0
Média (%) 2,08 2,34 33,07 57,55 4,95 0,00 0,0001
Zygnemophyceae 0 0 0 0 0 0 31.11 (14) 0 37.78 (17) 0 0 31.11 (14) 0 0 0
Média (%) 0,00 0,00 31,11 37,78 31,11 0,00 0,0001
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Na tabela 5 temos os dados ambientais referentes as culturas cultivadas em laboratoério.
O pH de todas as amostras apresentou valores semelhantes, a turbidez teve um maior valor
na amostra 3, a clorofila mg/1 e a RFU foram muito maiores na amostra 4 assim como BGA

teve um valor maior na amostra 4.

Tabela 5: Dados ambientais das amostras cultivadas em laboratorio.

Amostra pH Turbidez Clorofila  Clorofila BGA BGA
RFU mg/1 RFU mg/1
1 9,55 45,25 12,39 49,64 125,47 125,74
2 9,6 32,64 15,99 63,94 126,26 126,46
3 9,45 69,67 15,53 62,14 108,22 107,84
4 9,8 46,53 22,26 89,07 144,44 145,4

Amostras: 1 = Fragillaria sp., 2= Aphanocapsa holsatica, 3= Phacus sp, 4= Chroococcus sp.
BGA: Ficocianina

4. Discussao

Anélises de pigmentos:

Tipicamente, o método de CLAE é considerado aplicavel para determinar apenas
grupos ou classes de fitoplancton, mas em alguns casos o método tem sido usado para
determinar a presenca de espécies (SCHLUTER et al., 2018). Por exemplo, as espécies toxicas
de cianobactérias no mar Baltico, Nodularia spumigena, contém um pigmento raro e tinico, a 4-
ceto-myxoxanthophyll, que pode ser utilizado como um pigmento de diagnéstico para o
alerta precoce de florescimento desta cianobactéria no mar Baltico (SCHLUTER et al., 2004).

No presente estudo, amostras de todas as pisciculturas analisadas apresentaram o
pigmento equinenona, o mixoxantofila s6 foi encontrado em duas amostras, sendo dentro
das fazendas 1 e 3, nas amostras das cepas cultivadas estes dois pigmentos foram
encontrados em todas as cepas das quatro amostras analisadas, em maior quantidade devido
sua concentracdo, estes pigmentos sdo encontrados em espécies de cianobactérias. A
clorofila a, clorofila b e clorofila c2 mostrou a presenca de diatomaceas e possivelmente de
criséfitas nas pisciculturas.

A equinenona é um dos pigmentos mais importantes para a deteccdo de cianobactérias
em agua doce, pois ocorrem em todas as cianobactérias cultivadas e sdo universalmente
detectadas em muitas outras espécies de cianobactérias (GOODWIN 1980, ROWAN 1989,

ROY et al., 2011). Em lagos temperados eutréficos, as cianobactérias geralmente dominam a
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comunidade fitoplanctonica (WATSON et al., 1997, SONDERGAARD et al., 2005), e isso
parece ser ainda mais pronunciado em &reas subtropicais e tropicais, onde cianobactérias
formadoras de bloom podem se desenvolver com nutrientes relativamente baixas taxas de
entrada e concentracdes (KOSTEN et al., 2012, PEARL & PAUL 2012).

Os teores elevados de equinenona e clorofila a na area da fazenda da piscicultura 3
confirma os resultados da andlise microscépica, indicando a utilidade das andlises em CLAE
para gerenciamento dos problemas de proliferacdo de cianobactérias em sistemas de
aquicultura. As analises de pigmentos forneceram informacdes adicionais sobre o risco
potencial de cianobactérias toxicas. Para o alerta precoce de cianobactérias toxicas em
reservatorios de agua doce, por exemplo, utilizados para a producdo aquicola, as analises de
pigmentos podem fornecer resultados rdpidos e confidveis sobre a presenca de

cianobactérias e ajudar a prever incidentes emergentes de cianobactérias téxicas na dgua.

