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1. APRESENTACAO E ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho € parte dos requisitos do Programa de Pds-graduacdo em
Aquicultura do Centro de Aquicultura da UNESP para a obtencdo do titulo de Doutor. Esta
Tese de doutorado esta dividida em 4 capitulos. O capitulo | apresenta uma introducéo
geral, na qual é abordada a producdo mundial de organismos aquaticos, as estratégias de
cultivo do camardo Macrobrachium rosenbergii, o impacto do lancamento do efluente de
viveiro de cultivo de organismos aquéticos em ecossistemas naturais, a utilizacdo de
wetlands construidas para o tratamento do efluente de aquicultura e, por ultimo, o uso da
técnica de sequenciamento parcial do gene 16S rRNA para identificar as comunidades
bacterianas em ecossistemas naturais ou construidos, como wetlands construidas (WC'’s).
Os capitulos 11, 1l e IV referem-se a experimentos desenvolvidos no Setor de
Carcinicultura do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP) (21° 1522'S e
48°18'48" W), em Jaboticabal (SP/Brasil) e foram redigidos no formato de artigo cientifico.

O capitulo 11 foi intitulado:
“ALTERAC@ES DAS CARACTERISTICAS LIMNOLOGICAS DO CULTIVO DE
Macrobrachium amazonicum (HELLER, 1862) COM USO DE SUBSTRATO
ARTIFICIAL E AERAQAO NOTURNA”

O capitulo I1I:
“EFICIENCIA DE DIFERENTES WETLANDS CONSTRUIDAS PARA O
TRATAMENTO DO EFLUENTE DE REPRODUTORES DE Macrobrachium
rosenbergii (De Man, 1879)”

O capitulo I1V:
“IDENTIFICACAO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM WETLAND
CONSTRUIDA E COLONIZADA COM Eichhornia crassipes (Mart.) Solms’



Capitulo |



2. INTRODUCAO GERAL

A captura de organismos aquaticos e a aquicultura mundial alcangcaram a producgao
de 142 milhdes de toneladas em 2008. Desse montante 115 milhGes de toneladas foram
utilizadas para alimentacdo humana. A China se destaca como o principal pais produtor de
pescado com 47,5 milhGes de toneladas produzidas em 2008, sendo 32,7 milhGes
provenientes da aquicultura e 14,8 milhGes de toneladas da captura pesqueira. Esses
nameros fazem da aquicultura o setor de producdo animal que mais cresce no mundo com
taxa anual de 6,6% (FAO, 2010).

A producdo mundial de camardes de agua doce € um dos setores da aquicultura que
mais cresceu entre 0s anos de 1995 e 2004 (Moraes-Riodades & Valenti, 2004). De acordo
coma FAO (2010), a producdo mundial do camardo Macrobrachium rosenbergii aumentou
de 65.442 toneladas em 1997 para 207.749 toneladas em 2008. Somado ao cultivo de
Macrobrachium niponense e Macrobrachium malcolmsonii a produgéo total dos camardes
de 4gua doce ultrapassou 412 mil t ano™. No Brasil, a producdo de M. rosenbergii foi de
250 toneladas em 2008 (FAO, 2010).

O aumento na producdo de organismos aquaticos se deve, dentre diversos fatores,
ao crescimento da populacdo mundial com taxa média anual de 1,6% entre 1970 e 2008
(FAO, 2010) e ao desenvolvimento das tecnologias de cultivo (Valenti & Tidwell, 2006),
que possibilitam intensificar o sistema de producdo com altas densidades de estocagem e
gastos com energia, fertilizantes e alimentacdo comercial (Moraes-Riodades et al., 2006). O
crescimento populacional, nas Ultimas décadas, tem ocasionado a reducdo da captura
pesqueira e um aumento da obtencao do pescado por meio da aquicultura (FAO, 2010). Até
1950 a aquicultura produzia menos 1 tonelada por ano e em 2008 a producéo alcancou 52,5
milhdes de toneladas movimentando aproximadamente US$ 98,4 bilhdes. A maior parte
dessa producio esta concentrada na Asia, que se destaca devido a producio da China com

62 e 51% da producdo mundial e movimentacao financeira, respectivamente (FAO, 2010).

3. ESTRATEGIAS UTILIZADAS NO CULTIVO DO Macrobrachium rosenbergii

Entre as tecnologias desenvolvidas para intensificar a producdo, o gradeamento de

juvenis, a pratica de despesca-seletiva e 0 uso de substrato artificial séo técnicas utilizadas



no cultivo de M. rosenbergii para reduzir a variabilidade do tamanho dos animais e
aumentar a produtividade (Tidwell & D’ Abramo, 2010; Moraes-Valenti & Valenti, 2010).

O gradeamento de juvenis e 0 uso de despescas-seletivas permitem obter popula¢fes
com tamanho mais homogéneo (Karplus et al., 2000). Os substratos artificiais sdo anteparos
(naturais ou artificiais) colocados no interior do tanque e/ou viveiro de cultivo para ampliar
a area util do local.

O gradeamento consiste em aleatorizar parte da populacdo inicial e submeté-la a
selecdo em diferentes classes de tamanho, geralmente utilizando-se caixas com barras
paralelas de abertura ajustavel ao tamanho da populacéo inicial (Figura 1). Os animais
retidos nas barras da caixa gradeadora sdo chamados de “uppers’ e 0s que passam pelas
barras de “lowers’. Deste modo obtém-se populacbes com tamanho mais homogéneo e
evita-se a inibicdo do crescimento dos individuos com tamanhos reduzidos por parte dos
animais dominantes (Tidwell & D’ Abramo, 2010).

Figura 1. Caixa gradeadora mostrando em detalhes as barras paralelas ajustaveis.

A despesca-seletiva consiste na retirada de machos dominantes que ja apresentam
tamanho comercial (Figura 2A). Para 0 M. rosenbergii o peso comercial varia conforme a
regido, mas ¢ em média de 20 a 30 g (Valenti — informacdo pessoal), enquanto para o
Macrobrachium amazonicum € 7 g (Moraes-Riodades & Valenti, 2004). A retirada dos
animais com tamanho comercial contribui para a regularidade do produto no mercado e
eleva a taxa de crescimento dos camardes de morfotipos inferiores (Moraes-Valenti &
Valenti, 2010) (Figura 2B e 2C). Além dessa vantagem, a estratégia de despesca permite

aumentar a sustentabilidade social do cultivo, pois maior quantidade de méo-de-obra é



empregada para realizd-la. Como desvantagem, pode-se ressaltar o revolvimento do fundo
do viveiro que aumenta a turbidez e a concentracdo de solidos totais em suspensdo (STS)
na coluna d'égua. O aumento dos STS preudica o desenvolvimento da comunidade
fitoplanctdnica devido a reducdo da entrada de luz, da comunidade benténica (Keppeler &

Valenti, 2006) e, inclusive dos camardes por obstrucédo das branquias.

(A) (B)

©

Figura 2. (A) Passagem da rede de arrasto (despesca-seletiva) para captura dos animais com
tamanho comercial. (B) Diferentes morfotipos do camardo Macrobrachium rosenbergii: SM =
Small Male; OC = Orange Claw e BC = Blue Claw (Ra Anan e Cohen, 1985; Kuris &t al., 1987).
(C) Diferentes morfotipos do camardo Macrobrachium amazonicum; TC = Translucid Claw; CC =
Cinnamon Claw; GC1 = Green Claw 1, GC2 = Green Claw 2 (Moraes-Riodades & Valenti, 2004).

Os substratos artificiais possibilitam aumentar a area Util do viveiro e,
consequentemente, o peso médio individual, a densidade de estocagem, reduz a competicdo
entre os animais e melhora a conversdo alimentar devido ao desenvolvimento de alimento

natural na superficie do material adicionado (Tidwell et al., 2000) (Figura 3).



Figura 3. Substrato artificial utilizado nos viveiros de aquicultura para ampliar a area Util do viveiro

de cultivo.

O wuso de substrato artificial reduziu os efeitos negativos do crescimento
heterogéneo em M. rosenbergii elevando a produtividade em 24% (Tidwell & D'Abramo,
2010). No cultivo de camardes, o uso de substrato também evita os confrontos agonisticos,
melhora o bem estar animal e possibilita maior intensificacdo do cultivo (Tidwell et al.,
2001). Além disso, melhora a qualidade da &gua e reduz a conversdo alimentar devido ao
acumulo de perifiton, que absorve compostos nitrogenados e serve de alimento aos
camardes (Tidwell et al., 2001; Azim & Wahab, 2005). A assembleia de perifiton € um
importante componente dos ecossistemas aquéticos, pois absorve N e P da coluna d'&gua
(Blumenshine et al., 1997) e atua como componente chave no metabolismo do ecossistema
aquatico, compreendendo a base da cadeia alimentar (Fink & Von Elert, 2006).

Diversos estudos realizados com uso de substrato na aquicultura tém reportado a
melhora da qualidade da &gua de cultivo e 0 aumento na producdo de camarfes de agua
doce e peixes (Wahab et al., 1999; Keshavanath et al., 2004; Uddin et al., 2009). No cultivo
de M. rosenbergii em viveiros com substrato artificial houve reducgédo de 48% da converséo
alimentar que passou 2,5 para 1,2 e aumento da produtividade de 1342 para 2404 kg ha™
(Tidwell & Coyle, 2008). O uso do substrato artificial no cultivo de M. rosenbergii reduziu
a concentracdo de N-NH; de 0,059 para 0,038 mg L™ e de N-NO, de 0,075 para 0,044 mg
L™ (Asaduzzaman et al., 2009).

Juntamente com os substratos podem ser utilizados aeradores nos viveiros de cultivo

(Figura 4). O aerador mantém a concentracdo de oxigénio dissolvido em niveis mais



elevados, principalmente em sistemas com elevadas densidades de estocagem. Diversos
estudos demonstraram os beneficios do uso do aerador no crescimento e produtividade dos

organismos aquaticos (Thomforde & Boyd, 1991; Inoue et al., 2003; Pawar et al., 2009).
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Figura 4. Sistemas de cultivo de camardes com aerador e substratos artificiais.

O uso de aeradores implica em consumo maior de energia, porém, além de manter a
concentracdo de oxigénio dissolvido em niveis mais elevados, possibilita a reducdo da taxa
de renovagéo da agua, o que reduz os impactos ocasionados pelo langamento dos efluentes.
No cultivo de animais bent6nicos, como os camardes, 0 uso de aerador também reduz a
estratificacdo vertical da coluna d agua, formando um habitat mais favoravel ao
crescimento e desenvolvimento dos animais (Rogers & Fast, 1988).

Considerando as informacdes sobre os sistemas e estratégias de cultivo de
organismos aquaticos, o capitulo Il desta Tese foi elaborado com o objetivo de avaliar as
alteracbes das caracteristicas limnologicas da &gua de cultivo do Macrobrachium
amazonicum com aeracdo noturna e uso de substrato artificial. Em todos os viveiros
utilizados no experimento foram instalados aeradores e estes acionados entre 12h00 e
14h00 para reduzir a estratificacdo térmica da agua. Entretanto, para avaliar o efeito da
aeracdo noturna dois tratamentos também tiveram os aeradores acionados entre 02h00 e
05h00 para manter as concentracdes de oxigénio dissolvido sempre elevada. Portanto,
foram testados 4 sistemas de cultivo (tratamentos). Os tratamentos foram: sistema de
cultivo sem substrato artificial com aeragdo noturna (SSCA); sistema de cultivo com

substrato artificial sem aeracdo noturna (CSSA); sistema de cultivo sem substrato artificial



sem aeragdo noturna (SSSA) e sistema de cultivo com substrato artificial com aeragao
noturna (CSCA) (Figura 5).

(A)

(B)

(C)

(D)

Figura 5. Esquema dos sistemas de cultivo de Macrobrachium amazonicum. (A) sistema de cultivo
sem substrato artificial com aeracao noturna (SSCA); (B) sistema de cultivo com substrato artificial
sem aeracgdo noturna (CSSA); (C) sistema de cultivo sem substrato artificial sem aeracdo noturna

(SSSA) e (D) sistema de cultivo com substrato artificial com aeracdo noturna (CSCA).



4. CARACTERIZACAO QUIMICA DO EFLUENTE DE AQUICULTURA

Os efluentes de cultivo de organismos aquaticos sdo gerados devido a constante
renovacao da agua dos viveiros para garantir a qualidade da 4gua em niveis adequados ao
crescimento dos animais (Boyd & Queiroz, 2004). Neste processo, os efluentes ricos em N,
P, material particulado em suspensdao (MPS) e matéria organica provocam alteracdes nas
variaveis limnologicas da agua (Paez-Osuna, 2001; Cohen et al., 2005; Sindilariu et al.,
2007). Quando langado continuamente, sem tratamento adequado, nos ecossistemas
aquaticos, o efluente da aquicultura pode acelerar o processo de eutrofizacdo dos corpos d’
agua receptores (Péez-Osuna, 2001) provocando alteracBes negativas nas comunidades
desses ecossistemas.

A dieta e os fertilizantes sdo o0s principais responsaveis pelo aumento da
concentracdo de N, P e matéria organica nos viveiros de cultivo (Boyd, 2003). Paez-Osuna
et al. (1997) e Boyd e Tucker (1998) relataram que apenas 25 a 30% do N e P fornecido na
dieta estdo presentes na biomassa dos animais no momento da despesca. Jackson et al.
(2003) estimaram que 21 a 22% do N e apenas 6% do P sdo assimilados pelo camardo. O
restante forma os detritos, é retido no sedimento dos viveiros, é absorvido pela biota
aquatica ou é transportado para fora do viveiro no efluente. A perda de N e P no efluente de
viveiros de cultivo de camardo, em cada ciclo de producdo, foi estimada em 52 e 8,4 kg ha’
! respectivamente (Paez-Osuna et al., 1997). Além do N que se acumula no sedimento ou é
lancado para fora do viveiro no efluente, hd também o N lancado para a atmosfera pela
volatilizagdo da NH; (Sooknah & Wilkie, 2004).

Entre os principais compostos nitrogenados estdo o nitrogénio amoniacal (N-
amoniacal) e o nitrito (N-NO;) (Shishehchian et al., 1999). Este, um composto
intermediario da oxidagdo da amdnia a nitrato (N-NO3z) (Midlen & Redding, 2000), é
observado em &guas com elevadas concentracdes de nutrientes ou em camadas de agua
mais profundas onde a decomposi¢do aerdbica leva ao seu acumulo (Ono & Kubitza,
2003). O N-amoniacal é um produto da excrecdo nitrogenada e também da decomposicao
aerobica (Boyd & Zimmermann, 2010). Chen & Kou (1996) constataram que a principal
forma de N excretada é amonia (45 a 78%) e, em menores quantidades N-NO,, N-NO; e

formas organicas sollveis como uréia, aminoacidos e acido Urico.



Fosforo € o principal nutriente limitante ao desenvolvimento das macrofitas
aquaticas e ao fitoplancton (Tundisi & Tundisi, 2008). Entre as formas de P, as formas
soltveis de P-ortofosfato (HoPO4, HPO4Z, PO,>) assumem maior relevancia por serem as
principais formas assimiladas pelos vegetais aquaticos (Esteves & Panosso, 2011). Fosforo
total (PT) também representa um fator importante na classificacéo dos corpos d égua no
Brasil. A Resolugdo N° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005)
atribui, entre outras variaveis, a concentracdo de PT para a classificacdo dos corpos hidricos
do pais. Para corpos hidricos inseridos na classe 1 e 2 a concentracdo de PT ndo deve
ultrapassar 0,020 mg L™ em ambientes Iénticos e 0,1 mg L™ em ambientes l6ticos. Para
corpos d’ &gua inseridos na classe 3, as concentracdes de PT ndo devem exceder 0,05 e
0,150 mg L™ para ambientes Iénticos e l6ticos, respectivamente.

A decomposicdo da matéria organica (fezes, restos de animais mortos, alimento
fornecido e ndo consumido) favorece o aumento da concentracdo de N e P, pois durante
esse processo ha liberacdo de formas soluveis de N (ex. nitrito, nitrato, amadnio,

aminoacidos) e P (ex. ortofosfatos, fosfoproteinas, fosfolipideos) (Mires, 1995).

4.1 Impactos provocados pelo lancamento de efluentes de aquicultura em

ambientes aquaticos

Os efluentes dos viveiros de aquicultura apresentam caracteristicas distintas, de
acordo com o sistema utilizado. Em sistemas extensivos, as caracteristicas dos efluentes
gerados tendem a ser semelhantes as caracteristicas da agua captada para o abastecimento
dos tanques e viveiros (Stickney, 1979). Porém, isto ocorre somente com a utilizacdo de
manejos que utilizam fertilizantes em quantidades adequadas, reducdo, quando possivel, do
volume de efluente produzido e fornecimento de dietas com alta digestibilidade e estaveis
na agua (Boyd, 2003). Com a intensificacdo do sistema de producdo hd maiores gastos com
dietas e fertilizantes. Dessa forma, independente do sistema de producgéo, o langamento do
efluente sem tratamento adequado em ecossistemas aquaticos naturais pode resultar em
alteracOes nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do meio (Redding et al., 1997).
Boyd (2003) ressalta que os impactos do cultivo de organismos aquaticos nas
caracteristicas limnoldgicas da agua utilizada nos viveiros dependem da espécie cultivada,

intensidade de producdo, manejo alimentar e tecnologia empregada.



Diversos estudos evidenciam os impactos ambientais decorrentes dos langcamentos
dos efluentes de aquicultura. Em Banguecoque na Tailandia o lancamento de efluente de
carcinicultura provocou floracdo de algas e morte de organismos coralinos (Chua et al.,
1989). Efluentes de fazendas de cultivo de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) reduziram
a diversidade de macroinvertebrados bentdnicos nos trechos dos rios onde os efluentes
foram langcados (Loch et al., 1996). Boaventura et al. (1997) observaram aumento da
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) devido as elevadas concentracdes de bactérias
heterotroficas em ambientes aquéaticos que recebiam efluentes do cultivo de truta arco-iris
(O. mykiss). Elevadas concentracbes de fitoplancton em corpos d' égua receptores de
efluentes de carcinicultura foram observadas por Mckinnon et al. (2002). Paez-Osuna
(2001) relatou migracao de crustéceos e peixes de regides de rios que recebiam efluentes de
carcinicultura. De acordo esse autor, peixes e crustaceos que nas fases jovens habitavam
mangues préximos as fazendas de cultivo de camardo ndo foram mais encontrados nesses
ambientes devido as alteracfes provocadas pelo langamento de efluentes de viveiros de
cultivo. Samocha e Lawrence (1997) constataram maiores concentracdes de solidos
suspensos (SS) e nutrientes (N e P) a 400 metros do ponto de lancamento do efluente. Os
efluentes dos viveiros de cultivo de camardes resultam em efeitos negativos na qualidade
da agua e no sedimento, pois reduzem a concentracdo de oxigénio dissolvido, causam
toxicidade e bloom de diversas espécies de algas (Burford & Glibert, 1999).

