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O Rio e o Oceano

Diz-se que, mesmo antes de um Rio cair no Oceano, ele treme de medo, olha
para trds, para toda a jornada, os cumes, a montanha, o longo caminho sinuoso
através das florestas, através dos povoados, e vé em sua frente um Oceano tdo
vasto que entrar nele, nada mais é que desaparecer para sempre. Mas ndo had outra
maneira, o Rio ndo pode voltar, voltar é impossivel na existéncia. Pode-se apenar ir
em frente, o Rio, precisa se arriscar e entrar no oceano, e somente quando ele entra
no oceano, o medo desaparece, pois ele saberd entdo, que ndo se trata de
desaparecer no oceano, mas sim, tfornar-se o Oceano. Por um lado é desaparecimento
e por outro € renascimento. Assim somos nés, voltar é impossivel na existéncia,
pode-se somente ir em frente e se arriscar.

Coragem, torne-se o Oceano.

Autor Desconhecido
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RESUMO

Uma forma grave de poluicao ambiental é o despejo de metais nos ambientes aquaticos, fato que
tem sido comumente observado. O plancton forma a base de cadeias alimentares em ambientes
aquaticos e pode atuar como fonte de entrada de metais toxicos nestas cadeias, vindo a atingir o
Homem. A ingestdo de quantidades excessivas de cobre pode causar ao ser humano a irritacdo e
corrosdo da mucosa, problemas hepaticos, renais, irritagdo do sistema nervoso e depressao. O presente
estudo teve como objetivo verificar os efeitos do metal cobre em organismos do zooplancton
(Ceriodaphnia cornuta) fornecido através de alimento (microalga Selenastrum capricornutum)
cronicamente contaminado. Para tanto, a S. capricornutum foi contaminada com cobre (CuCl,), nas
concentra¢cbdes nominais de 10'M e 10°M, e posteriormente foi fornecida como alimento para a espécie
zooplancténica C. cornuta. Foram investigadas a capacidade de acumulo do metal tanto na microalga
como também no zooplancton e seus efeitos sobre a bionomia do animal, ao longo de toda sua histéria
de vida. Resultados significativos foram encontrados, visto que estes organismos demonstraram uma alta
plasticidade fenotipica em resposta ao estresse causado pelo metal. Duas estratégias de vida diferentes
foram verificadas, uma focada na reprodugdo, ocorrida nos animais alimentados com microalgas
contaminadas com cobre a concentracdo de 1x10”7 gCu/dia, e a outra em crescimento somatico,
manifestada pelos animais tratados com as algas contaminadas com a concentragcéo de 5x10°® gCu/dia
do metal. Além disso, a presenca do cobre afetou os organismos teste em termos de comprimento dos
animais na primipara (idade em que o juvenil atinge a maturidade sexual) e quanto a longevidade.
Observou-se também que varios ovos foram abortados, algumas fémeas passaram seu ciclo de vida sem
produzir descendentes e alguns neonatos nasceram mortos.



1. INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental causada por metais, cuja caracteristica notavel é sua
persisténcia e tendéncia de concentrarem-se em cadeias alimentares através de
bioacumulacdo (Woodwell, 1974) e biomagnificacdo (Reinfelder et al., 1998), pode
resultar em alteracbes na estrutura e funcdo da comunidade de modo geral. Nos
ambientes aquaticos, 0s seres Vvivos possuem uma intima, obrigatoria e reciproca
relacdo com o meio circundante, sendo que a introducdo de substancias ou compostos
toxicos leva a alteracdes profundas da biota (Rocha, 2000). Como exemplo, temos a
reducdo das taxas alimentares em consumidores primarios, resultando em mudancas
significativas nas populacdes, uma vez que a reproducéo, crescimento e sobrevivéncia
dessas espécies dependem da energia proveniente do alimento (Taylor et al., 1998). Os
efeitos nocivos provenientes de metais chegam ao ser humano a partir da
biomagnificacdo do metal em niveis tréficos superiores.

Em ecossistemas aquaticos, um metal pode seguir diversos destinos, tais como
interacBes ibnicas simples, associacdo com particulas, precipitacdo e acumulo no
sedimento, oxidacfes e reducdes quimicas e biolégicas, complexacdo com ligantes e
adsorcao e absorcao por microorganismos dentro da cadeia alimentar.

Os elementos tracos sao encontrados na maior parte dos diferentes
compartimentos que integram 0s sistemas aquaticos naturais, tais como rochas, solos,
sedimentos, aguas e organismos.

O cobre, elemento traco selecionado para o exercicio deste trabalho, € comum
em rochas e minerais da crosta terrestre e pode ser introduzido nos ambientes
aguaticos através do intemperismo de minerais. No entanto, o aumento da
industrializagcdo tem disponibilizado no ambiente quantidades de metais superiores
aguelas habituais aos organismos.

A contaminacdo nos ecossistemas marinhos, e aquaticos de maneira geral, €
resultante principalmente do descarte deste elemento em rios e leitos, que acabam por
desaguar nos oceanos. Entre as fontes potenciais de contaminacdo antropogénica



estdo a corrosdo de tubulacbes metalicas, o uso de compostos quimicos que
contenham o metal, tais como algicidas, o descarte inadequado de efluentes, a
drenagem de &gua subterrdnea contaminada, 0os usos de compostos agricolas, como
fungicidas e pesticidas, além de precipitacdes atmosféricas.