Medig¢des limnologicas e fluorométricas:

Em relacdo aos dados ambientais podemos observar que a temperatura média,
condutividade e TDS na fazenda 1 apresenta valores bem abaixo das demais pisciculturas, é
provavel que relacionado com sua localizacdo e maior conservagdo da drea em que estad
instalada. O oxigénio dissolvido apresenta valores satisfatérios em todas as pisciculturas, a
turbidez é menor em alguns casos dentro das fazendas onde os tanques redes estdo
instalados, a clorofila é maior nas pisciculturas 2, 3 e 4, isso ja era esperado devido estarem
localizadas em areas de rios mais eutrofizados, BGA-PC (Ficocianina) na maioria das
amostras mostrou que dentro da fazenda apresenta uma menor quantidade, seguindo contra
os principios de que onde ela estaria alojada apresentaria uma maior eutrofizagdo do
ambiente, e consequentemente teria uma maior concentracao de BGA-PC.

O fato das tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) serem filtradoras de plancton pode
explicar este padrdo, como existe uma grande quantidade destes animais, a filtragem destas
microalgas esta efetivamente positiva para 4 area, diminuindo assim os impactos ali ja
instalados. Em ambientes tropicais, vem sendo testada a utilizacdo de peixes onivoros
filtradores para o controle de floragdes de cianobactérias. Varios autores vém investigando a
taxa de filtracao da tilapia, alimentada com cianobactérias. (p.ex DATTA e JANA 1998,
TURKER et al., 2003, LU et al., 2007). Entretanto, sao escassas as informagcdes sobre as taxas de
filtragao de cianobactérias filamentosas pela tilapia do Nilo. A tilapia é capaz de se alimentar

de detritos no sedimento, por possuir o habito de ressuspender os sedimentos durante a
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nidificagdo (DRENNER et al., 1996; DRENNER et al., 1998). Ao se alimentar de fitoplancton,
detritos em suspensdo e zoopldncton, a tildpia do Nilo pode diminuir a biomassa de
zooplancton tanto indiretamente pelo consumo dos seus principais recursos alimentares
como diretamente pelo consumo desses organismos (DIANA et al., 1991, FIGUEREDO e
GIANI 2005).

Em relagdo aos dados taxondmicos das amostras das seis pisciculturas envolvidas, foi
possivel observar que ndo existiu presenca cianobactérias apenas na piscicultura um, este
fator pode estar relacionado a 4rea em que esta instalada, e até mesmo a temperatura local.
As pisciculturas localizadas nas regides mais eutrofizadas, apresentam um valor bem alto e
com dados semelhantes ao do BGA-PC, onde dentro das fazendas contem uma concentragio
menor do que na montante e jusante nas pisciculturas 2, 3 e 4, nas 5 e 6 elas apresentam um
valor mais alto para as fazendas em que a montante, isso pode ser devido as espécies de
cianobactérias ali existentes, apesar da tildpia ser um peixe filtrador deste género, existe o
fator da seletividade na filtracao.

A incorporacado de peixes filtradores é um método importante no controle de floracdes
de cianobactérias, sobretudo onde a quantidade de nutrientes ndo pode ser facilmente
reduzido (LU et al, 2006). A microsistina foi a toxina mais abundante na taxa de
cianobactérias na dieta de peixes amostrados de dois lagos etiopes Rift Valley, Awasa e Zwai
(GETACHEW, 1987). A dieta da tildpia consiste em algas verdes e cianobactérias em lagos da
Geodrgia na Florida (CAILTEUX et al, 1992). Sabe-se também que algum grau de
comportamento alimentar oportunista existe entre espécies de tilapias (MCCONNELL, 1987).
Os dados ambientais das amostras cultivadas em laboratério apresentaram altos niveis em

todos os itens estudados, isso se deve a alta concentracdo de material existente.

5. Conclusoes

e Nao foi detectado um padrao de aumento da concentracdo de pigmentos e dos diferentes
grupos fitoplanctonicos no interior das fazendas, assim como ndo houve deterioracdo da

qualidade da agua quando comparados os pontos & montante e a jusante.

e As condigdes limnolédgicas entre as diferentes bacias estudadas foram significativamente

diferentes, indicando graus diferentes de susceptibilidade entre as &reas de cultivo.
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