Reducdo na concentragdo de oxigénio dissolvido e aumento dos valores de
condutividade elétrica, concentracbes de N, P e MPS foram observados por Henry-Silva e
Camargo (2008) no efluente de viveiro de reprodutores de M. amazonicum e por Biudes et
al. (2011) e Henares et al. (2011) no efluente de reprodutores de M. rosenbergii. O aumento
da concentracdo de N e P em decorréncia do lancamento do efluente do cultivo de
camardes Penaeus monodon, em manguezais no norte da Austrélia, resultou no incremento
da biomassa de fitoplancton (Trott & Alongi, 2000). A represa que recebe efluente do Setor
de Piscicultura e Ranicultura do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP) (21°18 S
e 48°18 W) SP/Brasil foi classificada por Pistori et al. (2010) como hipereutrofica devido
as elevadas concentracBes de N, P e clorofila-a e aos elevados valores de turbidez,

condutividade elétrica e alcalinidade.
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Além das alteracdes das caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos
ecossistemas aquaticos, a eutrofizacdo desses ambientes pode acarretar em efeitos
negativos ao homem. Dentre eles, a floracdo de espécies de cianobactérias que produzem e
liberam toxinas para o meio (Calijuri et al., 2006). A proliferacdo dessas cianobactérias
aumenta os custos referentes ao tratamento da &gua para o abastecimento devido a
necessidade de incrementar o nivel da tecnologia utilizada para a remocdo de nutrientes,

organismos patogénicos e matéria organica (Tundisi, 2003).

4.2 Formas de mitigagdo dos impactos dos efluentes de aquicultura

A renovacdo da agua de cultivo prejudica a sustentabilidade da aquicultura devido
aos elevados custos ambientais provocados pelo langamento do efluente dos viveiros (Boyd
& Queiroz, 2004). As medidas para mitigar os impactos ambientais provocados pelo
langcamento de efluentes de aquicultura nos ambientes aquaticos podem ser divididas em
solucdes anteriores e posteriores a geracao dos efluentes. As solugbes anteriores envolvem
medidas que reduzem as concentracfes de N, P, matéria organica e solidos suspensos com
adocdo de boas praticas de manejo (BPMs) tais como: (a) uso de fertilizantes em
quantidades adequadas; (b) densidades de estocagem e taxas de alimentacdo que nao
excedam a capacidade de assimilagdo dos nutrientes nos viveiros; Boyd e Queiroz (2004)
relataram que o0s viveiros de cultivo de organismos aquaticos sao eficientes na assimilacédo
dos aportes de carbono, N e P; (c) fornecimento de dietas de elevada qualidade e
digestibilidade, estaveis na agua e sem excesso de N e P; (d) redugéo do volume de efluente
produzido, sem prejuizo a qualidade da agua utilizada no cultivo e (e) quando possivel,
realizar despescas sem drenagem parcial ou total dos viveiros (Boyd, 2003).

As solugdes posteriores a geracao do efluente sdo restritas ao tratamento do efluente
visando a remoc¢do da carga de N, P matéria organica e sélidos suspensos. Neste caso, é
possivel a utilizacdo de tanques de sedimentagéo (Teichert-Coddington et al., 1999; Ebeling
et al., 2006) e de wetlands construidas (Lin et al., 2005; Hadad et al., 2006; Henry-Silva &
Camargo, 2006 e 2008; Sindilariu et al., 2007).
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5. CONCEITO E UTILIZACAO DAS WETLANDS CONSTRUIDAS

Wetlands construidas sdo alagados artificiais onde 0s microrganismos (aerébios e
anaerobios) e as macréfitas aquaticas promovem a remocao de nutrientes dos efluentes
(Figura 6). Esses sistemas foram desenhados e construidos para o tratamento de efluentes
domésticos e industriais visando, principalmente, a remocdo da matéria organica e a
reducdo das concentracOes das diferentes formas de N e P por meio da transformacéo e
mineralizacdo da matéria organica (realizada pelos microrganismos) e absor¢do do N e P

pelas macrofitas aquaticas (Cooper & Findlater, 1990).

(A) (B)

Figura 6. Wetlands construidas para o tratamento do efluente de um viveiro (200 m?) de
manutencéo de reprodutores do camardo Macrobrachium rosenbergii. (A) wetland colonizada com

Eichhornia crassipes e (B) wetland colonizada com Salvinia molesta (Henares, 2008).

No interior das wetlands varios processos bioldgicos e abidticos regulam a remocao
de nutrientes e sélidos suspensos do efluente (Kadlec & Knigth, 1996; USEPA, 2000). Os
principais processos bioldgicos sdo: mineralizacdo e transformacdo da matéria organica e
absorcdo do N e P pelas macrdfitas (ex: amonificacdo e nitrificacdo) (USEPA, 2000). A
absorcdo ocorre principalmente pelo sistema radicular das plantas e em algumas espécies
pelas folhas (Esteves & Panosso, 2011). A absorcdo do fosforo associado as folhas é
realizada em maior escala pela microbiota epifitica (comunidade aquéatica que utiliza as
macrofitas aquaticas como substrato para fixacdo) (Wetzel, 2001). Os principais processos
abidticos que atuam na remoc&o dos sdlidos séo a sedimentacgdo e a adsorcdo as macrofitas
e outros substratos (Lin et al., 2002; Ebeling et al., 2006).
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O tratamento de efluentes com wetlands construidas apresenta moderado custo de
instalacdo, baixo consumo de energia, facil operacdo e manutencdo (Kadlec & Kbnigth,
1996; Solano et al., 2004), além da possibilidade de aproveitamento da biomassa vegetal
excedente (Henry-Silva et al., 2006; Biudes et al., 2009). Entretanto, é importante ressaltar
que os processos de remocdo de nutrientes nesses sistemas ocorrem, ndo somente pela
absorcdo do N e P pelas plantas, mas também por meio da combinagdo de mecanismos
fisicos, quimicos e bioldgicos.

Wetlands construidas sdo classificadas de acordo com o grupo ecolégico (flutuante,
emersa, submersa, com folhas flutuantes) da macrofita aquatica predominante (Vymazal,
1998). Independente do grupo ecoldgico da macréfita, as principais caracteristicas para
contribuir positivamente para o desempenho da wetland sdo: (i) répido crescimento das
plantas; (ii) elevada taxa de assimilacdo de nutrientes; (iii) elevada capacidade de estocar
nutrientes na biomassa; (iv) tolerancia as caracteristicas fisicas e quimicas do efluente e (v)
tolerancia as condicdes climéticas locais (Tanner, 1996).

Wetlands tém sido utilizadas no tratamento de efluente em diversas partes do mundo
desde 1950 (Verhoeven & Meuleman, 1999). Diversos trabalhos comprovam a eficiéncia
das wetlands construidas no tratamento de residuos acidos de mineracdo, efluentes
agricolas, industriais, domésticos, efluentes de aquicultura (Sindilariu et al., 2007; Chung et
al., 2008; Zachritz et al., 2008; Konnerup et al., 2011) e também na remoc¢do de alguns
organismos patogénicos (Vacca et al., 2005; Pinto et al., 2009). Na aquicultura, as wetlands
possibilitam reutilizar a &gua no proprio sistema de cultivo (Lin et al., 2005), o que pode
aumentar a sustentabilidade da atividade.

Macrofitas aquaticas emersas arranjadas em série para o tratamento do efluente de
bagre de canal (Ictalurus punctatus) removeram até 81% do N-amoniacal, até 98% do N-
nitrito; 51-75% do nitrogénio total (NT); 45-61% de PT e 75-87% do STS (Schwartz &
Boyd, 1995). Na avaliacdo da eficiéncia de uma wetland colonizada com macrdfitas
emersas (lpomoea aquatica e Paspalum vaginatum) para o tratamento do efluente de
Chanos chanos, Lin et al. (2002) observaram remocao de N-amoniacal, N-NO, e N-NO;
acima de 68% e de P-PO, entre 32 e 71% (Tabela 1).

No tratamento do efluente de viveiros de truta arco-iris (O. mykiss) com wetland

povoada com macrdfita aquatica emersa (Phragmites australis), Schulz et al. (2003)
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encontraram remog&o de STS entre 95,8 a 97,3%; de NT entre 49,0 e 68,5% e de PT entre
20,6 e 41,8%. Para esses autores a eficiéncia de remocao do N e P pode estar relacionada ao
tempo de residéncia do efluente nas wetlands. O sistema de tratamento do efluente de
viveiros de camarBes marinhos da espécie Litopenaeus vannamei colonizados com
macrofitas emersas (Typha angustifolia e Phragmites australis) dispostas em série
possibilitou a remocgdo de N-amoniacal entre 64 e 66% e de N-NO- entre 83 e 94% (Lin et
al., (2005) (Tabela 1). Esses autores ainda observaram remocédo de STS entre 55 e 66% e
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) entre 37-54%.

O tratamento do efluente de reprodutores de M. amazonicum (85,7 g m?) com E.
crassipes e P. stratiotes dispostas em série (Henry-Silva & Camargo, 2008) foi mais
eficiente na remocdo de N e P do que o sistema com E. crassipes e S. molesta (em serie)
utilizado por Henares (2008) no tratamento do efluente de reprodutores de M. rosenbergii
(Tabela 1). A menor eficiéncia deste sistema ocorreu, provavelmente, devido a utilizacdo
da S. molesta e & maior quantidade de materia organica proveniente da maior biomassa
estocada (403,2 g m? e 547,9 g m?). O aumento da biomassa cultivada exige incremento da
quantidade de dieta fornecida, que favorece o aumento da concentracdo de nutrientes no
efluente dos viveiros (Lin et al., 2005). De fato, a quantidade de dieta fornecida por
Henares (2008) (1556 g dia™ e 2115 g dia™) foi em média 2,7 vezes maior em relacéo a
fornecida por Henry-Silva e Camargo (2008) (685,6 g dia™). Schulz et al. (2003) também
observaram variacdo da eficiéncia de wetlands em fungéo da biomassa estocada e do tempo
de residéncia do efluente no sistema. O tratamento do efluente de viveiros de cultivo de
tilapia vermelha (O. mossambicus x O. aureus) estocadas em densidade maior que 30 kg m®
resultou na remocgdo de 4,5% de N-amoniacal e aumento de PT ap6s o efluente passar pelo
sistema de tratamento (Zachritz et al., 2008). Esses autores também atribuiram a baixa
eficiéncia na remocdo de N-amoniacal e PT a densidade de estocagem das tilapias. A
comparacdo da eficiéncia de wetlands construidas com diferentes grupos ecoldgicos de

macrofitas aquaticas € apresentada na tabela 1.
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Tabela 1. Comparagao da remogao das formas de N e P obtida em diferentes estudos.

Variaveis Wetlands
limnoldgicas Porcentagem de remocéo
N-NH; 86 —98 - 64 — 66 32,3-34,7 2,54* —34,1
N-NO, <99 - 83-94 51,1-545 19,4 -37,2
N-NO; 68 —99 - 2,4* —54* 38,8-413 21,9-484
NKT - 48 - 95 - 38,3-40,4 32,5-437
P-PO, 31,9-71,2 91 4,0*-7,6* - 23,8-444
PD - - - 46,2 - 48,0 20,1-40,2
PT - 86 - 69,9-725 14,3 -43,6
Macrdfitas Ipomea aquatica, Paspalum o o . . . . i .
» i . Typha latifolia e Typha angustifoliae  Eichhornia crassipese  Eichhornia crassipes e
aquaticas vaginatum e Phragmites . . . . . . .
. Phragmites autralis ~ Phragmites autralis Pistia stratiotes Salvinia molesta
autralis
Grupos
. Emersas Emersas Emersas Flutuantes Flutuantes
ecoldgicos
. . Henry-Silva &
Autores Lin et al. (2002) Naylor et al. (2003) Lin et al. (2005) Henares (2008)
Camargo (2008)

* indicam acréscimo da concentracdo do nutriente apds a passagem pela wetland. N-NH; = N-amoniacal, N-NO, = N-nitrito, N-NO;
N-nitrato, NKT = nitrogénio Kjeldahl total, P-PO, = P-ortofosfato, PD = fésforo dissolvido e PT = fésforo total.
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Henry-Silva & Camargo (2006) avaliaram a eficiéncia de wetlands construidas e
colonizadas com macrofitas aquéaticas flutuantes no tratamento do efluente de tilapia-do-
nilo (O. niloticus). Os autores constataram que wetlands povoadas com E. crassipes e P.
stratiotes foram mais eficientes na remocao de NT (46,1 e 43,9%, respectivamente) e PT
(82,0 e 83,3%, respectivamente) do que a wetland povoada com Salvinia molesta (42,7%
de NT e 72,1% de PT). Macroéfitas aquéticas como E. crassipes e P. stratiotes sdo mais
eficientes no tratamento de efluentes de aquicultura, pois apresentam rapido crescimento
vegetativo e elevada capacidade de produzir biomassa (Henry-Silva & Camargo, 2006).
Petrucio & Esteves (2000) avaliaram a taxa de absor¢do de N e P por E. crassipes e
Salvinia auriculata, provenientes de um lago no Rio de Janeiro, € comprovaram maior
eficiéncia na absorcdo dos nutrientes pela E. crassipes do que pela S. auriculata.

A eficiéncia das wetlands construidas pode variar em fungdo do tempo de residéncia
do efluente no sistema, das espécies e dos grupos ecoldgicos das macroéfitas utilizadas.
Diversos estudos foram realizados comparando sistemas de tratamento com macroéfitas
aquaticas de diferentes espécies, porém pertencentes a0 mesmo grupo ecoldgico. Estudos
comparando a eficiéncia de macrdéfitas de diferentes grupos ecoldgicos sdo escassos.
Redding et al. (1997) testaram a eficiéncia de macrofitas aquaticas diferentes grupos
ecoldgicos para o tratamento do efluente de cultivo de tilapia-do-nilo (O. niloticus). Os
autores concluiram que wetland colonizada com Rorippa nasturtium-aquaticum (emersa)
foi mais eficiente na remocéo de N e P do que wetlands povoadas com Azolla filiculoides
(flutuante) e Elodea muttalli (submersa).

Neste contexto, o capitulo Il desta Tese foi elaborado com o objetivo de avaliar a
eficiéncia de wetlands construidas e colonizada com macrdéfita aquatica flutuante e
macrofita aquatica emersa para o tratamento do efluente de um viveiro de manutencéo de
reprodutores do camardo M. rosenbergii. Os sistemas de tratamento foram constituidos por
tanques de fibra de vidro com 2 m® (1 m de largura, 1 m de altura e 2 m de comprimento).
Foram testadas as seguintes wetlands (tratamentos): sistema de tratamento com Eichhornia
crassipes (Ec); sistema de tratamento com Typha domingensis (Td); sistema de tratamento

por sedimentacdo (SE) e sistema de tratamento com solo filtrante (SF) (Figura 7).
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Figura 7. Desenho esquemdtico da composicdo das diferentes wetlands construidas para o
tratamento do efluente do viveiro de reprodutores de Macrobrachium rosenbergii. Wetland
colonizada com Eichhornia crassipes (Ec); wetland colonizada com Typha domingensis (Td);

sistema de tratamento por sedimentacgéo (SE) e sistema de tratamento com solo filtrante (SF).

6. OS MICRORGANISMOS E AS WETLANDS

Os microrganismos sdo importantes componentes dos ecossistemas aquaticos, pois
fazem parte da rede alimentar e desempenham papel fundamental no processo de producéo
priméria e decomposicdo. As transformagdes da matéria organica por meio do metabolismo
microbiano sdo importantes nos ciclos biogeoquimicos e no fluxo de energia dos
ecossistemas aquaticos (Moriarty, 1997; Stottmeister et al., 2003).

Nas wetlands construidas, assim como nos viveiros de cultivo de organismos
aquaticos, 0s microrganismos desempenham papel importante com relacdo as
transformacGes e mineralizacbes do N, P, matéria organica e carbonatos, a produtividade, a
nutricdo dos animais cultivados e a qualidade da agua. No entanto, sé recentemente 0s
estudos relacionados as espécies, a diversidade e a interacdo dos microrganismos com o

meio abiotico e outros componentes da biodiversidade aquética tem se intensificado. Em
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lagos eutrofizados no leste da China foram identificados diversos filos pertencentes ao
dominio Bactéria (Wu et al., 2007). Em wetlands localizadas em regibes agricola no leste
de Calcutta, na India, foram identificados os filos Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes e Bacteroidetes (Ghosh et al., 2007). Os taxons Gamaproteobacteria,
Firmicutes Alphaproteobacteria, Sphingobacteria, Actinobacteria e Bacteoidetes também
foram identificados em wetlands construidas para o tratamento de efluente industrial
(Calheiros et al., 2009). No solo diversos estudos ja foram realizados, em diversas regifes
geograficas (Borneman et al., 1996; Rondon et al., 2000; Nogales et al., 2001; Furlong et
al., 2002). No Brasil, os filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e
Verrucomicrobia foram identificados em solos utilizados para agricultura (tomates, feijao,
milho e soja) (Pereira et al., 2006) e solos de floresta nativa e de plantio de eucalipto
(Eucaliptus sp) (Silveira et al., 2006).

Os métodos tradicionais para o conhecimento dos microrganismos presentes na
agua limitam-se a analise daqueles que podem crescer em condicGes laboratoriais, 0s quais
representam apenas 1% da biodiversidade natural (Rondon et al., 2000). A identificacdo de
um namero restrito de microrganismos pode ocasionar perdas de informagfes relevantes
sobre a diversidade e as interagdes bioldgicas que ocorrem em um determinado habitat.
Portanto, ndo é surpreendente que poucas observacdes importantes relacionadas a ecologia
microbiana antecederam as técnicas moleculares, uma vez que, antes destas tecnicas terem
sido desenvolvidas, as informacg0es a respeito das comunidades microbianas eram coletadas
diretamente do ecossistema ou dos microrganismos isolados (Atlas & Bartha, 1998).

A partir da decada de 80, um grande numero de metodos moleculares vem sendo
desenvolvido para a andlise da diversidade microbiana (Amann et al., 1995; Cullen &
Hirsch, 1998) e estdo tornando-se cada vez mais utilizados (Drozdowicz, 1997). As
metodologias atuais utilizam o DNA total extraido diretamente dos microrganismos
presentes no ambiente e amplificacGes via Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR). O
estudo do DNA gendmico obtido a partir de uma amostra ambiental recebeu o nome de
metagenoma (Borneman et al., 1996; Rondon et al., 2000).