O cobre apresenta-se muito toxico, mesmo em baixas concentracdes, 0 que se
deve provavelmente a sua caracteristica nutricional, visto que ele é um elemento
essencial para os organismos. Seus efeitos passam a ser deletérios aos seres humanos
gquando acumulado em altas concentragfes, podendo causar irritacdo e corrosao da
mucosa, problemas hepaticos, renais, irritacdo do sistema nervoso e depressao.

As contaminacdes causadas pelo metal cobre permanecem no ambiente por
longos periodos visto que seu tempo de resiliéncia no ambiente € de aproximadamente
3 mil anos (Emsley, 1998).

InvestigacBes de natureza ecotoxicoldgica cujo o objetivo seja o entendimento e
avaliacdo da dinAmica de metais associada a sua transferéncia em cadeias alimentares,
0 que caracteriza uma contaminagdo cronica, S80 necessarias para prever
adequadamente os riscos de uma contaminacdo ambiental ocasionada por metais.
Testes de toxicidade sdo normalmente usados para predizer os efeitos de
contaminantes na biota, comparando a resposta de uma ou mais espécies aos
diferentes compostos. Tais testes podem ser de natureza aguda ou cronica.

Testes crénicos, como os utilizados neste trabalho, sdo os mais adequados para
o estudo de contaminacfes via fonte alimentar, uma vez que quantificam efeitos
subletais e utilizam individuos de diferentes niveis da cadeia alimentar aquatica,
investigando efeitos internos e externos ao individuo.

Um elemento pode agir nos processos fisiolégicos e bioguimicos e
consequentemente afetar os parametros bionémicos dos individuos, dependendo da
espécie e forma que este poluente se faz presente. Portanto, o estudo das relacdes de
ciclo de vida e possiveis suscetibilidades ao estresse € de prima importancia, visto que
esta inteiramente ligado as dindmicas de populacdes e comunidades. Isto tem levado a
um interesse crescente em se conhecer o destino e os efeitos dos metais na dindmica

de cadeias alimentares.



De acordo com Rand e Petrocelli (1992), espécies que sdo representativas em
ecossistemas que recebem poluentes devem ser utilizadas em testes de toxicidade. Os
organismos zooplancténicos entram nesta classificacdo, pois sdo consumidores que se
encontram na base das cadeias troficas de ecossistemas aquaticos naturais,
constituindo o mais importante elo com os niveis tréficos superiores desses ambientes.
Estes organismos séo, portanto, importantes na acumulagao e transferéncia de metais
pesados ao longo dessas cadeias.

O zooplancton é fundamental no funcionamento de ecossistemas aquaticos,
sendo que sua importancia em cadeias troficas tem sido amplamente documentada
(Wetzel, 1981; LeCren & Lowe-McConnell, 1980; Payne, 1986). Particularmente os
microcrustaceos, como eficientes filtradores que sdo, atuam sobre o crescimento das
microalgas através da herbivoria e, juntamente com os rotiferos, constituem a base dos
recursos alimentares para estagios larvais de varias espécies de peixes (Sipauba-
Tavares & Rocha,1988, 1994; Arcifa et al., 1988), além de sustentar o crescimento e a
reproducdo de estdgios mais avancados de espécies zooplanctivoras obrigatorias e
facultativas (Amarasinghe et al., 1997).

Metais absorvidos pelo zooplancton através de contaminacédo do alimento podem
sofrer reacbes de competicdo ibnica dentro do organismo. Assim, o metal pode
competir com os nutrientes no interior do animal e, tendo grande afinidade pelas
moléculas bioldgicas, tais como proteinas, exercera sua toxicidade.

Segundo Rainbow & Darllinger (1993), nos invertebrados, pode-se considerar
como metal acumulado aquele que é capturado pelo organismo e ndo é eliminado via
excrecdo, ou seja, aquele que efetivamente entra em seus processos metabdlicos.

A comunidade zooplancténica de ecossistemas de agua doce € dominado por
trés grandes grupos taxondmicos: Rotifera, Cladocera e Copepoda.

O Género Daphnia (Cladocera, Daphnidae) é amplamente usado como
organismo teste para avaliacdo de toxicidade aguda e croénica no campo da
ecotoxicologia (Baudo, 1987).

As Ceriodaphnias séo claddceros da classe Branchiopoda da familia Daphinidae,

fazem parte do euplancton e possuem habitos limnéticos. Sado de facil cultivo em



laboratério por serem relativamente pequenas, ter um curto ciclo de vida, alta
fecundidade e reproducao paternogénica.

Os individuos da familia Daphnidae sdo espécies chave em ecossistemas
lacustres, pois sao eficientes pastadores de fitoplancton (maior produtor primario em
lagos) e fazem parte da dieta favorita para predadores vertebrados e invertebrados
(Larsson et all, 1993).

O conhecimento a respeito do crescimento, reproducdo e das taxas de
desenvolvimento embriondrio destes organismos € particularmente importante em
estudos de dindmicas de populacbes, producdo secundaria e teias alimentares
(Vijverberg, 1989).

Dados bionémicos sdo uma importante ferramenta para se entender as
estratégias de historias de vida de organismos zooplancténicos em relacdo a condicfes
adversas e assim predizer os efeitos de uma contaminacdo. No entanto, atualmente
pouco se sabe sobre as relagcdes entre bionomia e estratégias para a tolerancia a
situacdes de estresse, tal qual a presenca do metal cobre.

Este estudo vem contribuir para a compreensdo dos efeitos de uma
contaminacgao alimentar cronica sobre os organismos do zooplancton.

Para tanto, o desenvolvimento bionémico de Ceriodaphnia cornuta foi
detalhadamente acompanhado apdés o oferecimento de Selenastrum capricornutum

(Chlorophyceae) contaminado com cobre, como fonte alimentar.