A clonagem e o sequenciamento do gene do DNA/RNA ribossomal (rDNA/rRNA)
tornaram possivel a identificacdo dos microrganismos ainda desconhecidos e ndo cultivados
(Borneman et al., 1996; Macrae, 2000; Kent & Triplett, 2002). Além disso, essas
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metodologias podem ser aplicadas para identificar genes a serem utilizados em processos
biotecnoldgicos e caracterizar genes de bactérias do solo e/ou da agua (Sebat et al., 2003)
responsaveis por processos bioldgicos como mineralizagdo e decomposicdo da matéria
organica.

Nos estudos metagenomicos o0s genes utilizados para anélise da diversidade sdo os
rRNA. Os RNAs que compdem os ribossomos (rRNASs) estdo entre as macromoléculas
mais conservadas evolutivamente de todos os sistemas de vida (Atlas, 1994). Trés tipos de
rRNA sdo comuns em ribossomos de procariotos e eucariotos: o 16S (exclusivo de
procarioto), 18S (exclusivo de eucarioto) e 23S RNAs. Baseado na diferenca entre os
tamanhos, eles foram denominados como subunidade menor (SSU) para os rRNAs 16S e
18S, e subunidade maior (LSU) para 0 23S rRNAs (Hurst et al., 2002).

O gene 16S rRNA é composto por um conjunto de aproximadamente 1550
nucleotideos (Woese et al., 1983) com regides que se alternam entre areas conservadas e
variaveis, as quais permitem a investigacdo de amplo espectro na determinacdo das relagdes
filogenéticas (Ludwig & Schleifer, 1994). O gene 16S rRNA esta presente em todos 0s
organismos, com a mesma funcdo em todos eles, alto grau de conservacdo e elevado
nimero de copias. O desenvolvimento da PCR e de técnicas de sequenciamento tem
consolidado o papel dos genes ribossomais na filogenia. Atualmente, milhares de
sequéncias do gene 16S rRNA estdo disponiveis em banco de dados. Nos ultimos anos,
técnicas baseadas na analise de genes do 16S rRNA em procariotos (Muyzer et al., 1993)
tém sido amplamente utilizadas na deteccdo, identificacdo, classificacdo e filogenia de
microrganismos. A amplificacdo direta por PCR do 16S rDNA de amostras ambientais tem
possibilitado o estudo da diversidade microbiana sem o cultivo dos microrganismos
(Giovannoni et al., 1990), o que tem sido considerada a grande vantagem deste método
(Hill et al., 2000). Dessa forma, a utilizacdo do gene 16S rRNA revolucionou o campo da
ecologia microbiana possibilitando investigar e determinar posi¢des filogenéticas de
comunidades bacterianas (Kuske et al., 1997; Hentschel et al., 2002). Portanto, por meio
dos estudos metagenomicos é possivel identificar e descrever as comunidades bacterianas
existentes no ambiente aquatico e em outros ambientes.

Considerando que os estudos de limnologia aplicados & aquicultura ainda s&o

insuficientes para a completa compreensdo do funcionamento das wetlands construidas,
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principalmente devido a diversidade de fatores que influenciam esses sistemas, a aplicagéo
dos métodos moleculares podem identificar e favorecer a compreensdo das funcGes das
bactérias em ambientes naturais e/ou artificiais como viveiros de cultivos e wetlands
construidas. O capitulo 1V foi elaborado com o objetivo de identificar as comunidades
bacterianas de uma wetland construida e povoada com E. crassipes (Figura 8A) para o
tratamento do efluente de um viveiro de manutencdo de reprodutores do camardo M.

rosenbergii (Figura 8B).

(A)

Figura 8. (A) Wetland construida e colonizada com Eichhornia crassipes (2 m?); (B) viveiro de
212,3 m® (193 m’ de superficie e 1,1 m de profundidade) do Setor de Carcinicultura do Centro de
Aquicultura da UNESP. Viveiro utilizado para a manutencdo de reprodutores do camaréo

Macrobrachium rosenbergii.
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ALTERACOES DAS CARACTERISTICAS LIMNOLOGICAS DO CULTIVO DE
Macrobrachium amazonicum (HELLER, 1862) COM USO DE SUBSTRATO
ARTIFICIAL E AERACAO NOTURNA

LIMNOLOGICAL CHARACTERISTICS CHANGES OF Macrobrachium amazonicum
(HELLER, 1862) REARING WITH ARTIFICIAL SUBSTRATE AND NIGHT
AERATION

RESUMO
As alteracdes das caracteristicas limnologicas do cultivo de Macrobrachium amazonicum com
uso de substrato artificial e aeracdo noturna foram avaliadas em 12 viveiros (0,01 ha) de
fundo natural povoados com 45 camardes m?. O delineamento foi inteiramente casualizado
com 4 tratamentos e 3 repeticdes. Os tratamentos foram: cultivo sem substrato artificial com
aeracdao noturna (SSCA); cultivo com substrato artificial sem aeracdo noturna (CSSA); sem
substrato e sem aeracdo noturna (SSSA); com substrato artificial com aeracdo noturna
(CSCA). Nos viveiros dos cultivos CSSA e CSCA foram instaladas tela de nylon e nos
viveiros dos cultivos SSCA e CSCA os aeradores foram acionados das 02h00 as 05h00.
Mensalmente (janeiro a maio de 2009) foram determinados os valores de oxigénio dissolvido
(OD), clorofila-a, turbidez, solidos totais em suspensdo (STS), nitrogénio Kjeldhal total
(NKT) e fosforo total (PT). Os dados foram submetidos 8 ANOVA seguida do teste de Tukey
(P<0,05). No final do experimento, a concentracdo de OD nos cultivos CSSA e SSSA foi em
média 24,3% (5,9 mg L) menor em relagdo & concentragdo nos SSCA e CSCA (7,8 mg L™).
Os valores de clorofila-a, turbidez e STS foram maiores nos cultivos com aeragdo noturna. A
concentracdo de NKT foi em média 20% maior nos cultivos SSCA e CSCA (1,2 mg L™). Para
PT, no final do experimento a concentragdo foi em média 2,9 vezes maior nos cultivos SSCA
e CSSA (25,5 ug L™) do que nos SSSA e CSCA (8,7 ug L™). As alteracdes das caracteristicas
limnoldgicas foram mais intensas nos tratamentos com substrato artificial e aeracdo noturna,

pois nesses cultivos os valores de clorofila-a, turbidez, STS, N e P foram mais elevados.

Palavras chave: limnologia, nitrogénio, fosforo, crustacea, carcinicultura
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ABSTRACT

The changes of limnological characteristics of Macrobrachium amazonicum shrimp-farm with
artificial substrate and night aeration were evaluated in 12 grow-out ponds (0.01 ha) with 45
shrimps m™. The completely randomized design was used with four treatments and three
replications. The treatments were: rearing system without artificial substrate with night
aeration (SSCA); system with artificial substrate without night aeration (CSSA); without
artificial substrate without night aeration (SSSA) and rearing system with artificial substrate
and night aeration (CSCA). In the CSSA and CSCA rearing ponds were installed nylon screen
and in the SSCA and CSCA ponds rearing, the aerators were operated from 02h00 to 05h00.
Monthly (from January to may 2009) were determined the dissolved oxygen (DO),
chlorophyll-a, turbidity, total solids in suspension (TSS), total nitrogen Kjeldahl (TNK) and
total phosphorus (TP). The datas were submitted to ANOVA followed by Tukey Test
(P<0.05). In the end of experiment time, the DO concentration in the CSSA and SSSA was in
average 24.3% (5.9 mg L™) lower than SSCA and CSCA (7.8 mg L™) concentration. The
chlorophyll-a, turbidity and TSS values were higher in the night aeration rearing. TNK
concentration was higher 20% (1.2 mg L™) in the SSCA and CSCA systems. To TP, in the
end of experiment the concentration was 2.9 times higher in the SSCA and CSCA (25.5 ug L"
1) than SASA and CSCA systems (8.7 ug L™). The changes of limnological characteristics
were higher in with artificial substrate and night aeration treatments because in these rearing
systems the chlorophyll-a, turbidity, TSS, N and P values were higher.

Key-words: limnology, nitrogen, phosphorus, crustacean, shrimp-farm
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo do sistema de cultivo de organismos aquéaticos consiste na busca pela
maior produtividade na mesma unidade de area. Esse processo envolve elevadas densidades
de estocagem e maior aporte de energia externa sob a forma de fertilizantes, alimento e
aeracdo (Moraes-Riodades et al., 2006). Diversas técnicas tém sido desenvolvidas para
intensificar a producdo de camar6es de agua doce (Tidwell et al., 2004).

O gradeamento de juvenis, a despesca-seletiva e 0 uso de substrato artificial sdo
utilizadas no cultivo de Macrobrachium rosenbergii para reduzir a variabilidade do tamanho e
aumentar a produtividade (Tidwell & D’Abramo, 2010; Moraes-Valenti & Valenti, 2010).
Essas técnicas podem ser associadas ao uso de aerador para aumentar a disponibilidade de
oxigénio no viveiro e reduzir a estratificacdo da coluna d’ agua (Valenti et al., 2010).

Diversos estudos demonstraram 0s beneficios do uso do aerador no crescimento e
produtividade dos organismos aquaticos. Inoue et al. (2003) relataram que a produtividade do
pacu (Piaractus mesopotamicus) aumentou de 2000 kg ha™ em viveiros desprovidos de
aeracdo para aproximadamente 5000 kg ha™ nos viveiros com aeracdo. O uso do aerador no
cultivo de algumas espécies de carpa (Catla catla, Labeo rohita, L. fimbriatus e Puntius
sarana) aumentou o peso médio individual dos peixes de 5,6 para 7,1 g e a sobrevivéncia de
28,9 para 81,8% (Pawar et al., 2009). Embora implique no incremento do consumo de
energia, 0 uso do aerador permite aumentar a biomassa no viveiro e manter as concentragdes
de oxigénio dissolvido em niveis adequados ao crescimento dos animais. Além disso, reduz a
taxa de renovacgdo da &gua e, consequentemente, 0s impactos provocados pelo langamento dos
efluentes em ecossistemas aquaticos naturais (Valenti et al., 2010).

A utilizacdo de substrato artificial consiste na ampliacdo da area atil do viveiro, o que
possibilita aumentar a densidade de estocagem e reduzir a competicdo entre oS animais
(Tidwell et al., 2000). No cultivo de camardes, o uso de substrato reduz os efeitos do
crescimento heterogéneo, evita os confrontos agonisticos e melhora o bem estar animal
(Karplus & Sagi, 2010). Alguns autores também relataram que o uso de substrato artificial
melhora a qualidade da &gua e reduz a conversao alimentar devido ao acumulo de perifiton,
que metaboliza compostos nitrogenados e serve de alimento aos camardes (Tidwell &
Bratvold, 2005; Milstein, 2005). No cultivo de M. rosenbergii em viveiros com substrato
artificial Tidwell & Coyle (2008) observaram reducdo (48%) da conversdo alimentar que
passou de 2,5 para 1,2 e aumento da produtividade de 1342 para 2404 kg ha™. O uso do
substrato artificial no cultivo de M. rosenbergii reduziu a concentragdo de N-NH3; de 0,059
para 0,038 mg L™ e de N-NO; de 0,075 para 0,044 mg L™ (Asaduzzaman et al., 2009).
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Entre as espécies de camardes nativas da América do Sul com potencial para a
aquicultura o camardo-da-amazonia (Macrobrachium amazonicum) se destaca como a mais
importante (Routledge et al., 2006), pois apresenta ampla distribui¢do geografica, ocorrendo
desde a Venezuela até a Argentina (Maciel & Valenti, 2009) e vem sendo largamente
explorada pela pesca artesanal no Brasil (New, 2005).

Estudos foram realizados para avaliar o efeito dos substratos na produtividade,
qualidade da agua e o acumulo de perifiton como fonte de suplementacdo alimentar no cultivo
de M. rosenbergii em monocultivo e policultivo com Oreochromis sp. (Tidwell & Bratvold,
2005; Asaduzzaman et al., 2009; Uddin et al., 2009). Porém estudos sobre as alteracdes
provocadas pelo uso do uso de aerador e substrato artificial nas caracteristicas limnologicas da
agua do cultivo de M. amazonicum ainda ndo foram realizados. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteracbes das caracteristicas limnolégicas do cultivo de M. amazonicum com

aeracao noturna e uso de substrato artificial.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante 122 dias (12 janeiro a 13 de maio de 2009) em 12
viveiros retangulares de fundo natural (0,01 ha e profundidade média de 1 m) e capacidade
para 100 m* localizados em Jaboticabal (SP/Brasil) (21° 15'22"S e 48°18 48" W). O solo dos
viveiros é classificado como latossolo vermelho escuro com predominancia de textura
argilosa (58,1%). O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Képpen, é mesotérmico
de inverno seco e verdo quente (Cwa), com precipitacdo média entre 1.100 e 1.700 mm anuais
e temperaturas médias do més mais quente de 22°C e do més mais frio 18°C. A precipitacdo e
as médias mensais dos valores de temperatura nos meses de realizagcdo do experimento sdo

apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo (=) e média (média do valor maximo e minimo) da temperatura do ar () nos
meses de cultivo do Macrobrachium amazonicum. Fonte: CIIAGRO Centro Integrado de Informagdes

Agrometeoroldgicas.

Antes do experimento os viveiros foram drenados, secos e 0 excesso de sedimento
retirado manualmente. Posteriormente, receberam calagem com cal hidratada (1000 kg ha™) e
foram abastecidos com agua proveniente de duas represas dispostas em série que recebem
efluentes dos Setores de Piscicultura e Ranicultura do Centro de Aquicultura da UNESP.
Apoés o abastecimento os viveiros foram fertilizados com uréia e superfosfato simples na
proporcéo de 8 kg N ha® e 16 kg P,Os ha™, respectivamente. Durante todo o cultivo, o
abastecimento dos viveiros foi realizado para repor as perdas de agua por infiltracdo e
evaporacdo, portanto ndo houve geracao de efluente. A taxa de reposi¢do da &gua nos viveiros
foi de aproximadamente 12% do volume total de gua do viveiro dia™.

Em todos os viveiros foram instalados aeradores e estes acionados entre 12h00 e
14h00 para reduzir a estratificacdo térmica da &gua. Para avaliar o efeito da aera¢do noturna
nas caracteristicas limnologicas da agua dos viveiros de cultivo do M. amazonicum dois
tratamentos receberam aeragéo entre 02h00 e 05h00. Dessa forma, foram testados sistemas de
cultivo com substrato artificial e aeragdo noturna, conforme os seguintes tratamentos: sem
substrato artificial com aeracé@o noturna (SSCA); com substrato artificial sem aeragcdo noturna
(CSSA); sem substrato artificial sem aeracdo noturna (SSSA) e com substrato artificial com
aeracdo noturna (CSCA). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4
tratamentos, 3 repeticdes (viveiros) e 5 coletas realizadas com intervalo de aproximadamente
30 dias (21/01; 18/02; 18/03; 15/04 e 13/05).
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Os viveiros foram povoados dia 12 de janeiro de 2009 com 45 juvenis (30 dias) de M.
amazonicum m? com peso médio individual de 0,024 + 0,01 g. Embora densidades de
estocagem superior a 40 individuos m™ reduzem o crescimento dos camardes (Moraes-Valenti
et al., 2010), o uso de substrato permite aumentar a densidade sem comprometer o
desenvolvimento dos animais (Tidwell et al., 2000). Nos cultivos CSSA e CSCA os viveiros
foram providos de tela de nylon com abertura de malha de 30 mm, utilizadas em aquicultura
para a protecdo dos animais cultivados contra a predacdo por passaros. Os substratos (telas)
foram dispostos na vertical de modo que a area total dos substratos correspondesse a 50% da
area do fundo do viveiro.

Durante o cultivo os camardes foram alimentados diariamente com dieta comercial
peletizada (35% de proteina bruta) em duas por¢oes iguais distribuidas as 08h00 e as 16h00
horas na taxa de 9 a 5% da biomassa contida em cada viveiro, conforme a fase de
desenvolvimento. Na figura 2 sdo apresentadas as quantidades de dieta fornecida nos meses
de cultivo. No més de maio a quantidade de dieta fornecida foi menor devido a despesca total
dos viveiros realizada no dia 12. A quantidade total fornecida durante o experimento foi de
53,3 kg no cultivo SSCA,; 54,7 no CSSA; 56,5 no SSSA e 56,3 kg no cultivo CSCA.

A biomassa dos camardes foi estimada por meio de biometrias realizadas a cada 21
dias e a quantidade de dieta fornecida corrigida semanalmente, considerando 1% de
mortalidade e 20% de ganho de peso por semana. As biometrias foram realizadas no dia 12 de
fevereiro, 06 e 27 de margo e 17 de abril. Nestes dias os camardes ndo foram alimentados.
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Figura 2. Médias e desvios padrdo da quantidade total de dieta fornecida nos meses de cultivo.
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A producédo de camardes no sistema de cultivo SSCA foi 1131 # 10 kg ha™, no CSSA
foi 1100 + 150, no SSSA 972 + 20 e no CSCA 1158 + 70 kg ha™.

Nos cultivos com substrato (CSSA e CSCA), ao final do experimento, trés amostras de
10 x 10 cm (100 cm?) do substrato artificial foram retiradas para determinar a massa seca e 0
estoque de nitrogénio Kjeldahl total (NKT) e fésforo total (PT) no material aderido a tela. As
areas retiradas foram cuidadosamente raspadas com auxilio de uma lamina e todo o material
raspado foi colocado em placas de petri previamente pesadas em balanca de precisdo (Mettler
Toledo modelo AB104-S) para a determinacao da massa fresca. Apos a pesagem, as placas de
petri com as amostras foram acondicionadas em estufa a 60°C até atingir massa seca
constante. A concentracdo de NKT no substrato foi determinada pelo método Semi-micro
Kjeldahl descrita no APHA (2005, 4500-N C.) e a concentracdo de PT (P %MS) conforme a
metodologia descrita por Allen et al. (1974).

O estoque de NKT e PT no material aderido ao substrato foi calculado conforme a
seguinte equagdo:
E =M * C/100;
em que E = estoque (g de N ou P m?); M = massa seca do material aderido (g m?) e C =
concentragdo de NKT e PT na massa seca do material aderido ao substrato (%MS).

As variaveis limnolégicas dos diferentes sistemas de cultivo foram determinadas
mensalmente, entre 06h00 e 08h00 horas em triplicata. Os métodos utilizados para determinar
os valores das variaveis medidas in situ e das varidveis analisadas em laboratdrio sdo

apresentados na tabela 1.
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Tabela 1.Variaveis limnoldgicas e métodos de analises.