2.0 OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi analisar as interacdes entre o cobre
e uma espécie zooplanctonica (Ceriodaphnia cornuta), sob os aspectos fisiolégicos e
ecotoxicolégicos, através de contaminacdo alimentar e desta maneira procurou-se
inferir sobre sua participagdo como elo de transferéncia do cobre nas cadeias
alimentares. Como consequéncia deste objetivo central, outros objetivos secundarios
foram atingidos, os quais sdo descritos a seguir.
a) Cultivar as microalgas Selenastrum capricornutum, Senedesmus bijugos e
Chlamydomonas reinhardi em laboratorio.
b) Cultivar em laboratério o organismo zooplancténico a ser utilizado nos testes.
c) Verificar a toxicidade crbénica de cobre para os organismos zooplancténicos
através da contaminacéo de sua fonte alimentar.
d) Verificar se a espécie zooplanctdnica é reguladora do metal cobre ou se o

acumula,contribuindo para a biomagnificacdo do metal.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultura de organismos
3.1.1. Microalgas

Para alimentacao da cultura estoque de Ceriodaphnia cornuta, culturas unialgais
de Selenastrum capricornutum, Scenedesmus bijugus e Chlamydomonas reinhardi
foram mantidas em laboratério em meio de cultura WC (Guillard & Lorenzen, 1972) sob
condi¢des controladas de temperatura (25 +1°C) e iluminacéo (fotoperiodo de 12/12
horas claro/escuro). O crescimento das células algais foi acompanhado através de
contagem em camara de Neubauer, e fornecido ao zooplancton somente em fase
exponencial de crescimento. Nesta situacdo, as algas eram centrifugadas a 2000rpm
por 25 minutos (centrifuga FANEM “Excelsa II” modelo 206 MP), o pelet era
ressuspendido em agua reconstituida (U.S. Epa, 1991). A suspensédo de células era
fornecidas a cultura estoque de Ceriodaphnia cornuta trés vezes por semana a
concentracdo de 10°cels.ml™.

Para os bioensaios de toxicidade, foi utilizado Selenastrum capricornutum como
fonte alimentar, que foram mantidas em laborat6rio sob condigBes controladas como
descrito acima. Os inoculos, obtidos no Laboratério de Ficologia, Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos, foram gentiimente cedidos pelo
Professor Doutor Armando Augusto Vieira, coordenador do Laboratério de Ficologia.
As células foram cultivadas em meio de cultura WC (Guillard e Lorenzen, 1972)
modificado, sem EDTA (um agente quelante de fons), autoclavado a 120° C por 30
minutos e acondicionado em Erlenmeyers previamente lavados em HNO3 1M por 7 dias.
O desenvolvimento da cultura algal foi acompanhado através de contagem de células
em camara de Neubauer, e, na fase exponencial de crescimento, as algas destinadas
aos experimentos de toxicidade foram contaminadas com concentracdes nominais de
cobre de 107M, 10°M (CuCl,). Para tanto, o cobre foi adicionado no meio de cultivo das
algas e, ap0s 48 horas, as culturas eram centrifugadas a 2000rpm por 25 minutos
(centrifuga FANEM “Excelsa II” modelo 206 MP) para a retirada do meio WC. O pellet

algal era ressuspendido entdo em agua reconstituida (U.S. EPA, 1991). Este



procedimento de lavagem das células algais foi repetido por mais trés vezes, para se
garantir que o cobre estaria presente apenas na alga e ndo no meio. Para os
experimentos controle foi adotado o mesmo procedimento, no entanto o alimento néao
era contaminado. As algas eram entdo recontadas e fornecidas aos organismos
zooplanctonicos & concentracdo de 10° células mlI*. Um volume de 3mL de cada
suspensao algal foi filtrado em filtros de membrana previamente lavados em &acido
nitrico 1M durante 24horas e posteriormente secos em estufa a 60°C, para a
determinacdo do cobre acumulado pelas células algais. Os procedimentos laboratoriais
de limpeza e preparo de amostras encontram-se descritos em Lombardi et al. (2002).

3.1.2 Zooplancton

A espécie de zooplancton estudada, Ceriodaphnia cornuta (Cladocera) (Figura 1)
foi cultivada segundo as recomendacdes feitas por Bottrell et al (1976) e Vijverberg
(1989). As populacdes cultivadas em laboratorio foram iniciadas a partir de animais
coletados em campo, sendo que o uso de populacdbes monoclonais foi evitado,
tentando-se sempre cultivar uma amostra representativa da populacédo. Inicialmente os
animais foram mantidos em agua do ambiente em que foram coletados, o que, de
acordo com Vijverberg (1989), é mais adequado para o cultivo sob condi¢des naturais e
semi-naturais. Antes de iniciar-se o cultivo esta agua foi filtrada em membranas de
microfibra de vidro com porosidade de 1,2um (Sartorius GMF 3) e posteriormente
autoclavada a 120°C por 30 minutos, para se evitar a contaminagao das culturas com
outros organismos. O pH foi ajustado para 6,9. A agua dos cultivos foi sendo
gradativamente substituida por 4gua reconstituida (U.S. EPA, 1991) com 44 mg CaCO3;
L? de dureza e pH aproximadamente 6,9. Esta é mais adequada para estudos
envolvendo metais, uma vez que imita as condicbes naturais, porém apresenta menor
conteudo de contaminantes. Os organismos foram mantidos sob condi¢des laboratoriais
controladas, com temperatura constante de 25+1°C, fotoperiodo de 12/12 horas
claro/escuro além de aeracdo constante nos recipientes de cultivo. A agua de cultivo foi

renovada a cada vinte dias.