Variaveis limnolégicas

Método de analise Referéncias

Especificacdo do aparelho

Temperatura (°C)
Cond. elétrica (mS cm™)
pH

OD (mg LY
Clorofila-a (mg L™)
Turbidez (FTU)
STS(mgL?)
N-amoniacal (ug L™)
N-NO; (ug L)
N-NO; (ug L)

NKT (mg L™
P-ortofosfato (ug L™?)
PT (ng L")

Termometro digital
Condutivimetro digital
pHgdmetro digital
Oximetro digital
APHA 2005 (10200-H)
HACH, Loveland, CO, USA
HACH, Loveland, CO, USA
Fenol, colorimétrico APHA 2005 (4500-NHs F)
APHA 2005 (4500-NO, B)
APHA 2005 (4500-NO; E)
APHA 2005 (4500-N C)
APHA 2005 (4500-P B)
APHA 2005 (4500-P D)

Colorimétrico
Reducao por cadmio
Semi-micro Kjeldahl

Cloreto estanoso (colorimétrico)
Cloreto estanoso (colorimétrico)

Yellow Springs Instruments, (YSI) incorporated modelo 556 MPS
Yellow Springs Instruments, (YSI) incorporated modelo 556 MPS
Yellow Springs Instruments, (YSI) incorporated modelo 556 MPS
Yellow Springs Instruments, (YSI) incorporated modelo 556 MPS

HACH DR/2500

HACH DR/2000

HACH DR/2000

HACH DR/2500

HACH DR/2500

HACH DR/2500

Destilador Kjeldahl
HACH DR/2000
HACH DR/2000

OD = Oxigénio Dissolvido; STS = S6lidos Totais em Suspensdo; N-NO, = N-nitrito; N-NO; = N-nitrato, NKT = Nitrogénio Kjeldahl Total; P-PO, =

P-ortofosfato; PT = Fosforo total.
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2.1 Andlise Estatistica

Os dados de oxigénio dissolvido, clorofila-a, turbidez, STS, NKT, P-PO, e PT dos sistemas de
cultivos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov e teste de Bartlett para verificar a
normalidade e homocedasticidade, respectivamente. Atendida as premissas, os dados foram
submetidos a Analise de Variancia de medidas repetidas (ANOVA — repeated measures).
Quando encontrada diferencas significativas entre as médias, estas foram comparadas por meio
do teste de Tukey (P<0,05). Os valores de oxigénio dissolvido, clorofila-a, turbidez, STS, NKT,
P-PO, e PT foram submetidos a ANOVA, pois compreendem as principais variaveis
limnoldgicas utilizadas na avaliacdo das alteracdes das caracteristicas limnologicas de viveiros
de cultivo de organismos aquaticos. Essas variaveis, especialmente fésforo, indicam o estado
trofico dos ecossistemas aquaticos (Tundisi & Tundisi, 2008). Aos valores médios de oxigénio
dissolvido, clorofila-a, turbidez, STS, N-amoniacal, N-NO,, N-NO3, NKT e PT foi aplicada
Analise de Componentes Principais (ACP) (Bouroche & Saporta, 1982) com o objetivo de

agrupar e verificar a diferenca entre as coletas.

3. RESULTADOS

A média (£ desvio padrdo) da massa fresca total do material aderido ao substrato nos
cultivos CSSA e CSCA foi de 34,3 + 11,2 e 68,8 + 38,6 kg, respectivamente. No CSSA a massa
seca representou em média 15,2% da massa fresca, enquanto no CSCA a massa seca representou
12,7%. O estoque de NKT em ambos os cultivos foram semelhantes, porém o estoque de PT foi

1,6 vezes maior no cultivo CSCA (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios e desvios padrdo da massa seca total e do estoque de NKT e PT nos sistemas
de cultivo com substrato artificial.

) ) Massa seca Estoque (g m™)
Sistemas de Cultivo )
(gm™) NKT PT
Substrato Artificial (CSSA) 5179 + 1356 3,52+1,01 0,14 +0,03
Substrato Artificial + Aeracdo Noturna (CSCA) 8707 + 3523 3,51+1,61 0,23+0,16

As variaveis limnologicas (oxigénio dissolvido, clorofila-a, turbidez, STS, NKT, P-PO, e
PT) submetidas @8 ANOVA de medidas repetidas apresentaram diferenca significativa (P<0,01 e
P<0,001) entre os sistemas de cultivo e as coletas (Tabela 3). Além disso, para essas variaveis a

ANOVA mostrou interacdo (tratamento X coleta) significativa (Tabela 3).
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Tabela 3. Valor de F e coeficiente de variacdo (CV) das varidveis limnoldgicas submetidas & Analise de

Variancia.

Parametros Variaveis Limnoldgicas

estatisticos oD Clor-a Turb STS NKT P-PO, PT
Trat (T) 444 B4*** 22 B4FF* 54,67*** 76,78*** 10,77** 8,97** 14,56***
Coletas (C) 626,32***  203,37*** 230,00%**  382,90***  231,71***  08,33***  248,96***
TxC 73,30%**  16,09%** 8,67*** 17,67*** 11,77%**  12,38*** 10,50%**
CV (Trat) 3,02 23,62 7,47 9,48 14,89 33,37 13,57
CV (Coletas) 3,14 24,10 14,70 13,72 16,36 28,28 15,41

Trat = Tratamentos; OD = Oxigénio dissolvido; Clor-a = Clorofila-a; Turb = Turbidez; STS = Sélidos
Totais em Suspensdo; NKT = Nitrogénio Kjeldahl Total; P-PO, = P-ortofosfato; PT = Fosforo total.
*Nivel de significancia (**P<0,01; ***P<0,001).

A temperatura média na agua dos viveiros foi 26,0 + 0,1 °C e os valores medios de pH
variaram entre 7,0 e 7,5 no cultivo CSCA e SSCA, respectivamente. Quanto a condutividade
elétrica, o valor médio nos diferentes cultivos foi de 0,08 mS cm™. As concentracdes de oxigénio
dissolvido permaneceram, na maioria das coletas, acima de 4,5 mg L™ em todos os cultivos.
Porém, no final do experimento ocorreu reducdo da concentracdo de OD nos cultivos SSSA e
CSSA, que apresentaram valores 43,6% (4,0 = 0,7 mg L™) menor em relacdo a concentracéo
média dos cultivos com aeragéo noturna (SSCA e CSCA) (7,1 +0,8mg L ™) (Figura 3).
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Figura 3. Valores médios (n=15) e desvios padrdo da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) do
sistema de cultivo sem substrato artificial com aeragdo noturna (o), com substrato artificial sem aeracéo
noturna (), sem substrato sem aeracdo noturna (=) e com substrato com aeragcdo noturna (m). Letra
mindscula corresponde & comparagdo dos tratamentos na mesma coleta e letra maiuscula corresponde a comparacdo

do tratamento nas diferentes coletas (Teste de Tukey — P<0,05).
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Os valores de turbidez e as concentracdes de clorofila-a, STS, NKT, P-PO4 e PT néo
apresentaram grandes variacdes até 18/03. Apos esta coleta houve aumento dos valores dessas
variaveis em todos os sistemas de cultivo, com destaque para os valores mais elevados de
turbidez e NKT nos cultivos com aeracdo noturna (SSCA e CSCA). Nesses cultivos a turbidez,
no final do experimento, foi em média 3,8 vezes maior em relacdo a inicial. Para NKT, no final
do experimento, o aumento foi de 2,8 vezes no cultivo SSCA e 4,0 vezes no CSCA. No cultivo
SSCA as concentracdes de clorofila-a, STS e P-PO, aumentaram em média 8,5; 3,8 e 18,4 vezes,
respectivamente (Figura 4). Os valores mais elevados de PT ocorreram nos cultivos SSCA e

CSSA, que aumentaram em média 4,8 vezes mais em relacdo ao valor inicial (Figura 4).
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Figura 4. Valores médios (n=15) e desvios padrdo da concentragdo de clorofila-a, turbidez, solidos totais
em suspensdo (STS), nitrogénio Kjeldahl total (NKT), ortofosfato (P-PO,) e fésforo total (PT) do sistema

de cultivo sem substrato artificial com aerac&o noturna (o), com substrato artificial sem aerac&o noturna

(), sem substrato artificial sem aeracdo noturna (=) e com substrato artificial com aeracéo noturna (m).

Letra minudscula corresponde a comparagdo dos tratamentos na mesma coleta e letra maiuscula corresponde a

comparagao do tratamento nas diferentes coletas (Teste de Tukey — P<0,05).
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A Andlise de Componentes Principais (ACP) resumiu 81,73% da variabilidade total dos
dados em seus dois primeiros componentes. O primeiro componente (CP1) explicou 71,39% do
total da variancia encontrada, enquanto o segundo componente (CP2) explicou 10,34%. As
variaveis, clorofila-a, turbidez, STS, N-amoniacal, N-NO,, NKT e PT apresentaram-se
negativamente correlacionadas com CP1, enquanto N-NO; apresentou-se correlacionada
positivamente. Oxigénio dissolvido apresentou-se negativamente correlacionado com CP2.
Todas as variaveis apresentaram correlacionadas a algum dos dois componentes com valor do
coeficiente acima de 0,6 (Tabela 4). CP1 mostra dois grupos de variaveis negativamente
correlacionadas entre si: grupo 1 (G1) compreende as variaveis que correspondem ao aumento de
particulas (seston) na dgua dos viveiros (clorofila-a, turbidez e STS); grupo 2 (G2) as variaveis
que correspondem ao aumento da concentracdo de nutrientes dissolvidos (N-amoniacal, N-NOy,
NKT e PT), exceto N-NOj3 (Tabela 4).

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo entre as variaveis limnoldgicas e os dois primeiros componentes da

Analise de Componentes Principais em diferentes sistemas de cultivo de Macrobrachium amazonicum.

Variaveis Componente Principal

Limnoldgicas CP1 CP2
Oxigénio dissolvido 0,474169 -0,785855
Clorofila-a -0,944714 -0,093008
Turbidez -0,947194 > G1 0,138730
Sélidos Totais em Suspensdo -0,941032 0,049335
N-NO; 0,637012 0,107483
N-amoniacal -0,726737 -0,492034
N-NO; G2< -0,914699 0,149469
NKT -0,953585 0,036499
PT -0,919166 0,07117
Variagdo explicada (%) 71,39 10,34

y Acumulo e decomposicao da
Interpretacéo . .
matéria organica

As Ultimas coletas (15/04 e 13/05) encontram-se a esquerda do grafico da ACP (Figura 5)
apresentando valores mais elevados das variaveis negativamente correlacionadas com CP1
(clorofila-a, turbidez, STS, N-amoniacal, N-NO,, NKT e PT) e valor menor da variavel (N-NO3)

positivamente correlacionada com o mesmo componente. A primeira coleta (21/01)
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(agrupamento A), segunda (18/02) (agrupamento B) e terceira coleta (18/03) (agrupamento C)
encontram-se a direita do grafico, ou seja, possuem valores menores de clorofila-a, turbidez,
STS, N-NO;, NKT e PT e valores mais elevados de N-NOs;. Essas coletas (agrupamento D)
diferem das ultimas, pois apresentam caracteristicas opostas (Figura 5). A proximidade dos
pontos de coleta no agrupamento (D) indica que no inicio do experimento as caracteristicas
limnoldgicas da agua dos viveiros foram semelhantes, independente dos sistemas de cultivo. As
coletas 15/04 e 13/05, que se referem aos numeros 4 e 5, encontram-se dispersas no grafico
indicando que no decorrer do experimento as caracteristicas limnoldgicas da agua dos viveiros
tornam-se distintas, com destaque para os valores mais elevados das variaveis correlacionadas
negativamente com CP1 e CP2 nos cultivos SSCA e CSCA, que estdo localizados a esquerda na

parte inferior do grafico (Figura 5).
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Figura 5. Analise de Componentes Principais das variaveis limnoldgicas do cultivo de Macrobrachium
amazonicum sem substrato artificial com aeragdo noturna (o); com substrato artificial sem aeracdo
noturna (=); sem substrato artificial sem aeracdo noturna (m); com substrato artificial com aeragéo
noturna (m). A, B, C e D = formacgédo de 4 grupos;, 1 - 5 = coletas. Os dois componentes resumiram
81,73% da variabilidade total dos dados (CP1 = 71,39% e CP2 = 10,34%).

4. DISCUSSAO

A Analise de Variancia e Analise de Componentes Principais mostraram que os cultivos
SSCA, CSSA, SSSA e CSCA apresentaram caracteristicas limnoldgicas semelhantes no inicio
do experimento. Isto ocorre porque a biomassa estocada e a quantidade de dieta fornecida, no
inicio, sdo semelhantes. No entanto, no decorrer do cultivo o incremento gradual da biomassa
dos camardes e da quantidade de alimento fornecido provoca reducdo da concentracdo de
oxigénio dissolvido e aumento dos valores de turbidez, STS, N e P. O aumento das
concentracdes de nitrogénio inorganico, NKT e PT possuem uma relacdo linear positiva com o

incremento da biomassa de reprodutores de M. rosenbergii (Biudes et al., 2011). A relacéo entre
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0 aumento da concentracdo de nitrogénio e fosforo e o incremento da biomassa dos animais
cultivados também foi observado no cultivo do M. amazonicum SSCA, CSSA, SSSA e CSCA.
De fato, na ACP a combinacdo dos grupos de variaveis G1 (clorofila-a, turbidez e STS) e G2 (N-
amoniacal, N-NO,, NKT e PT) sugere que no decorrer do cultivo ocorre aumento da
concentragédo de nutrientes e detritos devido ao baixo aproveitamento do N e P presentes na dieta
fornecida e ao acumulo de matéria organica no sedimento dos viveiros.

O uso do substrato artificial em viveiros de aquicultura favorece a formacdo e o
desenvolvimento da comunidade perifitica (Keshavanatah et al., 2002; Khatoon et al., 2007). A
biomassa de perifiton aumenta gradualmente no decorrer do cultivo, provavelmente, devido ao
incremento de N e P provenientes do processo de decomposicdo da matéria organica acumulada,
da lixiviacdo da dieta fornecida e ndo consumida e da excrecdo dos animais cultivados. Relacao
positiva entre 0 aumento da disponibilidade de nutrientes na coluna d’ agua e o incremento da
biomassa de perifiton, em substratos instalados em viveiros de aquicultura, foi observada por
Azim et al. (2003). Esses autores relataram aumento médio da matéria seca de 2 mg cm?, na
primeira semana, para 5,1 mg cm™ na sexta semana de experimento. O incremento da biomassa
de perifiton se deve a absor¢éo das formas inorganicas de N (N-amoniacal, N-NO; e N-NO3) e P
(P-ortofosfato) da agua de cultivo (Hari et al., 2004; Asaduzzaman et al., 2009). Esses nutrientes
sdo limitantes do crescimento e da produtividade primaria do perifiton e fitoplancton (Burford,
1997). A absorcdo de N e P pelo perifiton reduz a concentracdo desses nutrientes na dgua dos
viveiros de aquicultura (Bratvold & Browdy, 2001; Khatoon et al., 2007). Entretanto, neste
estudo ndo foi possivel observar esta relacdo, provavelmente devido a quantidade de alimento
fornecido durante o experimento. O fornecimento de alimento proporcional & biomassa estocada
favoreceu o acimulo de matéria organica nos viveiros e, consequentemente, intensificou os
processos de decomposicdo e lixiviagdo. Durante esses processos ocorre aumento das
concentragdes de N e P devido a liberagdo de formas soltveis (N-NO,, N-NO3, N-amoniacal,
aminodcidos, P-PQ,, fosfoproteinas e fosfolipideos) (Mires, 1995). No cultivo de M. rosenbergii
(15 g m?) com uso de substrato artificial, a reducdo da quantidade de dieta fornecida de 10 para
3% da biomassa estocada resultou na reducdo de 41,3% de N-NO3 (de 0,075 para 0,044 mg L™)
e 32,1% de P-PO, (de 1,87 para 1,27 mg L™) na agua do cultivo (Asaduzzaman et al., 2009).
Portanto, em cultivos com uso de substratos é possivel reduzir a quantidade de alimento
fornecido, pois parte do N e P liberados nos processos de decomposicéo e lixiviacdo é absorvida

pelo perifiton, que serve de alimento aos camardes (Tidwell et al., 2001; Azim & Wahab, 2005).
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O estoque de NKT no perifiton foi semelhante nos cultivos CSSA e CSCA devido a
absorcdo das formas inorganicas de N. Ja o estoque de PT no perifiton foi maior no cultivo
CSCA, provavelmente, devido a sedimentacdo no substrato dos detritos suspensos durante
aeracdo. A adsorcdo do fésforo aos detritos, argilas, compostos organicos e carbonatos é
apontada como uma das principais formas de mobilizacdo e imobilizacdo dos ions fosfatos em
ecossistemas aquaticos rasos, principalmente, dagqueles com condi¢des oxidantes e pH proximo
ao neutro (Esteves & Panosso, 2011). Nessas condigdes o PO,> é adsorvido a oxi-hidréxidos de
ferro formando agregados altamente insolaveis (p. ex. FEOOHPO,) (Wetzel, 2001; Kalff, 2002).

A reducdo da concentracdo de oxigénio dissolvido nos sistemas de cultivo CSSA e SSSA
estd relacionada a auséncia da aeracdo noturna, a respiracdo dos animais e, principalmente, a
decomposicao da matéria organica. Reducdo da concentracdo de oxigénio dissolvido decorrente
da decomposicdo da matéria organica (dieta ndo consumida, fezes e restos de animais mortos) e
da respiracdo dos camardes também foi relatada por Henry-Silva et al. (2010) em viveiros de
manutencdo de reprodutores de M. amazonicum e por Henares et al. (2011) em viveiros de
manutencdo de reprodutores de M. rosenbergii. Durante todo o experimento, o fornecimento
médio de 55,6 kg de dieta nos cultivos CSSA e SSSA, resultou na producdo média de 1036 kg de
camardo ha™. Porém, ocasionou a reducéo de 52,4% na concentracdo de oxigénio dissolvido (de
8,2 para 3,9 mg L™) e aumento médio de 2,6 vezes na concentracio de STS, que passou de 15,4
mg L™ no inicio do cultivo para 40,7 mg L™ no final. Nos cultivos com aeragdo noturna (SSCA e
CSCA) a concentracdo de oxigénio dissolvido permaneceu acima de 6,0 mg L™, mas a
concentracéo de STS, no final do cultivo, foi em média 6,5 vezes maior no SSCA (77,5mgL™) e
3,5 vezes no CSCA (56,8 mg L™).

O impacto dos cultivos CSSA e CSCA na concentracdo de oxigénio dissolvido foi
semelhante ao observado por Baccarin e Camargo (2005) no cultivo de Oreochromis niloticus
submetidos a diferentes dietas alimentares (farelada, peletizada, extrusada e alimento natural).
Esses autores relataram que o aumento da biomassa estocada ocasionou a redugédo de 54,5% na
concentracéo de oxigénio dissolvido (de 5,5 para 2,5 mg L™). Quanto & concentracio de s6lidos
em suspenséo, o cultivo de M. amazonicum independente dos sistemas avaliados neste estudo
(SSCA, CSSA, SSSA e CSCA) casou maior impacto, pois os valores de STS foram, em média,
4,6 vezes maiores em relacdo aos observados por Baccarin e Camargo (2005) (12,4 mg L™). O
aumento da turbidez e STS ocorre naturalmente no decorrer do cultivo devido ao incremento dos
detritos decorrentes do aumento da quantidade de dieta fornecida (Anh et al., 2010). A

quantidade de dieta fornecida no cultivo realizado por Baccarin e Camargo (2005) (151,1 kg) foi
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2,7 vezes maior em relacdo a quantidade fornecida nos cultivos SSCA, CSSA, SSSA e CSCA
(55,2 kg), no entanto os valores de turbidez e STS foram mais elevados, provavelmente, devido
ao acionamento do aerador que provoca ressupensdo dos detritos.

O acionamento do aerador entre 02h00 e 05h00 manteve a concentragdo de oxigénio
dissolvido acima de 6,0 mg L™ nos cultivos SSCA e CSCA, principalmente no final do
experimento, quando a biomassa e a quantidade de matéria organica acumulada nos viveiros sdo
maiores. Todavia, as concentracdes de oxigénio dissolvido observadas no SSSA e CSSA,
também, permaneceram dentro do intervalo adequado para o cultivo de Macrobrachium (entre 3
e 7 mg L™) (Boyd & Zimmermann, 2010). Portanto, no cultivo de M. amazonicum estocados na
densidade de 45 camardes m? o uso do aerador durante o periodo noturno néo é necessario, pois
além do consumo de energia, provoca a liberacdo de nutrientes e a ressuspensdo dos detritos para
coluna d’ &gua. A dieta fornecida associada ao uso do aerador tende a aumentar os valores de
turbidez e solidos suspensos na agua dos viveiros (Ritvo et al., 1997). O aumento da
disponibilidade de nutrientes favoreceu o crescimento do fitoplancton, observado pelo aumento
da concentracdo de clorofila-a. De fato, no final do experimento os valores de clorofila-a,
turbidez e STS foram maiores nos cultivos SSCA e CSCA. Nos cultivos SSSA e CSSA também
houve aumento da concentracdo de STS, mas nesses tratamentos o aumento dessa variavel esteve
relacionado a ressuspensdo dos detritos em decorréncia da movimentacdo dos camardes,
principalmente dos individuos de maior tamanho, como observado por Kimpara et al. (2010) no
cultivo de M. amazonicum submetidos a diferentes estratégias de despesca.

Os resultados deste trabalho mostram que o uso de substrato artificial e aeragcdo noturna
para o cultivo de M. amazonicum (45 camardes m™) ocasionam alteraces mais intensas na 4gua
dos viveiros, pois nos sistemas de cultivo SSCA e CSCA foram observados valores mais
elevados de clorofila-a, turbidez, STS, N e P. O uso de substratos favorece o desenvolvimento do
perifiton e, provavelmente, possibilitam a ocupacéo da coluna d'&gua pelos camardes, porém o
crescimento do perifiton ndo favoreceu a reducdo da concentracdo de N e P da agua de cultivo.
Este fato se deve a liberagdo dos nutrientes durante a decomposicdo da matéria organica
acumulada nos viveiros e a lixiviacdo da dieta fornecida, que foi proporcional a biomassa
estocada durante todo o cultivo. A aeragdo noturna, nas condigdes de cultivo avaliadas, ndo é
necessaria, pois nos cultivos CSSA e SSSA ndo foram observadas concentragdes de oxigénio
dissolvido que pudesse prejudicar o desenvolvimento dos camardes. Além disso, o uso do
aerador aumenta os valores de turbidez e sélidos totais em suspensdo e requer maior consumo de

energia.
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EFICIENCIA DE DIFERENTES WETLANDS CONSTRUIDAS PARA O
TRATAMENTO DO EFLUENTE DE REPRODUTORES DE Macrobrachium
rosenbergii (De Man, 1879)

EFFICIENCY OF DIFFERENT CONSTRUCTED WETLANDS TO EFFLUENT
TREATMENT OF Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) BROODSTOCK

RESUMO
A eficiéncia de wetlands colonizadas com macroéfita aquatica flutuante Eichhornia crassipes e
macrofita emersa Typha domingensis para o tratamento do efluente de reprodutores de
Macrobrachium rosenbergii foi avaliada em 12 tanques dispostos em delineamento
inteiramente casualizado. Os tratamentos (wetlands) foram: sistema de tratamento com E.
crassipes (Ec); sistema de tratamento por sedimentacdo (SE); sistema com T. domingensis
(Td); sistema com solo filtrante (SF). Quinzenalmente (fevereiro a abril de 2008) foram
calculadas as taxas de remocdo da carga de material particulado em suspensdo (MPS), N-
amoniacal, N-nitrito (N-NO;), Nitrato (N-NO3), nitrogénio Kjeldahl total (NKT), P-
ortofosfato (P-PQOy,), fosforo dissolvido (PD) e fosforo total (PT). A taxa de remocao de MPS
foi maior nos sistemas Td e SF com média de 58,7 g dia™ e Ec com 47,7 g dia™. A taxa de
remocao da carga NKT nos sistemas Td e SF (0,69 g dia™) foi em média 2,3 e 1,3 vezes maior
em comparacéo a taxa no SE (0,30 g dia™) e Ec (0,54 g dia™), respectivamente. As taxas de
remocéo das cargas de N-amoniacal e P-PO, foram maiores nos sistemas Ec e Td. As taxas de
remocédo da carga de N-NO;, N-NOs, PD e PT nos sistemas Ec, Td e SF néo diferiram entre
si. Os sistemas Td, SF e Ec sdo mais eficientes na remocdo das cargas de MPS, N e P, porém
0 sistema com E. crassipes (Ec) apresentou mais facilidade de manejo e operacdo. Portanto,
para o tratamento do efluente de viveiro de reprodutores de M. rosenbergii deve-se utilizar

wetlands colonizadas com E. crassipes.

Palavras-chave: carcinicultura, camardo da malésia, qualidade de &gua, nitrogénio e fosforo
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ABSTRACT
The efficiency of wetlands with the floating aquatic macrophyte Eichhornia crassipes and the
emerged Typha domingensis in the treatment of effluent of broodstock shrimp
Macrobrachium rosenbergii was evaluated in 12 tanks (2m”) in completely randomized
design. The treatments (wetlands) were: treatment system with E. crassipes (Ec); treatment
system by sedimentation (SE); treatment system with T. domingensis (Td); system with filter
substrate (SF). The load removal rates of particulate suspended material (PSM), ammonia-N,
N-nitrite (NO2-N), N-nitrate (NO3-N), total nitrogen Kjeldahl (TNK), P-orthophosphate (PO,-
P), dissolved phosphorus (DP) and total phosphorus (TP) was assessed every two week (from
February to April of 2008). The removal PSM rate was higher in the Td and SF systems with
average 58.7 g day™ and Ec with 47.7 g day™. The removal TNK rate load in the Td and SF
systems (0.69 g day™) was on average 2.3 and 1.3 times higher than SE (0.30 g day™) and Ec
(0.54 g day™) rates, respectively. The removal rates of ammonia-N and PO4-P load were
significantly higher in the Ec and Td systems. The removal rates of NO,-N, NOs-N, DP and
TP on the Ec, Td and SF systems did not differ each other. The Td, SF and Ec systems are
more efficient in removal of PSM, N and P load, however the Ec system was easier in
handling and operation. Thus, to the effluent treatment of M. rosenbergii broodstock should

use wetlands with E. crassipes.

Key-words: shrimp-farm, giant river prawn, water quality, nitrogen and phosphorus
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1. INTRODUCAO

No cultivo de organismos aquaticos e na manutencdo dos reprodutores € comum a
renovacdo da agua do viveiro para manter a qualidade da agua em niveis adequados ao
crescimento dos animais. O volume de dgua necessario para a producéo de 1 tonelada de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), sem oxigenacdo artificial, foi estimado em 86.000 m?
(Brinker, 2005). Na producédo de organismos aquaticos apenas 25 a 30% do nitrogénio e
fosforo adicionados aos sistemas de cultivo é convertido em biomassa animal, o restante é
perdido na coluna d’agua, adsorvido as particulas do sedimento ou é lancado para fora do
viveiro no efluente (Boyd et al., 2007). Dessa forma, a renovacao diaria da agua do viveiro
ocasiona o langcamento constante de nitrogénio e fosforo nos ecossistemas aquaticos.

A taxa de renovacdo da agua em viveiros de catfish (Pangasianodon hypophthalmus)
varia entre 30 e 100% ao dia dependendo do estagio do cultivo, e pode ocasionar um aumento
no corpo d agua receptor do efluente de 47,3 kg de nitrogénio/tonelada de peixe produzido
(Phan et al., 2009). Embora nos viveiros de manutencdo de reprodutores do camardo
Macrobrachium rosenbergii a taxa de renovacdo diaria seja menor (10 a 15% do volume do
viveiro) (Biudes et al., 2011; Henares et al., 2011), o langamento continuo do efluente pode
ocasionar a eutrofizacdo artificial dos ecossistemas aquaticos naturais com alteracdes das
comunidades. Findlay et al. (2009) observaram aumento anual de 400% da biomassa de
fitoplancton e bloom de crisoficeas e dinoflagelados em regides de lagos proximas a fazenda
do cultivo de truta, no Canada. Canary et al. (2009) atribuiram a reducdo da diversidade da
macrofauna bentonica (Nephtys fluviatilis, Heleobia australis) em regido estuarina ao
lancamento do efluente do camardo marinho Litopenaeus vannamei. Em represa impactada
pelo langamento de efluentes de aquicultura, Pistori et al. (2010) relataram aumento de 12,5
vezes na biomassa (37,4 g de matéria seca m?) de Salvinia molesta em comparacdo a uma
represa ndo impactada (3,0 g de matéria seca m™).

Os sistemas de tratamento de efluentes com macrofitas aquaticas, wetlands construidas
(WC’s), tém sido utilizados com eficiéncia (Sindilariu et al., 2007) ha mais de 20 anos para o
tratamento de diversos tipos de efluentes, incluindo os domésticos, agricolas, industriais e de
aquicultura (Zachritz et al., 2008). Quando utilizados na aquicultura, wetlands construidas
possibilitam a reducdo da carga de matéria organica, material particulado e nutrientes, o que
reduz os impactos ambientais ocasionados pelo lancamento continuo do efluente (Konnerup
et al., 2011). Além disso, apresentam baixo custo de manutencdo, operacdo e facil manejo
(Zimmels et al., 2009; Kumar & Zhao, 2011).

56



A reducdo da carga de material particulado e nutrientes ocorre devido a absorcdo do
nitrogénio e fésforo pelas macréfitas aquaticas (Kadlec & Knight, 1996; Babatunde & Zhao,
2009) e a interacdo de processos quimicos, bioldgicos e fisicos (Lin et al., 2005; Ebeling et
al., 2006; Babatunde et al., 2010). Entretanto, a eficiéncia desses sistemas pode apresentar
grande variacdo em funcédo das condigdes climaticas locais, da carga de poluentes no efluente,
do tempo de residéncia do efluente no sistema (Shutes, 2001) e, principalmente, das espécies
e dos grupos ecoldgicos das macrofitas utilizadas. O tratamento do efluente do cultivo de
Oreochromis niloticus com macroéfitas aquéticas flutuantes Eichhornia crassipes, Pistia
stratiotes e Salvinia molesta possibilitou a reducdo da turbidez em 90,6; 89,3 e 83,8%,
respectivamente (Henry-Silva & Camargo, 2006). A utilizacdo da macrdéfita aquatica emersa
Spartina alterniflora para o tratamento do efluente de pds-larvas do camardo marinho
Litopenaeus vannamei reduziu a concentracdo de N-NO, em 75%, de N-NOj3 entre 35 e 55%
e de P-ortofosfato entre 59 a 64% (Sousa et al., 2011).

Diversos estudos foram realizados para comparar a eficiéncia de wetlands com
macréfitas aquaticas de diferentes espécies, mas pertencentes a0 mesmo grupo ecoldgico.
Entretanto, estudos comparando a eficiéncia de macrofitas de diferentes grupos ecoldgicos
sdo escassos. Redding et al. (1997) testaram a eficiéncia de macrdfita aquatica emersa,
flutuante e submersa para o tratamento do efluente de cultivo de tilapia-do-nilo (O. niloticus)
e concluiram que wetland colonizada com Rorippa nasturtium-aquaticum (emersa) foi mais
eficiente na remocdo de nitrogénio e fosforo do que wetlands colonizadas com Azolla
filiculoides (flutuante) e Elodea muttalli (submersa). O objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficiéncia de wetlands construidas com macrofita aquatica flutuante Eichhornia crassipes e
macrofita aquatica emersa Typha domingensis no tratamento do efluente de um viveiro de
manutencdo de reprodutores de Macrobrachium rosenbergii mantidos na densidade média de
100 g m*.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante 12 semanas (fevereiro a abril de 2008) em
Jaboticabal (SP/Brasil) (21° 1522"S e 48°18'48"W). O efluente foi proveniente de um
viveiro de fundo natural, 193 m? e profundidade média de 1,1 m (212,3 m3). O solo do viveiro
é classificado como latossolo vermelho escuro com predominancia de textura argilosa
(58,1%). O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Koppen, € mesotérmico de
inverno seco e verdao quente (Cwa), com precipitacdo média entre 1.100 e 1.700 mm anuais e
temperaturas médias do més mais quente de 22°C e do més mais frio 18°C. A precipitacdo e
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as médias mensais dos valores de temperatura nos meses de realizacdo do experimento séo

apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo (=) e média (média do valor méximo e minimo) da temperatura do ar (¢) nos
meses de realizagdo do experimento. Fonte: CIIAGRO Centro Integrado de Informagdes

Agrometeoroldgicas.

Duas represas localizadas a montante foram utilizadas para o abastecimento de agua
do viveiro. A vazdo da 4gua na entrada do viveiro foi de aproximadamente 34,9 + 0,3 L min™.
Nessa vazao a taxa de renovacao diaria foi de aproximadamente 24% do volume total da agua
do viveiro. Os camardes reprodutores da espécie Macrobrachium rosenbergii com peso
médio de 40 g individuo™ foram mantidos na densidade média de 100 g m? e alimentados,
diariamente as 16h00 com dieta comercial peletizada composta por 37% de proteina bruta
(minimo). A quantidade fornecida foi equivalente a 4% da biomassa total dos reprodutores no
Viveiro.

Para avaliar a eficiéncia das wetlands foram testados 0s seguintes tratamentos: sistema
de tratamento com a macrofita aquatica flutuante E. crassipes (Ec); sistema de tratamento sem
macrofita aquatica (SE = sedimentacdo); sistema de tratamento com a macrofita aquatica
emersa T. domingensis (Td); sistema de tratamento com solo filtrante (SF) formado por
camadas de pedras e areia (ver descricdo adiante). Os tratamentos foram dispostos em
delineamento experimental inteiramente casualizado. O tratamento SE foi utilizado como
controle do tratamento Ec e o tratamento SF como controle do tratamento Td. As 12 unidades
experimentais (4 tratamento — wetlands x 3 repeticdes) foram constituidas cada uma por 1
tanque de fibra de vidro com 1,0 m de largura, 2,0 m de comprimento e 1,0 m de

profundidade (Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquematico das wetlands construidas para o tratamento do efluente do viveiro de

manutencdo dos reprodutores de Macrobrachium rosenbergii. (e) indica pontos de coleta.

Nos tanques dos sistemas sem substrato (Ec e SE) o nivel do efluente permaneceu aos
0,8 m. Os tanques dos sistemas com substrato (Td e SF) foram constituidos por uma camada
superior de 0,2 m de solo; uma camada de areia grossa (0,2 m); uma de pedra brita (0,2 m) e
no fundo uma camada de cascalho (0,2 m), totalizando 0,8 m de substrato (Figura 3). Os 12
tanques foram dispostos ao ar livre e o tempo de residéncia do efluente nos tanques foi de
aproximadamente 12 horas, com vazdo de 2,2 L min™ ajustada e controlada por registro
hidraulico instalado na entrada de cada tanque. O efluente do viveiro foi conduzido por

gravidade até os sistemas de tratamentos.
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Figura 3. Desenho esquematico da composicdo das diferentes wetlands.

E. crassipes e T. domingensis utilizadas na colonizagéo dos tanques foram coletadas
em represas e areas alagadas na regido proxima ao Centro de Aquicultura da UNESP. A
biomassa inicial de E. crassipes e T. domingensis preencheu aproximadamente 80% da
superficie do tanque, o que corresponde & aproximadamente 5,0 kg de massa fresca/m? (250 g
de massa seca/m?) no sistema Ec. No tratamento Td os individuos foram plantados com
distdncia de 0,15 m entre um e outro. A biomassa inicial desta macrofita foi de
aproximadamente 2,5 kg de massa fresca/m® (240 g de massa seca/m?).

2.1 Variaveis limnologicas

Em intervalos de 15 dias durante 12 semanas entre 07h00 e 09h00 foram coletadas (n
= 3) 1 L de amostra da &gua do efluente do viveiro e mensurados os valores de temperatura
(°C), condutividade elétrica (uS cm™), potencial hidrogeniénico (pH) e concentracdo de
oxigénio dissolvido (OD) (mg L™) por meio do aparelho "Water Quality Checker", modelo U-
10 da marca Horiba®. Foi considerado o tempo de residéncia do efluente nos sistemas de 12
horas. Sendo assim, entre 19h00 e 21h00 horas as mesmas variaveis medidas no efluente do
viveiro foram medidas nos efluentes tratados pelas wetlands. Apds mensurar as variaveis in

situ e realizar as coletas de agua, as amostras foram levadas ao laboratdrio para determinar a
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turbidez (FTU), por meio do espectrofotdmetro modelo HACH DR/2000. Aproximadamente
0,5 L de &gua foram filtrados em membrana filtro de fibra de vidro (Whatman GF 52-C) de 47
+ 0,5 mm de diametro e 0,6-0,7 um de porosidade para a determinacdo da concentracdo de
material particulado em suspensdo (MPS) (APHA, 1998). Com as amostras filtradas também
foram determinadas as concentragdes de nitrogénio amoniacal (N-amoniacal) (Koroleff,
1976), nitrito (N-NOy) e nitrato (N-NO3) (Mackereth et al., 1978), P-ortofosfato (P-PO,) e
fosforo dissolvido (PD) (Golterman et al., 1978). As amostras ndo filtradas foram utilizadas
para determinar as concentracdes de nitrogénio Kjeldahl total (NKT) (Mackereth et al., 1978)
e fosforo total (PT) (Golterman et al.,, 1978). Na entrada dos sistemas de tratamento foi
calculado a carga (K) (mg dia™ ou g dia™) de MPS, N e P no efluente do viveiro conforme a
equacéo (1).