3.2 Metais
3.2.1 Experimento de Contaminacao Alimentar

Dados bionémicos de Ceriodaphnia cornuta, tais como tempo de
desenvolvimento  embriondrio, tempo de desenvolvimento pdés-embrionario,
crescimento, fecundidade, porcentagem de ecloséo e intervalo na producdo de ovos
foram obtidos em laboratdrio. Buscou-se assim avaliar o estresse provocado pelo cobre
no ciclo de vida dos organismos. Também foi investigada a captura de metal pelos
mesmos, Vvisto que foi simulado neste experimento uma contaminagdo cronica a partir
do alimento contaminado. Foi utilizado alimento (Selenastrum  capricornurum)
contaminado com duas concentracées de cobre: 10° e 107M.

Além dos tratamentos com cobre, foram realizados dois experimentos controle
contendo algas livres de metal, sendo um deles com &gua sintética e o outro com agua
do ambiente natural, filtrada e autoclavada. Desta forma, as adaptac¢des dos individuos
a presenca da agua reconstituida de uma dureza inferior a do ambiente a qual eles
estavam acostumados também foi investigada. A dgua reconstituida dos experimentos
seguiu as normas da U.S. EPA (U.S. EPA, 1991). Estes tratamentos foram realizados
em tubos de ensaio de vidro, enquanto os tratamentos com cobre foram realizados em
copos de Becker de policarbonato, reduzindo desta forma a adsor¢cdo do cobre as
paredes dos recipientes.

Para o acompanhamento do ciclo de vida dos animais, foram isoladas fémeas
ovadas de C. cornuta e, apos a eclosdo, as neonatas foram individualizadas nos
recipientes de cultivo. Os recipientes continham 50 ml de meio de cultivo e o alimento
foi fornecido & concentracéo de 10° células mL™. Para cada tratamento foram feitas 10
réplicas. Durante o experimento, os individuos que morriam por condigdes estocasticas
eram substituidos por novas neonatas.

As variaveis biondmicas foram observadas em intervalos de 12 horas, evitando
ao maximo as condicdes de estresse ao individuo. Os individuos tiveram seu
comprimento linear medido diariamente (crescimento somatico). O alimento foi

ressuspendido com uma pipeta de Pasteur a cada 12 horas, uma vez que as algas
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decantadas tornam-se indisponiveis aos organismos. A troca de agua e alimento foi
feita a cada 48 horas.

Os acompanhamentos das fases de desenvolvimento e crescimento dos
organismos foram realizados com o auxilio de um estéreo microscopio (Leica MZ6), que

possuia uma régua micrométrica na ocular.

3.2.2 Metal Particulado
3.2.2.1 Nas microalgas :

A extracdo do cobre celular foi baseada na metodologia descrita por Lombardi et
al (2002).

Trés ml de cultura foram filtrados usando filtros de membrana pré lavados , em
seguida foram secos em estufa a 65°C durante 24 horas e congelados até a extracao
do cobre particulado. O filtro foi digerido usando-se dez mL de uma solucdo 3:1M de
HNO3/ HCI (J. T. Baker) ultrapuros. O cobre total acumulado nas algas que serviram de
fonte alimentar para o zooplancton foi determinado através de espectrocopia de
adsorcado atdbmica. Para o procedimento foram usados acidos ultrapuros.

3.2.2.2 Nos organismos zooplancténicos:

As determinacdes de metal total particulado nos organismos zooplanctonicos se
procedeu da seguinte forma: Ao final de seu ciclo de vida, os individuos foram
colocados em filtros de acetato celulose com abertura de poro de 0,45um, filtros estes
previamente lavados em HNO3;1M e secos em estufa por 24horas. Os filtros foram
colocados em frascos de teflon com tampa e 200 pl de HNOg3 ultra puro (J.T. Baker)
foram adicionados. ApoOs este procedimento os frascos permaneceram em estufa a
90°C, para digestédo do filtro. Apés 48 horas, as amostras foram lidas no polarégrafo
(Eg& G Instruments, modelo 303 ASMDE ), pelo método da polarografia de pulso
diferencial obtendo-se assim a quantidade de metal particulado acumulado nos
individuos. Para o conhecimento das concentracbes de metal acumuladas em cada
individuo foi aplicada a relacdo comprimento/peso:

W=a.lL"
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Onde L é o comprimento (mm), W peso seco (ug) e a e b sdo constantes obtidas

a partir de um gréfico peso versus comprimento.

3.2.3. Metal livre

O cobre livre na agua foi determinado segundo a técnica de potenciometria
descrita em Lombardi & Vieira (2000) utilizando-se eletrodo seletivo a ions cobre
(ORION, modelo 94-29, boston, MA, USA). O tempo de equilibrio foi determinado de
acordo com a resposta do eletrodo. Para uma concentracdo nominal na ordem de 10° a
10" M se respeitou o tempo normalmente requerido de 3 horas.

Estes valores foram averiguados pelo fato de se haver uma necessidade de

constatar que o cobre livre no meio seria 0 minimo possivel.