K=[C]*Q 1)

em que K = carga de MPS, N ou P (mg dia™ ou g dia™), [C] = concentracdo da
variavel considerada (mg L™ ou pug L™), Q = vazéo do efluente do viveiro na entrada dos
sistemas de tratamento.

Para cada sistema de tratamento foi calculada a carga (mg dia™ ou g dia™) de MPS, N
e P removida (Kgr) conforme a equagéo (2).

Kr=Q * (Cev — Cer) * 1440 2

em que Kg = carga de MPS, N ou P removida (mg dia™ ou g dia™), Q = vazdo do
efluente tratado, Cev = concentracdo da variavel no efluente do viveiro (mg L™ ou pug L™),
Cer = concentracio da variavel na saida do sistema de tratamento (mg L™ ou pg L™).

Com os valores das cargas, foi calculada a porcentagem de remocéo (%Kg) de MPS, N
e P conforme a equagao (3).

%Kg = 100-[(100 * Kgr) / Kev] (3)

em que %Kg = porcentagem de remocao da carga de MPS, N ou P (mg dia™ ou g dia
1), Ker = carga da variavel considerada no efluente tratado (mg dia™ ou g dia™), Kev = carga

da variavel considerada no efluente do viveiro (mg dia™ ou g dia™).

2.2 Estoque de N, P e matéria organica (MO) acumulados nos sistemas de tratamento e
na biomassa das macrofitas

No inicio e no final do experimento foram coletadas amostras das macrofitas, do
material sedimentado nos tanques e dos substratos. No sistema de tratamento com E.
crassipes foram coletadas amostras da macroéfita no inicio e no final do experimento e do

material sedimentado no final do experimento. No sistema de tratamento por sedimentacéo
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foram coletadas amostras do material sedimentado no final do experimento. No sistema com
T. domingensis foram coletadas amostras da macrofita e do substrato (solo, areia grossa, pedra
brita e cascalho) no inicio e no final do experimento e no sistema de tratamento com solo
filtrante foram coletadas amostras do substrato no inicio e no final do experimento. As coletas
de material sedimentado e do substrato foram realizadas com um cilindro de PVC com 0,8 m
de comprimento e 78,5 cm? de érea.

As amostras vegetais, 0 substrato e o material sedimentado foram acondicionados em
estufa a 60° C até atingir peso constante. Posteriormente, foram pesados para determinar a
massa seca em gramas/m? (g MS m?). Em seguida as amostras foram homogeneizadas para
determinar as concentragdes de nitrogénio total em porcentagem de massa seca (N % MS)
pelo método Kjeldahl (Allen et al., 1974) e concentracdes de fosforo total (P % MS) (Allen et
al., 1974). As concentracdes de MO (% MS) foram determinadas pela incineragdo das
amostras em forno mufla a 540 °C por 4 horas.

O estoque de N, P e MO (g de N, P ou MO m™) nos sistemas de tratamento e na
biomassa das macroéfitas aquéticas foi calculado conforme a equacéo (4).

E = C*M/100 (4)

em que E = estoque (g de N, P ou MO m?), C = concentracdo (% MS) da variavel
considerada, M = massa seca (g).

O estoque de N, P e MO acumulado nas wetlands e na biomassa de macrofitas
aquaticas foi calculado pela diferenca entre o estoque no final e no inicio do experimento.

2.3 Anélise Estatistica

Aos valores médios de condutividade elétrica, turbidez, MPS, N-amoniacal, N-NO,
N-NOs3;, NKT, P-PO4, PD e PT do efluente do viveiro (EV) e dos efluentes tratado nos
sistemas Ec, SE, Td e SF foi aplicada Analise de Componentes Principais (ACP) (Bouroche
& Saporta, 1982) com o objetivo de separar os diferentes sistemas de tratamento. Os dados da
carga de MPS e das diferentes formas de N e P removida pelos sistemas de tratamento e os
dados de acimulo de N, P e MO nos tanques foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov e ao teste de Bartlett para verificar a normalidade e homocedasticidade,
respectivamente. Atendida as premissas os dados foram submetidos & Analise de Variancia de
uma classificacdo (ANOVA - one way) e, quando encontrada diferengas significativas entre as
médias, ao teste de Tukey. O teste t para amostras independentes foi utilizado para comparar o
estoque de N, P e MO acumulados na biomassa da E. crassipes e T. domingensis. O nivel de
probabilidade utilizado nos testes foi de 5%.
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3. RESULTADOS

A Analise de Componentes Principais (ACP) resumiu 79,90% da variabilidade total
dos dados em seus dois primeiros componentes. O primeiro componente (CP1) explicou
67,80% do total da variancia encontrada, enquanto o segundo componente (CP2) explicou
12,10%. As variaveis turbidez, MPS, N-NO,, N-NO3, NKT, P-POy4, PD e PT apresentaram
negativamente correlacionadas com o CP1, enquanto condutividade elétrica e N-amoniacal
foram correlacionadas negativamente com CP2. Todas as varidveis apresentaram
correlacionadas a algum dos dois componentes com valor de coeficiente acima de 0,6 (Tabela
1).

Tabela 1. Coeficientes de correlacdo entre as variaveis analisadas e os dois primeiros componentes da
Analise de Componentes Principais em wetlands construidas para o tratamento do efluente do viveiro

de manutencao de reprodutores de Macrobrachium rosenbergii.

Variaveis Componente Principal

Limnoldgicas CP1 CP2
Condutividade elétrica 0,444041 -0,629152
Turbidez -0,914989 0,222009
Material Particulado em Suspenséo -0,954317 0,214256
N-amoniacal -0,544949 -0,636505
N-NO; -0,810400 -0,284704
N-NO; -0,859005 0,107407
NKT -0,950648 0,180830
P-PO, -0,679954 -0,367339
PD -0,914127 -0,217463
PT -0,970444 0,077293

Variacao explicada (%) 67,80 12,10

O efluente do viveiro (agrupamento D) e o efluente tratado por sedimentacdo
(agrupamento C) encontram-se a esquerda do grafico da ACP, apresentando valores mais
elevados das varidveis negativamente correlacionadas com CP1 (turbidez, MPS, N-NO,, N-
NOs, NKT, P-POy, PD e PT). Entre esses dois agrupamentos os valores mais elevados dessas
variaveis ocorreram no agrupamento D, posicionado mais a esquerda do gréfico. O efluente
tratado pelo sistema Ec (agrupamento A), Td e SF (agrupamento B) encontram-se a direita do

grafico, ou seja, possui valores menores de turbidez, MPS, N-NO,, N-NOs, NKT, P-PO,, PD
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e PT, portanto, apresentaram caracteristicas opostas as do efluente do viveiro e as do efluente
tratado por sedimentacdo. O agrupamento B difere do A, pois este apresentou valores
menores das varidveis correlacionadas negativamente com CP2 (condutividade elétrica e N-
amoniacal) (Figura 4). A proximidade dos pontos de coleta observada no agrupamento A
indica que o sistema de tratamento Ec apresentou menor variacdo da eficiéncia de reducgéo
das cargas das varidveis negativamente correlacionadas com CP1. J& os sistemas de
tratamento Td e SF (agrupamento B) apresentaram 0s pontos de coleta mais dispersos no
gréfico indicando que, embora tenha ocorrido reducédo da carga das variaveis negativamente
correlacionadas com CP1, apresentou maior variacdo da eficiéncia no decorrer do

experimento (Figura 4).

<
& S ©)
@ RS
= ) o
o - 1
% S s 3% ¢
pd & ol
[<5) ] ‘ 2
Pt o 52 ®
S S AL
= £
s € °
3 % 4 3
g 2 4 .
> s 1
2 3
3 § é 4 "
< (@) 4 4 u
8 e° .oa 2
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, | | 3
v 5 -

Componente Principal 1: 67,80%

Turbidez, MPS, N-NO,, N-NO3, NKT, P-PO,, PD e PT

A

Figura 4. Ordenacdo pela Analise de Componentes Principais das variaveis limnologicas do efluente
do viveiro e dos efluentes tratados. Efluente do viveiro (A); efluente tratado no sistema Ec (o);
efluente tratado por sedimentacédo (e); efluente tratado no Td (o); efluente tratado com solo filtrante
(m). A, B, C e DD = formag&o de 4 grupos; 1-6 = coletas. Os dois componentes explicaram 79,90% da
variabilidade total dos dados (CP1 = 67,80% e CP2 = 12,10%).

O sistema de tratamento SE apresentou menor eficiéncia na remogdo da carga de MPS

e das formas de nitrogénio e fosforo (Tabela 2). Os sistemas com substrato (Td e SF)

64



removeram em meédia 81,6% da carga de MPS por dia, enquanto os sistemas Ec e SE
removeram 66,0 e 41,4%, respectivamente. A carga de NKT removida nos sistemas Td e SF
foi em média 2,3 vezes maior em compara¢do a carga removida no sistema por sedimentacdo
e 1,3 vezes maior em comparacdo a carga removida no sistema Ec (Tabela 2). Os sistemas
com macrofitas aquaticas (Ec e Td) foram mais eficientes na remocdo das cargas de N-
amoniacal e P-POy (Tabela 2). O sistema de tratamento Ec removeu em média 37,9% da carga
de N-amoniacal e 0 Td 18,1%. A carga removida de P-PQO,, nos sistemas Ec e Td foi de 38,5 e
31,5% dia, respectivamente. Para as demais formas de N (N-NO, e N-NOg3) e P (PD e PT) ndo
ocorreu diferenca significativa da carga removida nos sistemas Ec, Td e SF (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios (n = 18) da carga de material particulado em suspensdao (MPS), N e P no
efluente do viveiro (EV) e da carga removida no sistema de tratamento com Eichhornia crassipes

(Ec), por sedimentacgdo (SE), com Typha domingensis (Td) e substrato filtrante (SF).

Variaveis Tratamentos ANOVA
Limnolégicas EV Ec SE Td SF Valor de F

MPS (g dia™) 71,76  47,67b  3047c 57,35a 60,04a 30,0%**
N-amoniacal (mg dia™) 3420 1297a 042c 6,78ab  484b 7,4%%*
N-NO, (mg dia™) 39,00 1593a 1,46 b 1497a 12,09a 8,5***
N-NO; (mg dia™) 299,59 180,87a 8553b 156,64a 166,09 a 12,3%**
NKT (g dia™) 1,19 0,54 b 0,30 ¢ 0,71a 0,68a 77,3*
P-PO, (mg dia™) 50,83 19,24a -2,80c 16,28ab 10,47 b 23, 4%**
PD (mg dia™) 158,12 72,46a 19,82b 66,30a 60,26 a 22,5%**
PT (mg dia™) 352,92 185,38a 101,45b 221,36a 21590a 23,7%**

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos. *Nivel de significancia
(*P<0,05; ***P<0,001). Valor negativo indica que a carga da variavel considerada foi maior no efluente tratado
pelo sistema do que no efluente do viveiro.

Em relacdo a capacidade de estocagem de N, P e MO, o sistema SE também
apresentou menor eficiéncia em comparacdo aos demais. O estoque de N nos sistemas Ec, Td
e SF foi em média 2,9 vezes maior em comparacdo ao estoque no SE (Tabela 3). Ja o estoque
de P e MO foi significativamente (P<0,05) maior nos sistemas Td e Ec, embora, para PT
também ndo ocorreu diferenca significativa do estoque acumulado nos sistema Ec e SF
(Tabela 3). O estoque de MO nos sistemas com macrofitas foi, em média, 1,3 vezes maior em
comparagdo ao estoque no sistema SF e 3,1 vezes maior em comparagdo ao estoque no SE
(Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios (n = 3) e desvios padrdo do estoque de nitrogénio (N), fosforo (P) e matéria

organica (MO) acumulados nos sistemas de tratamento do efluente do viveiro.

Estoque acumulado (g m™)

Tratamentos N 5 0
E. crassipes (Ec) 34,24 +6,49 a 7,47 £1,04 ab 1725,0 + 1244 a
Sedimentacao (SE) 12,02+£1,65 b 385+£027 ¢ 558,2+475 ¢
T. domingensis (Td) 40,06 + 3,02 a 9,38+1,76 a 1713,3+ 1584 a
Substrato Filtrante (SF) 30,84 +3,22a 6,61+0,40 b 1317,9+£209,8 b
Valor de F 27 ,4*** 14,4** 41,4 ***

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos. *Nivel de
significancia (**P<0,01; ***P<0,001).

Com relagdo ao estoque de N, P e MO acumulado na biomassa das macrofitas, E.
crassipes apresentou maior capacidade de estocagem em comparagdo a T. domingensis. Os
estoques de N, P e MO foram, respectivamente, 2,1, 1,6 e 1,5 vezes maior na biomassa da E.
crassipes (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios (n = 3) e desvios padrao do estoque de nitrogénio (N), fosforo (P) e matéria

organica (MO) acumulados na biomassa de E. crassipes e T. domingensis.

- N Estoque acumulado (g m™)
Macrofitas aquaticas

N P MO
Eichhornia crassipes 13,44 + 2,63* 2,36 +0,32* 733,42 + 70,70*
Typha domingensis 6,48 £1,99 1,51 +£0,29 486,67 * 85,84

*Diferenga significativa (*P<0,05).

4. DISCUSSAO

Wetlands construidas com E. crassipes e T. domingensis e sistemas de tratamento com
substrato filtrante foram mais eficientes na reducdo da carga de MPS, N e P do efluente de
reprodutores de M. rosenbergii (100 g m?) do que os sistemas de tratamento por
sedimentacdo. As reducdes do MPS, nos sistemas Td e SF, estdo relacionadas aos processos
de filtracdo e adsorcéo dos detritos ao substrato. No sistema Ec, embora ndo tenha substrato, a
remocdo de MPS ocorre devido aos processos de sedimentacdo e adsorcdo dos detritos as
raizes da macrofita. Os processos fisicos de sedimentacdo e adsor¢do sdo 0s principais
responsaveis pela remocdo de sélidos em wetlands construidas (Kadlec & Knight, 1996;

Kumar & Zhao, 2011). Entretanto, a eficiéncia desses sistemas na remoc¢do dos detritos pode
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apresentar grande variagdo em decorréncia da espécie animal cultivada, da densidade de
estocagem e do tempo de residéncia do efluente na wetland. Espécies com habito de explorar
os sedimentos dos ambientes de cultivo provocam a ressuspensdo dos solidos e,
consequentemente, geram efluentes com elevadas concentracGes de sélidos em suspensao;
elevada densidade de estocagem exige o incremento na quantidade de dieta fornecida, que
favorece a formacdo dos detritos; tempo de residéncia reduzido pode prejudicar 0s processos
de sedimentacdo, precipitacdo e adsorcao.

Na reducdo da concentracdo de N-amoniacal e N-NOg, os sistemas Ec, Td e SF foram
mais eficientes em comparacdo ao SE, provavelmente devido ao processo de nitrificacéo
realizado por bactérias. As macrofitas aquaticas e 0s substratos possibilitam o
desenvolvimento de comunidades bacterianas responsaveis pela transformacdo e
mineralizacdo da matéria organica, pois servem como substrato para a fixagdo dessas
comunidades (Brix, 1997; Stottmeister et al., 2003). De fato, lasur-Kruh et al. (2009)
relataram que a interagdo dos microrganismos com as raizes das macréfitas (rizosfera) e
outros substratos estabelece uma regido de intensa atividade microbiol6gica que favorece o
processo de nitrificacdo. Kadlec e Wallace (2009) ressaltam que o O, liberado pelas raizes das
macrofitas € essencial para reacOes de oxidacdo, como a nitrificacdo. A reducdo da
concentragcdo de N-amoniacal e N-NO, através da nitrificacdo, em wetlands construidas e
sistemas de tratamento com substratos, tem sido reportada por diversos autores (Davis &
Arnold, 1998; Schulz et al., 2003; Eding et al., 2006). No tratamento do efluente do cultivo
intensivo de L. vannamei com T. angustifolia e P. australis dispostas em série, Lin et al.
(2005) atribuiram a reducé@o de 64-66% de N-amoniacal e 83-94% de N-NO, ao processo de
nitrificacéo.

No processo de nitrificacdo ocorre a formacdo do N-NO; (Lin et al., 2005), cuja
remocao em wetlands construidas esta relacionada a absorcdo pelas macrofitas aquaticas e ao
processo de desnitrificacdo e amonificacdo (Kadlec & Knigth, 1996; Ran et al., 2004). As
taxas de remocdo de N-NOjz nos sistemas Ec e SE indicam que 0 uso de E. crassipes aumenta
significativamente a eficiéncia de sistemas de tratamento por sedimentacéo. Por outro lado, as
taxas de remocéo de N-NO3z no Td e SF mostram que o uso de T. domingensis ndo aumenta a
eficiéncia do sistema com solo filtrante. O mesmo resultado pode ser observado para as taxas
de remocédo de NKT e PT, que foram semelhantes nos sistemas Td e SF, mas foi maior no Ec
em comparacdo ao SE. A eficiéncia do sistema Ec na redugdo da carga de N se deve a maior
capacidade da E. crassipes absorver e estocar nutrientes em sua biomassa (Gopal, 1990). A
producdo de biomassa € uma das principais caracteristicas para aumentar a remoc¢édo de N e P
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em wetlands construidas (Henry-Silva & Camargo, 2006). Dessa forma, embora as taxas de
remocdo de NKT e PT foram levemente maiores nos sistemas Td e SF, a elevada capacidade
da E. crassipes estocar nutrientes resultou em maior estoque de N e P em sua biomassa.