3.3. Analise dos resultados

Tratamento estatistico: os resultados com distribuicdo normal foram tratados com
o teste T de Student, enquanto que para os dados sem distribuicdo normal foi aplicado
o teste ndo paramétrico de Mann- Whitney. Para analise dos resultados foi utilizado o

software Graphpad Instat 3.00.
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4. RESULTADOS

Para se avaliar os efeitos de uma contaminagcao crénica por cobre através da
ingestdo de alimento (Selenastrum capricornutum) contaminado, a histéria de vida dos
animais (Ceriodaphnia cornuta) foi avaliada acompanhando-se os parametros: idade da
primipara (dias), comprimento da primipara (mm), niumero total de ovos por fémea,
namero total de neonatas por fémea, % de eclosdo, tempo de desenvolvimento
embrionério (dias), intervalo na producdo de ovos (dias), comprimento final maximo
(mm), e longevidade (dias). A Tabela | apresenta os resultados obtidos a partir do
tratamento dos dados obtidos (médias, desvio padréo e coeficientes de variagao).

Foram obtidas diferencas significantes entre os quatro tratamentos testados:
controle com agua reconstituida, controle com agua natural, animais alimentados com a
microalga Selenastrum capricornutum contaminada com cobre em concentracdo de
10'M, e animais alimentados com Selenastrum capricornutum contaminado com cobre
em concentracao de 10°M.

As microalgas contaminadas com uma concentragédo nominal de cobre de 10'M
absorveram um total de cobre de 1,0x10™® g Cu.célula®, enquanto que aquelas
contaminadas com 10°M absorveram aproximadamente 2,0x10** g Cu.célula®, ou
seja, o dobro. Considerando que os animais foram alimentados a uma taxa de 10°
células de Selenastrum capricornutum em dias alternados (a cada 48 horas), estes
valores equivalem a uma taxa total de 5x10® g cobre/dia na forma de alimento
contaminado fornecido e 1x107 g cobre/dia, respectivamente (Tabela Il). Para se ter
certeza de que a contaminacéo por cobre encontrava-se presente somente no alimento,
e ndo na agua onde os animais eram cultivados, foram feitas determinacdes de cobre
livre na agua. Estes valores foram extremamente baixos (10™*° M de cobre livre para os
frascos com 5x10® g Cu/dia™ e 10° M de cobre livre para os frascos com 1x107 g
Cu/dia™), préximas aquelas presentes no ambiente natural (10®M Cu total e 10™*M Cu
livre) de onde Ceriodaphnia cornuta foi isolada (Represa de Barra Bonita).

Os animais cultivados no experimento controle com agua reconstituida e agua

natural, apresentaram idade na primipara (Figura 2) estatisticamente diferente e maior
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do que aqueles submetidos aos tratamentos com contaminacao alimentar (p<0,05,
Kruskal-Wallis).

O comprimento dos animais na primipara foi significativamente menor quando
confrontado o tratamento 5x10® g Cu/dia® com os demais tratamentos (p<0,001,
ANOVA), no entanto os tratamentos controle ndo demonstraram diferenga significativa
quando comparados entre si e com o tratamento 1x10” g Cu/dia™ (p>0,05, ANOVA).

O numero total de neonatas (Figura 4) e o numero total de ovos foram
significativamente diferentes para os quatro tratamentos (p<0,001, ANOVA), sendo que
a maior quantidade de ovos foi observada para o tratamento 1x10” g Cu/dia® e a
menor para o tratamento controle com agua reconstituida.

A porcentagem de eclosdo (Figura 5) néo foi significativamente diferente quando
comparados 0s controles (dgua reconstituida e agua natural) com aqueles que
receberam alimento contaminado (p>0,05, Kruskal-Wallis).

O tempo de desenvolvimento embrionério e intervalo de producédo de ovos do
controle com agua reconstituida foram estatisticamente semelhantes aos submetidos a
contaminacgao alimentar (p>0,05, Kruskal-Wallis). No entanto, foi obtida uma diferenca
significativa quando confrontado o tratamento controle feito com agua natural e os
tratamentos de contaminagé&o alimentar (p<0.01, Kruskal-Wallis).

As analises estatisticas dos dados mostraram que 0s animais do controle feito
com agua natural cresceram (crescimento final) mais do que aqueles cultivados na
agua reconstituida, que por sua vez cresceu de modo semelhante aqueles submetidos
a uma contaminacdo de cobre de 1x107 g Cu/dia (p< 0,01, Kruskal-Wallis). J&4 os
animais cultivados com contaminacdo alimentar de 5x10® g Cu/dia™® apresentaram
crescimento maior do que todos os outros testes realizados (p<0.001, Kruskal-Wallis),
(Figura 3).

A longevidade dos animais foi significativamente maior para os tratamentos com
cobre em relagdo ao tratamento controle com agua reconstituida (p<0,001, ANOVA).
Ja, o tratamento controle com agua natural ndo apresentou diferenca significativa
guando comparado ao tratamento que recebeu alimento contaminado em taxa de 5x10°

8 g Cu/dia™® (p>0,05, ANOVA). No entanto, quando comparado com o tratamento que
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recebeu 1x107 g Cu/dia™, o controle com &gua natural apresentou menor crescimento
(p<0,01, ANOVA).

Os resultados de cobre particulado acumulado por Ceridaphinia cornuta (Figura
6) durante os experimentos encontram-se descritos na Tabela Il.

Durante o desenvolvimento experimental foram feitas observacbes sucessivas
dos varios aspectos da bionomia dos animais. Estas observac¢des resultaram em
informacdes importantes sobre o efeito do cobre na historia de vida de Ceridaphinia
cornuta para os dois tratamentos com o metal e nos auxiliam a focalizar a discusséo
para diferentes estratégias de vida em situacdes de estresse cronico, induzido por
alimento contaminado.

Para os animais que receberam 5x10® g Cu/dia® foram encontrados os
comportamentos/caracteristicas descritos a seguir (10 réplicas).