Os valores do estoque de fosforo nos sistemas Ec e Td indicam que a macrofita
aquatica favorece a reducdo desse nutriente, provavelmente, devido a absor¢cdo das formas
inorganicas. No entanto, no balaco de massa do P em wetland construida para o tratamento do
efluente doméstico, a remocéao de P via absorcéo pelas macrofitas representou apenas 1% da
quantidade total removida (Chung et al., 2008). Babatunde e Zhao (2009) relataram que a
principal via de remogdo de P, em wetlands construidas, é a adsor¢édo do P ao substrato. A
adsorcdo do P aos detritos, argilas, compostos organicos e carbonatos representa a principal
forma de mobilizacdo e imobilizacdo dos ions fosfatos em ecossistemas aquaticos rasos
(Esteves & Panosso, 2011). De fato, a semelhanca dos valores do estoque de P nos sistemas
Ec e SF indica que o substrato favorece a remocdo de P. Contudo, a remocdo de P,
principalmente na forma P-PO,4, nos sistemas Ec e Td sugere que as plantas aumentam a
eficiéncia do sistema. Resultados semelhantes foram observados por Chung et al. (2008) na
remocdo de P-PO, e PT do efluente doméstico (3,89 e 3,42 mg L™ de P-PO; e PT,
respectivamente) tratado com Typha latifolia. Esses autores constataram que a remocao de P-
PO, variou de 72 a 79% no sistema com macrofita e de 33 a 44% no sistema sem a T.
latifolia. Para PT, Chung et al. (2008) observaram remocédo de 54 a 68% no sistema com
macroéfita e de 10 a 11% no sistema sem a planta. A remocdo de fosforo do efluente (0,033
mg L™ de PD e 0,23 mg L™ PT) de um viveiro de reprodutores de M. amazonicum também foi
maior em wetlands colonizadas com macrofitas aquaticas do que em sistemas de tratamento
sem macrdfitas (Henry-Silva & Camargo, 2008). Esses autores notaram que a porcentagem de
remocdo de PD e PT foi em média 2,0 e 1,7 vezes maior nos sistemas colonizados com E.
crassipes e P. stratiotes do que nos sistemas de tratamento por sedimentagéo.

Em wetlands colonizadas por macrdfitas aquaticas emersas a principal via de remocéo
do P pode estar relacionada a adsor¢do ao substrato, no entanto, em sistemas com macrofitas
flutuantes, o P disponivel na agua (ndo adsorvido), principalmente na forma inorganica (P-
ortofosfato - P-PO,), favorece o crescimento das plantas com consequente redugdo da
concentragdo na coluna d’'agua. Portanto, a eficiéncia dos sistemas com macrofitas esta
relacionada a capacidade das plantas absorverem e estocarem nutrientes em sua biomassa.
Essa capacidade proporciona o aumento da biomassa vegetal, o que representa umas das
principais caracteristicas no aumento da eficiéncia do sistema de tratamento (Henry-Silva &
Camargo, 2008). Por outro lado, com o decorrer do tempo o incremento da biomassa vegetal
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exige 0 manejo da wetland com retirada de parte da biomassa. Ibekwe et al. (2007) relataram
que, em wetlands construidas, 0 manejo de retirada da biomassa vegetal aumenta a eficiéncia
de remocdo de N-NOj; e ortofosfato, pois favorece o crescimento da macrofita. Assim, é
interessante a utilizacdo de macroéfitas aquaticas que, alem da elevada capacidade de estocar
nutrientes e aumentar sua biomassa, facilitem o manejo do sistema. Espécies flutuantes como
E. crassipes, P. stratiotes e Salvinia sp. apresentam grande potencial em wetlands construidas
(Ran et al., 2004; Henry-Silva & Camargo, 2006 e 2008; Zimmels et al., 2009) e sdo faceis de
manipular na retirada da biomassa excedente, ao contrario das espécies enraizadas (Typha
spp., Phragmites spp. e Cyperus giganteus). Além da facilidade de manejo, as taxas de
remocdo das diferentes formas de N (exceto NKT) e P e o estoque de N, P e MO na biomassa
da E. crassipes sugere que wetlands construidas e colonizadas com esta espécie devem ser
utilizadas para o tratamento do efluente de viveiros de reprodutores de M. rosenbergii
mantidos na densidade média de 100 g m™.
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IDENTIFICACAO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM WETLAND
CONSTRUIDA E COLONIZADA COM Eichhornia crassipes (Mart.) Solms

IDENTIFICATION OF BACTERIAL COMMUNITY IN CONSTRUCTED WETLAND
WITH Eichhornia crassipes (Mart.) Solms

RESUMO

Nas wetlands construidas (WC’s) as macrofitas aquéticas desempenham papel importante na
remocdo de nitrogénio e foésforo, embora sejam 0s microrganismos 0s principais responsaveis
pela transformacdo e mineralizacdo da matéria organica. O objetivo deste trabalho foi
identificar as comunidades bacterianas de uma WC (2m?) colonizada com a macréfita
aquatica flutuante Eichhornia crassipes para o tratamento do efluente de um viveiro de
manutencdo de reprodutores do camardo Macrobrachium rosenbergii. Para identificar as
comunidades bacterianas foi realizada uma coleta no inicio do experimento (fevereiro)
denominada de WTI e uma ao final (abril) denominada de WTF. Em cada periodo de
amostragem foram coletados, aleatoriamente, 5 litros do efluente no interior da WC. O
volume coletado foi submetido a filtracdo e extracdo do DNA metagenémico por meio do Kit
UltraClean™ Water DNA Isolation Kit (0.22 um) (Mobio Laboratories). A diversidade
bacteriana no inicio e final do experimento foi comparada por meio do indice de diversidade
de Shannon-Weaver (H’). No inicio do experimento foram identificados 4 filos
(Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes e Verrucomicrobia), enquanto no final 6 filos
(Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, OD1, Fusobacteria e Verrucomicrobia). O
filo Actinobacteria foi mais representativo no inicio e final do experimento com 75 (51,38%)
e 57 (39,86%) clones, respectivamente. O valor do indice de Shannon foi maior em WTF (H’
= 3,73) do que WTI (H' = 3,60). Esses resultados indicam que wetland construida para o
tratamento de efluente de viveiro de manutengé@o de reprodutores de M. rosenbergii apresenta
maior diversidade de filos no final do tratamento.

Palavras-chave: efluente, metagenoma, gene 16S rRNA, diversidade, macréfitas aquaticas
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ABSTRACT

In the constructed wetlands (CW) the aquatic macrophytes have an important role in the
removal of nitrogen and phosphorus, although the microorganisms are the main responsible
for transformation and mineralization of organic matter. The aim of this study was identify
the bacterial communities of a CW (2m?) with the floating aquatic macrophyte Eichhornia
crassipes used to treat the pond effluent of the maintenance broodstock shrimp
Macrobrachium rosenbergii. To indentify the bacterial communities was done a sample at the
beginning of the experiment (in February) called WTI and a sample at end of experiment (in
April) called WTF. In each sample period were randomly collected five litters of effluent
within CW. The volume of effluent water collected was sent to filtration and DNA
metagenomics extraction through UltraClean™ Water DNA Isolation Kit (0.22 pm) (Mobio
Laboratories) Kit. The bacterial diversity in the beginning and end of experiment was
compared using the Shannon-Weaver (H’) diversity index. In the beginning of experiment
were identified four phylum (Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes and
Verrucomicrobia) and at end of experiment six phylum (Actinobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria, OD1, Fusobacteria and Verrucomicrobia). The Actinobacteria phylum was
the most representative in the beginning and end of experiment with 75 (51.38%) and 57
(39.86%) clones, respectively. The Shannon index value was higher in the WTF (H’ = 3.73)
than WTI (H' = 3.60). These results suggest that the constructed wetland used to treat the
effluent of maintenance broodstock of M. rosenbergii presents higher phylum diversity at end
of the experiment.

Key-words: effluent, metagenomics, 16S rRNA gene, diversity, aquatic macrophytes
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1. INTRODUCAO

Os alagados artificiais, wetlands construidas (WC'’s), tém sido utilizados no tratamento
de efluentes em diversas partes do mundo desde 1950 (Vymazal, 2009) devido ao baixo custo
de operacdo e manutencdo (Kumar & Zhao, 2011). Nesses sistemas, a reducdo da
concentracéo de nitrogénio, fosforo, matéria organica e sélidos em suspens@o ocorre por meio
da absorc¢do direta dos nutrientes pelas macréfitas aquaticas, aos processos microbiolégicos e
a precipitacdo, sedimentacdo e adsorcdo do material particulado ao substrato e as macrofitas
(Kadlec & Knigth, 1996; Babatunde et al., 2009).

As macroéfitas aquaticas desempenham papel importante na absor¢do do nitrogénio e
fosforo (Kadlec et al., 2000), embora, sejam 0s microrganismos 0S principais responsaveis
pela transformagdo e mineralizacdo da matéria organica (Calheiros et al., 2009). Nas WC's a
interacdo e a fixacdo dos microrganismos as raizes das macroéfitas aquaticas (rizosfera) e a
outros substratos favorecem o0s processos oxidativos (Kadlec & Wallace, 2009). Nessas
regides, 0s microrganismos, incluindo bactérias decompositoras, nitrificantes e
desnitrificantes, realizam os processos bioldgicos que transformam e mineralizam os
compostos organicos (Faulwetter et al., 2009).

Os processos de transformacdo e mineralizacdo, além de favorecerem a reducdo da
carga de N, P e matéria organica, sdo fundamentais nos ciclos biogeoquimicos e no fluxo de
energia dos ecossistemas aquaticos (Moriarty, 1997; Stottmeister et al., 2003). Embora,
diversos estudos relatem a importancia dos microrganismos nas WC’'s (Greenway, 2005;
Zhou et al., 2009; Allen et al., 2010), atualmente é que tem-se intensificado os estudos
relacionados a diversidade e as caracteristicas das comunidades bacterianas em ecossistemas
aquaticos, wetlands natural e construida (Baik et al., 2008; Sleytr et al., 2009; lasur-Kruh et
al., 2009; Zhao et al., 2010).

O tratamento do efluente de agquicultura com WC's tem sido reportado com sucesso
por diversos autores, principalmente na remocéo de nitrogénio, fosforo, material particulado
em suspensdo, matéria organica (Naylor et al., 2003; Lin et al., 2005) e alguns organismos
patogénicos (Vacca et al., 2005, Pinto et al., 2009). Macrdfitas aquaticas emersas (Ipomoea
aquatica e Paspalum vaginatum) removeram em média 68 a 99% da concentracdo de N-
nitrato (N-NO3) e 32 a 71% de P-ortofosfato (P-PO,) do efluente de Chanos chanos (Lin et
al., 2002). Macrdfitas flutuantes (Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes e Salvinia molesta)
removeram do efluente de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) 42,7 a 46,1% de nitrogénio
total (NT) e 72,1 e 83,3% de fésforo total (PT) (Henry-Silva & Camargo, 2006). O uso de E.
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crassipes para o tratamento do efluente de um viveiro de reprodutores do camaréo
Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) removeu 88,2% de Escherichia coli (Pinto et al.,
2011).

Embora diversos trabalhos demonstrem a eficiéncia das WC's para o tratamento de
efluente de cultivo de organismos aquaticos, a determinacdo das variaveis limnologicas
aplicadas a aquicultura ndo € suficiente para a completa compreensdo do funcionamento
desses sistemas. Assim, a aplicacdo de técnicas moleculares permite identificar as
comunidades bacterianas e compreender suas fungdes ecoldgicas nas WC's. O objetivo deste
trabalho foi identificar as comunidades bacterianas de uma wetland construida e colonizada
com Eichhornia crassipes para o tratamento do efluente de um viveiro de manutencdo de

reprodutores do camardo Macrobrachium rosenbergii.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante 12 semanas (fevereiro a abril de 2008) em
Jaboticabal (SP/Brasil) (21° 1522"S e 48°18'48"W). O efluente foi proveniente de um
viveiro de fundo natural, 193 m? e profundidade média de 1,1 m (212,3 m%). O solo do viveiro
é classificado como latossolo vermelho escuro com predominancia de textura argilosa
(58,1%). O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Kdppen, é mesotérmico de
inverno seco e verao quente (Cwa), com precipitacdo média entre 1.100 e 1.700 mm anuais e
temperaturas médias do més mais quente de 22°C e do més mais frio 18°C. As medias
mensais dos valores de temperatura nos meses de fevereiro, marco e abril foram de 25,0; 24,1
e 23,4°C, respectivamente. A precipitacdo foi maior em fevereiro com 302,7 mm. Em marc¢o a
precipitacdo foi de 108,4 mm em abril 126,4 mm.

Duas represas localizadas a montante foram utilizadas para o abastecimento de agua
do viveiro. A vazao da agua na entrada do viveiro foi de aproximadamente em 34,9 £ 0,3 L
min™. Nessa vazdo a taxa de renovacéo diaria foi de aproximadamente 24% do volume total
de &gua do viveiro. Os camardes reprodutores da espécie M. rosenbergii com peso médio de
40 g individuo™ foram mantidos na densidade média de 100 g m? e alimentados, diariamente
as 16:00 horas com dieta comercial peletizada composta por 37% de proteina bruta (minimo).
A quantidade fornecida foi equivalente a 4% da biomassa total dos reprodutores no viveiro.

Eichhornia crassipes utilizada na colonizagdo da wetland foi coletada em represas do
Centro de Aquicultura da UNESP. A biomassa inicial de E. crassipes preencheu
aproximadamente 80% da superficie do tanque, o que corresponde a aproximadamente 5,0 kg
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de massa fresca/m? (250 g de massa seca/m?). O sistema de tratamento foi constituido por 1
tanque de fibra vidro com capacidade para 2 m* (1,0 m de largura, 2,0 m de comprimento e
1,0 m de profundidade). O nivel do efluente no interior do tanque permaneceu aos 0,8 me o
tempo de residéncia do efluente na wetland foi de 12 horas, com vazdo de 2,2 L min™,
ajustada e controlada por registros hidraulicos instalados na entrada do tanque. O efluente do

viveiro foi conduzido por gravidade até a wetland. O esquema da wetland € apresentado na

Figura 1.
agua de abastecimento Viveiro de manutengdo de reprodutores
do camardo Macrobrachium rosenbergii
(212,3 m?3)
Efluente do viveiro
Entradado efluente
do viveiro Wetland
# Efluente
tratado
0,8m Efluente tratado

2m

Figura 1. Esquema do sistema de tratamento do efluente do viveiro.

2.1 Estratégia de coleta das amostras ambientais

A diversidade bacteriana da wetland foi estimada por meio de duas coletas, sendo a
primeira realizada no inicio do experimento (fevereiro) denominada de WTI e a segunda ao
final do experimento (abril) denominada WTF. Com o auxilio de uma garrafa de Van Dorn (1
L) foram coletados aleatoriamente, em diferentes regides do interior da wetland, 5 amostras
do efluente. Posteriormente, essas amostras foram homogeneizadas totalizando um volume

final de 5 litros.

2.2 Extracdo do DNA metagendmico da wetland e amplificacdo do gene 16S rRNA

O volume coletado, inicialmente foi filtrado em membrana de fibra de vidro
(Whatman GF 52-C) de 47 + 0,5 mm de diametro e 0,6 - 0,7 um de porosidade para a
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remocdo dos sélidos suspensos conforme descrito por Baik et al. (2008). Posteriormente, 0
DNA metagenémico das bactérias do inicio (WTI) e do final do experimento (WTF) foi
extraido por meio do kit UltraClean® Water DNA Isolation Kit (0.22 pm), seguindo as
instrucdes do fabricante. O DNA metagendmico foi utilizado na amplificacdo do gene 16S
rRNA pelo método da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Na reacdo foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores universais 8F (5 -AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3') e 907R
(5-CCGTCAATTCMTTTRAGGTCAG-3) (Lane, 1991). A reacdo de PCR foi realizada
com kit Tag DNA polimerase (Promega, USA). Para isso, foi utilizado o termociclador MJ
Research Inc., modelo PTC - 200 com o seguinte programa: 94°C por 2 min, 35 ciclos a 94°C
por 30 seg, 55°C por 50 seg, 72°C por 2 min e 72°C por 5 min. Os fragmentos (900 pb)
gerados foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 ug mL™ de
brometo de etideo, em tamp&o TBE (Tris 89 mM; Acido Borico 89 mM e EDTA 2.5 mM, pH
8,3) e visualizado em um fotodocumentador Gel Doc 1000 (Bio Rad, USA) com luz UV.

2.3 Clonagem e sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

O produto amplificado do gene 16S rRNA foi clonado em vetor pGEM-T Easy
(Promega, USA) seguindo as instrucdes do fabricante. Células de Escherichia coli DH5a
competentes foram utilizadas para transformacdo (Hanahan, 1983). Os clones transformantes
foram selecionados em placas contendo meio Luria Bertani (LB) s6lido com ampicilina (100
ug mL™).

Os clones selecionados foram repicados em 1 mL de meio Circle Grow (CG) contendo
ampicilina (100 pg mL™) e cultivados durante 22 horas a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. O
DNA plasmidial foi extraido segundo Sambrook e Russell (2001) e purificado usando filtros
MultiScreen (Millipore). Os plasmidios contendo os fragmentos de 16S rDNA foram
sequenciados usando DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare); 10
pmols dos oligonucleotideos T7 promoter sequencing iniciador (20-mer) e SP6, utilizados em
reacgOes distintas; 150 ng de DNA plasmidial num volume final de 10 pL. As condi¢fes no
termociclador foram: 2 min a 95°C, 40 ciclos de 95°C por 30 seg, 50°C por 15 seg, 60°C por 2
min. As amostras foram precipitadas com isoprapanol 75%, lavadas com etanol 70% e
submetidas ao sequenciador ABI 3700 (Applied Biosystems, USA).
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2.4 Analise da Diversidade

A avaliacdo da qualidade das sequéncias obtidas e construcao dos contigs foi realizada
pelo pacote de programas Phred/Phrap (Ewing et al.,1998; Ewing & Green, 1998) utilizando
como critério de qualidade Phred > 20. A visualizagdo dos contigs foi realizada pelo
programa Consed (Gordon et al., 1998).

As sequéncias foram comparadas com o banco de dados de genes ribossomais do
Ribosomal Database Project Il (Cole et al., 2009), por meio do programa Classifier (Wang et
al., 2007). O filograma (dendrograma construido a partir dos grupos de filos) foram alinhados
usando o programa ClustalX 1.83 (Thompson et al., 1997). O dendrograma foi construido
com o auxilio do programa Mega 4 (Tamura et al., 2007) usando o algoritmo do vizinho mais
proximo neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) e o0 modelo de substituicdo de nucleotideo
Kimura 2-P (Kimura, 1980). O resultado do alinhamento também serviu para construir uma
matriz de distancias, usando o programa DNAdist (Falsensten, 1989). A matriz gerada foi
utilizada como entrada de dados para o programa DOTUR (Schloss & Handelsman, 2005)
para analise de suficiéncia amostral da diversidade.

A diversidade foi estimada por meio do indice de Shannon-Weaver (H’) (Shannon &
Weaver, 1949) conforme a seguinte equacéo:

H=-3%_,P,InP,

em que H = indice de diversidade de Shannon-Weaver; S = nimero total de ordens
(riqueza) e Pi = numero de individuos da ordem i em relagdo ao total de ordens.