1. Um individuo com a abertura da carapaca deformada e com problemas na
reproducdo. Este apresentou trés formacdes de ovos incompletas, no caso abortivas,
nao produziu descendentes durante todo seu ciclo de vida, e teve seu crescimento
estagnado em 0.5228 mm a partir do oitavo dia. Além disso sua longevidade foi curta,
com 19 dias.

2. Dois individuos apresentaram pontos pretos em sua carapaca. Em um animal, este
ponto foi detectado no sétimo dia de vida, enquanto que em outro o ponto preto foi
detectado no segundo dia.

3. Um individuo apresentou deformidades em sua carapaca morrendo no sétimo dia

sem produzir descendentes.

Observacdes semelhantes para 0os experimentos contaminados com 1x107 g
Cu/dia™* mostraram os seguintes comportamento/caracteristicas (10 réplicas):
1. Dois individuos com a carapaca deformada e com problemas na reprodugédo, um
apresentou trés formacbes de ovos incompletas (abortivas), e teve seu crescimento
estagnado em 0.5048 mm a partir do oitavo dia. Além disso, sua longevidade foi de dez

dias. O outro individuo apresentou oito formacdes de ovos incompletas (abortivas),
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teve seu crescimento estagnado em 0.504 mm a partir do nono dia, e sua longevidade
foi de 33 dias.

2. Um individuo com a carapaca deformada, morrendo aos cinco dias sem produzir
OVOS.

3. Trés individuos apresentaram pontos pretos em sua carapacga, um aos 24 dias de
vida morrendo trés dias depois, 0 segundo aos nove dias, morrendo com a carapaca
deformada e com baixo comprimento final, e o terceiro apresentou pontos pretos aos
dois dias de vida e permaneceu com vida.

4. Seis neonatas de fémeas diferentes apresentaram bolhas em suas carapacas

morrendo logo apds ao nascimento.
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5. DISCUSSAO

Os parametros bionémicos ou da historia de vida, tais como longevidade, idade da
primipara, comprimento da primipara, desenvolvimento embrionario, crescimento
somatico e numero de descendentes sdo critérios comumente usados para avaliar o
efeito de poluentes em organismos zooplanctdénicos. No entanto, poucos trabalhos
utilizam paréametros biondmicos para verificar o efeito de alimentos contaminados com
metais pesados sobre organismos do zooplancton. Partindo-se do principio de que tais
parametros refletem as respostas dos animais a agentes ambientais e portanto sao
passiveis de modificacdo (Threlkeld, 1987), e centrado nos efeitos de uma
contaminacgao alimentar cronica, o presente estudo analisou cada parametro bionémico
em Ceriodaphnia cornuta frente a contaminacdo de seu alimento (Selenastrum
capricornutum).

O papel das diferentes estratégias em historias de vida das Ceriodaphnias nédo
tem sido muito estudado do ponto de vista ecotoxicoldogico. Entretanto, este tipo de
estudo pode fornecer indicaces do nivel de contaminagcdo ambiental, uma vez que as
estratégias podem refletir uma tentativa do individuo em superar o estresse causado
pelo agente contaminante.

De maneira geral, as diferencas em estratégias nas historias de vida obtidas para
os diversos tratamentos aos quais Ceriodaphnia cornuta foi submetida no presente
estudo foram evidentes. Respostas distintas foram obtidas frente a diferengas na
contaminagao alimentar. Os animais tratados com alimento contaminado em taxa de
5x10® g cobre/dia™ superaram os efeitos deletérios do metal investindo em crescimento
somatico, enquanto que os animais tratados com alimento contaminado em taxa de
1x10” g* cobre/dia empregaram sua energia na reproduc&o. Verificou-se  entao,
gue a concentracao de cobre influenciou a forma de alocacédo de energia do organismo,
se em reproduc&o ou crescimento somatico.

Diferencas em estratégias de vida em dafinideos em situacdes de estresse ja foram
verificadas por outros autores, seja este estresse ocasionado por uma predacéo

exaustiva (Abrantes e Goncalves, 2003; Caraballo, 1992; Lynch, 1980) ou pela
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interacao sinérgica ente um metal (cAdmio) e o alimento (Chandini, 1989). As opcdes
de estratégias de vida demonstradas pelos animais do presente estudo que receberam
alimento contaminado com cobre podem ser classificadas, de acordo com Caraballo

(1992), de duas maneiras:

a) Espécies com um maior comprimento da primipara, que depois da
maturidade canalizam a energia para a reproducdo, como ocorreu com 0S
animais do presente estudo alimentados com Selenastrum capricornutum
contaminada com 1x107 g cobre/dia™;

b) Animais que atingem a maturidade rapidamente, com um menor comprimento
linear na primipara, e posteriormente alocam suas reservas energéticas para
0 crescimento somatico, como foi verificado nos animais do presente estudo

alimentados com S. capricornutum contaminada com 5x10°® g cobre/dia™.

O presente estudo mostrou que a taxa de reproducdo em animais tratados com
alimento contaminado com cobre foi superior aquela dos individuos dos controles.
Antes de justificar tal comportamento, deve ser observado que estes resultados néo
refletem uma maior saude dos animais tratados com alimento contaminado, uma vez
que foram observados efeitos deletérios nos seus descendentes. Como exemplo pode-
se citar neonatas nascidos mortos, alterac6es nos individuos adultos (deformac¢des nas
carapacas e manchas), menor porcentagem de eclosdo, além de deficiéncias nutritivas
resultando em n&o postura de ovos durante toda a vida de alguns individuos.