As sequéncias de 16S rDNA obtidas neste estudo foram cadastradas no Banco
Internacional de Genes (GenBank) e receberam os seguintes nimeros de acesso: HM346214-
HM346292 e HM 346294 — HM 346359 para WTI e HM486175-HM486317 para WTF.

3. RESULTADOS

A diversidade bacteriana foi analisada por meio de bibliotecas do gene 16S rRNA. Os
fragmentos de 16S rDNA amplificados apresentaram tamanhos de aproximadamente 900 pb,
conforme esperado. Entretanto, quando submetidas ao pacote de programas Phred/Phrap e
visualizadas pelo Consed, foram selecionadas sequéncias consenso de cada clone com média
de 850 nucleotideos. De acordo com o GenBank, todas as sequéncias cadastradas ndo
apresentaram similaridade com sequéncias quiméricas. A comparacao das sequéncias obtidas
com as sequéncias disponibilizadas pelo banco de dados Ribossomal Database Project 1l
(RDP) mostrou que todas as sequéncias analisadas pertencem ao dominio Bactéria.
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As bibliotecas construidas com o gene 16S rRNA resultaram em um total de 289
clones, sendo 146 sequéncias da biblioteca WTI e 143 WTF. Todas as sequéncias, assim
como seu numero de cadastro no GenBank sdo apresentadas nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Filograma das sequencias parciais do gene 16S rRNA da biblioteca WTI. A sequencia Uncultured archaeon WSB-8 (AB055990.1) foi usado como grupo externo.



Figura 3.
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Filograma das sequencias parciais do gene 16S rRNA da biblioteca WTF. A sequencia Uncultured archaeon WSB-8 (AB055990.1) foi usado como grupo externo.
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A analise dos fragmentos de 16S rDNA identificou 4 filos no inicio do experimento e
6 no final. No inicio o filo Actinobacteria foi 0 mais representativo com 75 clones (51,38%),
seqguido pelos filos Proteobacteria com 33 clones (22,60%), Bacteroidetes 31 clones
(21,23%) e Verrucomicrobia 4 clones (2,74%). Na biblioteca WTF o filo Actinobacteria
também foi 0 mais representativo com 57 clones (39,86%), seguido pelos filos Bacteroidetes
39 clones (27,29%), Proteobacteria 36 (25,17%), OD1 5 (3,50% ) e Fusobacteria e
Verrucomicrobia com 1 clone (0,7 %). Os filos OD1 e Fusobacteria foram observados
somente no final do experimento. Do total de 289 sequencias, apenas 7 clones (2,42%) néo
foram classificadas em nivel de filo (Tabela 1).

Entre as classes identificadas no filo Proteobacteria estdo Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria. No inicio do experimento ndo foi identificado
representantes da classe Gammaproteobacteria. O segundo filo com maior representatividade
em relacdo ao nuimero de classes foi o Bacteroidetes com 2 classes, Flavobacteria e
Sphingobacteria, ambas com representantes na wetland no inicio e final do experimento. O
filo Verrucomicrobia, também, apresentou 2 classes (Opitutae e Spartobacteria), porém a
classe Opitutae ocorreu somente no inicio, enquanto a classe Spartobacteria somente no final
do experimento. Nos demais filos foram identificados apenas 1 classe, sendo Actinobacteria
com maior representatividade no inicio e final do experimento com 75 e 57 clones,
respectivamente (Tabela 1).

O valor do indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) foi maior no final do
experimento em relagdo ao inicial (Tabela 1).
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Tabela 1. Comparacdo dos filos e classes identificadas no inicio (WTI) e no final (WTF) do

experimento.

Dominio Bactéria Numero de clones

Filo Classe WTI % WTF %
Alphaproteobacteria 9 6,16 8 5,60
Proteobacteria Betaproteobacteria 24 16,44 27 18,88
Gammaproteobacteria 0 0 1 0,69
Bacteroidetes Flavobacteria 5 3,42 11 7,69
Sphingobacteria 26 17,81 28 19,60
Verrucomicrobia Opitutae 4 2,74 0 0,69
Spartobacteria 0 0 1 0,69
Actinobacteria Actinobacteria 75 51,38 57 39,86
Fusobacteria Fusobacteria 0 0 1 0,69
OoD1 OoD1 0 0 5 3,50
Né&o classificadas 3 2,05 4 2,80

Total de clones 146 100,0 143 100,0

Diversidade Shannon-Weaver (H’) 3,60 3,73

A anélise das sequencias também mostrou que had uma variabilidade nas ordens
identificadas entre as bibliotecas estudadas. No inicio do experimento, no filo Proteobacteria,
a classe Betaproteobacteria foi dividida entre as ordens Neisseriales e Burkholderiales. Para a
classe Alphaproteobacteria as ordens identificadas foram Rhizobiales, Sphingomonadales,
Rickettsiales e Caulobacterales (Figura 4). Embora, o namero de clones associados a classe
Betaproteobacteria tenha sido maior em relacdo a classe Alphaproteobacteria, nesta foi
observado numero maior de ordens. Nas demais classes Sphingobacteria, Flavobacteria,
Actinobacteria e Opitutae foram identificadas uma unica ordem, Sphingobacteriales,
Flavobacteriales, Actinomycetales e Opitutae, respectivamente (Figura 4).

No final do experimento, na classe Betaproteobacteria foram identificadas as ordens
Burkholderiales e Methylophilales, enquanto na classe Alphaproteobacteria destacaram as
ordens Sphingomonadales e Rhizobiales. Na classe Gammaproteobacteria foi identificada
uma Unica ordem, Xanthomonadales. Nas classes Sphingobacteria, Flavobacteria,
Spartobacteria e Fusobacteria foram identificadas as ordens Sphingobacteriales,
Flavobacteriales, Spartobacteriales e Fusobacteriales, respectivamente. Embora na classe
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Actinobacteria também tenha sido observada apenas uma ordem (Actinomycetales), esta

apresentou mais expressividade em relacdo as demais (Figura 4).

Actinobacteria
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Figura 4. NUmero de clones representativo de cada ordem naWTI (o) e WTF (m).

A Figura 5 corresponde a analise amostral gerada pelo programa DOTUR (Schloss &
Handelsman, 2005) das duas bibliotecas (WTI e WTF). O grafico mostra uma ascensao

continua da curva de rarefacdo, passando das 70 unidades taxondmicas operacionais (OTUs).
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Tlnidades Taxonomicas
Operacionais
(OT1s)

l 1 31 4 Gl TG 91 106 121 136
Clones sequenciados

Figura 5. Curva de rarefacdo da WTI e WTF. O critério de agrupamento das sequencias de 16S rDNA

utilizado para a organizacdo das curvas de rarefacdo foi de 97% de similaridade.
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O numero de fragmentos de 16S rDNA analisados para a elaboracdo das curvas de

rarefacdo foi semelhante para as duas bibliotecas de 16S rDNA.

4. DISCUSSAO

O uso de marcadores moleculares como o gene 16S rRNA é uma ferramenta eficaz na
identificacdo de comunidades bacterianas, cultivaveis ou ndo, encontradas em ambientes
terrestres (Kuske et al., 1997; Pereira et al., 2006; VVal-Moraes et al., 2009), aquéticos (Ibekwe
et al., 2007; Baik et al., 2008; Calheiros et al., 2009) ou em consorcios microbianos (Paix&o et
al., 2010).

O numero de clones identificados em cada classe no inicio e final do experimento foi
semelhante, exceto para as classes Flavobacteria, Actinobacteria e OD1. O nimero de filos
identificados foi maior no final (6 filos) do experimento em comparagéo ao inicial (4 filos).
Quando comparado com lagos naturais o nimero de filos identificados na wetland construida
para o tratamento do efluente de reprodutores de M. rosenbergii foi maior que o observado
por Borsodi et al. (2007) em lagos acidos na Hungria e por Joshi et al. (2008) em lagos
alcalinos na India. Esses autores identificaram trés filos Proteobacteria, Actinobacteria e
Firmicutes. Esses filos ocorrem com elevada frequéncia em lagos de agua doce e marinha
(Zwart et al., 2002; Eiler & Bertilsson, 2004). O filo Firmicutes compreende as bactérias que
utilizam o sulfato (SO4%) como agente oxidante e s&o encontradas em ecossistemas aquaticos
de &gua doce (Hongchen et al., 2007). Em wetlands situadas em regides agricola no leste de
Calcutta, na India, Ghosh et al. (2007) também identificaram os filos Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Os filos Firmicutes e Bacteroidetes sdo
frequentes em sedimentos de lagos de agua doce que apresentam gradiente de salinidade ao
longo do perfil do sedimento. Nas camadas mais profundas sdo encontradas bactéria
pertencentes ao filo Firmicutes e na camada superior (com deposicdo de sais) bactérias do filo
Bacteroidetes (Hongchen et al., 2007). Espécies pertencentes ao filo Bacteroidetes também
foram encontradas associadas a blooms de cianobacterias (filo Cyanobacteria) em 4 lagos na
Suécia (Kirchman, 2001; Eiler & Bertilsson, 2004). O maior nimero de clones pertencentes a
classe Flavobacteria no final do experimento em comparacdo ao inicial pode estar
relacionado ao incremento da quantidade matéria organica. O crescimento bacteriano possui
uma relacdo com a quantidade de matéria organica disponivel (Eiler & Bertilsson, 2007).
Esses autores avaliaram a dinamica de Flavobacteria em lagos eutrofizados e constataram que
a maior abundancia das bactérias ocorreu apds a senescéncia e o declinio da populagdo de

cianobactérias.
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Em wetland construida, bactérias da classe Alphaproteobacteria (filo Proteobacteria)
foram associadas, com 97% de similaridade, a Agrobacterium vitus (Rhizobium vitis), que é
responsavel pela fixacdo de nitrogénio em ambientes terrestres (Ibekwe et al., 2007). Em
nosso estudo a classe Betaproteobacteria foi a mais abundante do filo Proteobacteria,
corroborando os trabalhos de Glockner et al. (1999), Brummet et al. (2003) e Ibekwe et al.
(2007). A classe Betaproteobacteria esta associada a sucessdo dos microrganismos no
perifiton (Davey & O'Toole, 2000; Jackson et al., 2001), a uma fonte de ambénia oxidavel
(Araya et al., 2003) e a degradacéo da matéria organica (Kirchman, 2001), que é fundamental
na otimizag&o da eficiéncia da wetland (Ibekwe et al., 2007).

Os filos Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes também foram
identificados por Wu et al. (2007) em um lago (Lake Taihu) eutrofizado no leste da China.
Assim como em nosso estudo, Wu et al. (2007) observaram que o filo com maior
representatividade foi o Actinobacteria (26,1%), seguido por Betaproteobacteria (23,9%),
Alphaproteobacteria (14,1%), Bacteroidetes (14,1%), Deltaproteobacteria (5,6%) e
Gamaproteobacteria (4,2%). Actinobacteria provavelmente é um dos mais abundantes grupos
de bacterioplacton de adgua doce (Sekar et al., 2003). Este filo é encontrado desde ambientes
oligotroficos até hipereutréficos, embora pouco se conhecga sobre seu papel em ecossistemas
aquaticos (Warnecke et al., 2004). A maior expressividade desse filo em relacdo aos demais,
provavelmente esta relacionada a capacidade das bactérias resistirem as variacdes dos fatores
ambientais. Bollmann et al. (2010) relataram que bactérias pertencentes ao filo Actinobacteria
séo capazes de crescer em ambientes com baixos valores de pH e elevadas concentracfes de
metais pesados, nitrato e matéria organica. Além disso, sdo resistentes a predagdo por outros
microrganismos (Hahn et al., 2003).

A distribuicdo das comunidades bacterianas em ambientes naturais ou construidos
(como as wetlands construidas) esta diretamente relacionada aos fatores abidticos como,
temperatura, salinidade, caracteristicas do sedimento, matéria organica, rede alimentar,
distribuicdo das comunidades fitoplanctonica e zooplacténica e estado tréfico do ambiente
aquatico (Fandino et al., 2001). A quantidade de matéria organica no solo e/ou ambiente
aquatico influenciam fortemente a abundancia e a diversidade da comunidade bacteriana
(Grayston et al., 2001). Jaspers et al. (2001) observaram rapidas alteragdes das comunidades
bacterianas antes e depois de blooms de fitoplancton em um lago eutrofizado. Embora alguns
autores relataram que as macroéfitas aquaticas em wetlands possuem pouco efeito sobre a
comunidade bacteriana (Ahn et al., 2007; Baptista et al., 2008; lasur-Kruh et al., 2009), a

riqueza e a populacdo de bactérias podem ser influenciadas pela vegetacdo predominante no
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sistema (Stottmeister et al., 2003; Liu et al., 2007; Zhao et al., 2010). Gagnon et al. (2007)
reportaram intensa atividade oxidativa aerobia na superficie das raizes de macrdfitas em
wetlands, sugerindo que a liberacdo de oxigénio proximo as raizes das plantas influenciam a
populacdo de bactéria. Os autores demonstraram que a densidade e atividade bacteriana em
wetlands estéo relacionadas a presenca e as espécies de macroéfitas utilizadas no sistema. Este
fato sugere que macrdfitas aquaticas flutuantes podem favorecer a colonizacdo e o predominio
de bactérias aerdbias devido a maior oxigenacdo das raizes das plantas. A diversidade
bacteriana na 4gua, sedimento e rizosfera foi consideravelmente maior em wetland com 50%
de cobertura vegetal do que wetland com 100% da area coberta por macrofitas (Ibekwe et al.,
2007). Esses autores relataram que a cobertura de 50% da area da wetland favorece as trocas
gasosas na interface dgua ar permitindo a formacdo de um ambiente favoravel a colonizacdo
de determinadas bactérias.

Os filos identificados em nossa wetland também foram encontrados em solos
coletados na regido Amazonica (Borneman et al., 1997), em solos de diferentes regides dos
EUA (Rondon et al., 2000; Furlong et al., 2002), na Australia (Holmes et al., 2000), Escécia
(McCaig et al., 1999), Alemanha (Nogales et al., 2001), fontes termais na Islandia
(Marteinsson et al., 2001) e sedimentos na China (Cho & Kim, 2000). No Brasil, os filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e Verrucomicrobia foram
identificados em solos utilizados para agricultura (tomates, feijado, milho e soja) (Pereira et al.,
2006) e solos de floresta nativa e plantados com eucalipto (Eucaliptus sp) (Silveira et al.,
2006). Bactérias isoladas de raizes e amostras de substrato em wetland construida para o
tratamento de efluente industrial foram correlacionadas a espécies isoladas de sedimentos,
areia, plantas, raizes e biofiltros (Calheiros et al., 2009). Esses autores associaram as bactérias
isoladas aos taxons Gamaproteobacteria, Firmicutes, Alphaproteobacteria, Sphingobacteria,
Actinobacteria e Bacteoidetes. Elevada densidade de bactérias pertencentes aos filos
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Actinobacteria foram identificadas por Lefebvre
et al. (2006) em aguas residudrias hipersalinas provenientes de curtumes. Esses resultados
sugerem que esses filos sdo formados por bactérias que possuem caracteristica cosmopolita.

O filo Verrucomicrobia foi observado com maior expressividade no inicio do
experimento, representado pela classe Opitutae. No final, o filo Verrucomicrobia foi
representado apenas por 1 clone, pertencente a classe Spartobacteria. Verrucomicrobia é um
filo identificado recentemente (Hedlund et al., 1997) que pode ser encontrado em
ecossistemas aquaticos e terrestres (Wagner & Horn, 2006). Opitutus spp. foi isolado de
sistemas alagados de cultivo de arroz (Chin et al., 2002). Embora pouco se conheca sobre sua
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funcéo, alguns autores relataram que Opitutus favorece o crescimento das plantas por meio de
processos fermentativos anaerdébios (obrigatoriamente) tendo como principal produto final o
acetato. Nesse processo 0 N-NOjz pode ser reduzido a N-NO, (Chin et al., 2001; Chin &
Janssen, 2002). Dessa forma e possivel que a presenca de Opitutus em wetlands construidas
para o tratamento do efluente de aquicultura, também, favoreca o crescimento das macrofitas
com consequente reducdo da concentracéo de N.

A wetland construida para o tratamento do efluente do viveiro de reprodutores de M.
rosenbergii apresentou valor do indice de diversidade Shannon-Weaver maior no final do
experimento (WTF H' = 3,73) do que no inicio (WTI com H’ = 3,60). Este resultado pode
estar relacionado a maior diversidade de filos observados na Gltima coleta. Em wetlands
construidas o acimulo de matéria organica com o decorrer do tempo pode levar a colonizagéo
de diferentes linhagens de bactérias e, assim, aumentar a diversidade do sistema. Valor do
indice de Shannon inferior ao nosso foi observado por Calheiros et al. (2009) em wetlands
construidas para o tratamento de efluente industrial (H'= 1,26). Provavelmente, efluentes
provenientes de fontes industriais apresentam caracteristicas que limitam a diversidade dos
sistemas de tratamento.

Ibekwe et al. (2007) comparou a diversidade bacteriana na 4gua, sedimento e rizosfera
de wetland construida para reduzir a concentragdo de N-NO;z; do rio que abastece um
reservatdrio subterraneo por seis meses. Os autores comparam wetlands com 50 e 100% de
cobertura vegetal e relataram indices de diversidade superiores na wetland com &rea coberta
por 50% de macrofitas. Na agua, no sedimento e na rizosfera da wetland com 50% de
cobertura os indices de Shannon-Weaver foram, respectivamente, 0,91; 1,09 e 1,21, enquanto
na wetland com 100% de cobertura os indices foram 0,74; 1,06 e 0,96, na agua, sedimento e
na rizosfera, respectivamente. Ibekwe et al. (2007), também avaliaram a diversidade desses
sistemas em diferentes periodos. Os autores relataram que a diversidade e a populacado
bacteriana estdo relacionadas a presenca e quantidade de macréfitas na wetland. A presenca
das plantas pode influenciar a disponibilidade de energia (matéria organica) para a
colonizacdo e crescimento de comunidades bacterianas especificas.

Os resultados deste trabalho mostram que wetland construida para o tratamento de
efluente de viveiro de manutencdo de reprodutores de M. rosenbergii durante 12 semanas
apresenta maior diversidade de filos no final do tratamento. Os filos identificados em nossa
wetland, também, ja foram identificados em outros ambientes, como solos, lagos, wetlands
natural e construida. As curvas de rarefagdo ndo atingiram a estabilidade das diferentes
sequéncias de 16S rDNA avaliadas, porém o valor do indice de diversidade Shannon-Weaver
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foi mais elevado no final do experimento indicando que ha diferenca da diversidade entre 0s

dois periodos de amostragem.
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