Alguns fatores poderiam fundamentar uma maior producdo de ovos nos animais
tratados com o metal, no entanto, sabe-se pouco sobre os efeitos de uma
contaminacdo alimentar crénica sobre a bionomia de organismos do zooplancton.
Sabe-se que células de microalgas cronicamente estressadas por razdes nutricionais e
de luminosidade acumulam grande quantidade de lipidios (Lombardi e Wangersky,
1991; Parrish e Wangersky, 1987). Se, de maneira similar, células de microalgas
cronicamente estressadas por um metal-nutriente tal qual o cobre, acumularem lipidios,

entdo poderia estar havendo uma maior ingestdo de material nutritivo pelo zooplancton
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através do alimento contaminado. De fato, ha dados da literatura que mostram
alteracdo no metabolismo de lipidios mediante estresse induzido por metais (Cu, Zn e
Cd) em células de S. capricornutum (McLarnon-Riches et al, 1998). Desse modo,
poderia ser esperada uma maior producdo de ovos pelos organismos contaminados.
Outro fato que poderia justificar tal aumento na producdo de ovos, seria a simples
alocacao de energia para a reproducao por parte do zooplancton, quando este percebe-
se em situacao desfavoravel.

No presente estudo, os organismos cultivados com agua reconstituida (controle)
apresentaram, em algumas situagdes, respostas que nos remetem para uma situacao
de estresse. De maneira semelhante, diversos autores também encontraram problemas
em experimentos com agua reconstituida. Abrantes e Goncgalves (2003) obtiveram
resultados considerados insatisfatérios para C. pulchella, tais como maturacdo mais
lenta, menor comprimento, baixo numero de ovos, baixa longevidade, menor
comprimento na maturidade. Girling & Garford (1989), usando agua reconstituida em
seus estudos de comparacdo de meios de cultivo para Daphnia magna, obtiveram
resultados inferiores nos organismos dos tratamentos com &gua reconstituida em
relacdo aos animais dos tratamentos com agua natural. Santos (2004), em diferentes
tratamentos para Ceriodaphnia silvestrii, também observou resultados insatisfatorios
nos tratamentos com agua reconstituida.

Outro aspecto que pode ter influenciado negativamente o tratamento controle
com agua reconstituida, € o fato deste ser um meio sintético puro, livre de bactérias e
matéria organica. Caraballo (1992), Vijgverberg (1989) e Jayatunga (1986), concluiram
que cladoceros ndo se desenvolvem bem em culturas puras, mas sim em culturas
contendo bactérias e matéria organica. Isso pode explicar o fato de que os animais do
tratamento controle com &gua natural apresentaram melhores resultados para o0s
parametros biondmicos em comparacdo com 0S animais no tratamento com agua
reconstituida.

Comprimento e fecundidade na primipara fornecem indicios importantes sobre as

condi¢bes nutricionais, temperatura, pressao e predacéo no ambiente (Melédo, 1999).
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O comprimento da primipara pode ser alterado fenotipicamente pelos dafinideos
(Abrantes & Gongalves, 2003), podendo ser reduzido com variagao alimentar. Valores
semelhantes aqueles obtidos no presente estudos podem ser encontrados em outros
estudos. Bottrell (1975) e Choueri (2004) mostraram que ha variagdo no comprimento
da primipara em funcao do tipo de alimento ingerido pelo zooplancton.

O comprimento da primipara para ambos os tratamentos com cobre demonstrou
ser um importante traco para o “fitness” dos animais em tais situagdes, uma vez que os
organismos responderam ao estresse do metal com um maior comprimento da
primipara. Além disso foi observado um adiantamento na idade da primipara. A unido
destes dois aspectos (comprimento e idade da primipara) confirma a situacdo de
estresse induzida pela presenca de cobre introduzido através de contaminacao
alimentar, ainda que em baixa concentracdo. Estes resultados confirmam outros da
literatura, que mostram que estresse induzido por metais resultam em uma alteracao da
maturidade em organismos do zooplancton (Chandini,1989: Koivisto & Ketola,1995).
Sabe-se ainda que em situacdes de estresse alimentar, dafnideos normalmente alocam
toda sua energia para a producdo de ovos, que processa-se de maneira imediata
(Lynch, 1980; 1983).

A idade da primipara nos animais dos tratamentos controle estd de acordo com
dados da literatura. Javatunga (1986) obteve valor médio de idade de primiparas de
Ceriodaphnia cornuta em torno de 3,3 dias quando cultivandas em uma temperatura de
32°C e utilizando 1,0 mg C L™ de alimento. Meldo (1999), em temperatura de 25°C e
utilizando Scenedesmus sp como fonte alimentar, obteve o valor de 3,86 dias para
idade de primiparas do mesmo organismo. Investigando os aspectos bionémicos de C.
cornuta mantida a 25°C e alimentada com exopolissacarideos da cianobactéria
Anabaena spiroides, Choueri (2004) registrou uma idade média de primiparas de 3,63
dias.

Tem sido demonstrado (Munro & Whete, 1975 apud Bottrell et al, 1976) que
diferencas no tempo de desenvolvimento embriondrio podem estar relacionadas a
diferencas de tamanho dos ovos, sendo que ovos maiores estao relacionados a tempos

de desenvolvimento embrionario maiores. No presente estudo, o tempo de
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desenvolvimento embrionario foi um dos aspectos bionémicos que nao foi afetado
mediante a contaminacao alimentar com cobre. Caraballo (1992) obteve resultados
semelhantes (1,27 + 0,05 dias) ao do presente estudo quanto ao tempo de
desenvolvimento embrionéario para C. cornuta quando o organismo foi cultivado a uma
temperatura de 29°C. Meldo (1997) obteve tempo de desenvolvimento embrionario de
1,66 dias para C. cornuta quando mantida a 25°C. Choueri (2004) encontrou valores de
1,36 e 1,47 dias para o tempo de desnvolvimento embrionario de C. cornuta cultivada a
25°C.

Diversas caracteristicas fenotipicas foram observadas durante os tratamentos
com o cobre, caracteristicas estas ndo observadas em qualquer um dos tratamentos
controle. Individuos com carapacas mais abertas do que normal (comparando-se com
os controles) foram observados com relativa frequéncia. Sabe-se que modificacdes na
carapaca refletem uma estratégia especifica de sobrevivéncia e superacdo ao estresse
(Maciej & Siedlar, 1980). Estes autores registraram uma diminuicdo na abertura da
carapaca em dafinideos que sobreviveram a floracdes de algas toxicas.

Outra caracteristica observada nos experimentos contaminados com cobre e nao
observada no controle foi a presenca de fémeas que nao atingiram a maturidade, desse
modo ndo produzindo descendentes durante todo o periodo de vida. O efeito toxico do
metal pode ter afetado as gbnadas dos individuos ou afetado severamente suas taxas
de filtracdo, limitando a ingestdo do alimento. O alimento consumido produziria, entéo,
energia apenas para manter o0s requerimentos metabdlicos. Dessa maneira a
maturacdo dos juvenis tornar-se-ia impossivel. Esta hipotese € particularmente
apresentada e discutida em Hall, (1964); Rocha (1983) e Jayatunga (1986). Chandini
(1989) observou em Daphnia carinata que, em contamina¢des com cadmio, algumas
fémeas apresentaram o mesmo comprimento final de outros individuos ndo expostos ao
metal, mas ndo produziram neonatas durante todo seu ciclo de vida.

A concentracdo de cobre por unidade de biomassa (mg cobre. g de animal seco”
!y esta de acordo aos valores comumente encontrados na literatura (Choueri, 2004). No
entanto, como ndo se conhece ainda o destino final de um ion metalalico dentro dos

animais, presume-se que o metal presente no alimento seja liberado dentro do trato
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intestinal devido a sua natureza &cida. Em seguida o metal pode ser assimilado ou
excretado junto com as fezes do animal. Capacidade de detoxificagdo de metal em
diferentes organismos aquaticos tém sido amplamente relatadas na literatura. Blasco,
Arias & S&enz (2002) verificaram que a concentracdo de cobre e zinco no corpo Squilla
mantis (Crustacea, Stomatopoda), coletados em diferentes pontos com diferentes
concentragbes de metais, ndo variavam significativamente sugerindo alguma
capacidade de regulacédo dos organismos para os metais. Timmermans (1993) verificou
uma situacdo semelhante para organismos bentdnicos afetados por contaminacfes do
metal cobre. Rainbow & White (1989) obtiveram dados que sugerem a regulacdo da
concentracdo de cobre em P. elegans. Borgmann et al. (1993) conclui-ram que Hyalella
azteca € capaz de regular o cobre durante longos periodos de tempo. Em acordo com
os dados da literatura supra citada, o presente estudo mostrou que a concentracdo de
metal acumulado nos organismos permaneceu praticamente constante durante todo o
periodo experimental, ainda que os animais foram contaminados a uma taxa de 5x107®
gCu/dia e 1x10” gCu/dia durante um periodo total que variou de 25 a 32 dias. Conclui-
se deste estudo que Ceriodaphnia cornuta apresenta capacidade de regular a

concentracéo de cobre interna.
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6 CONCLUSOES

Embora o zooplancton seja pouco usado como um indicador de sistemas, sua
importancia ndo pode ser ignorada no que diz respeito a evolugdo do enriquecimento
de metais em cadeias alimentares. O presente estudo demonstrou que, apesar do
animal ter sido submetido a uma contaminacdo crbnica e ter mostrado ser capaz de
regular a concentracdo corpérea do metal, efeitos significativos foram detectados em
sua histéria de vida. A ingestdo da microalga Selenastrum capricornutum contaminada
com ions cobre por Ceriodaphnia cornuta influenciou diretamente o ciclo de vida, as
estratégias de historia de vida e a saude desses animais, resultando até em nascimento
de individuos mortos. Considerando que o zooplancton forma o segundo nivel tréfico
em cadeias alimentares em ambientes aquaticos, tais alteracdes podem modificar a
dindmica desses ecossistemas.

Os resultados deste estudo demonstraram que a agua reconstituida ndo ¢ um
meio ideal paro o cultivo de claddceros. Porém, seu uso é bastante comum devido a
sua pureza e a possibilidade de controle de suas caracteristicas, fatores relevantes em
estudos de laboratério. Em se tratando de estudos com metais, 0 emprego de agua
com alta pureza é fundamental, pois agentes contaminantes e quelantes de metais
encontram-se presentes na maioria das aguas oriundas do ambiente natural. Estes
agentes causariam modificacées indesejadas nos resultados experimentais, e por iSso

indica-se a agua reconstituida apesar dos problemas apontados no presente estudo.
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Tabela I: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo (%) dos parametros analisados da historia de vida de
Ceriodaphnia cornuta para os quatro tratamentos (n=10).

Controle Agua Reconst.

Controle Agua Natural [T 5x10-8gCu/dia | 1x10-7gCu/dia

Variaveis Biondmicas Média Desv.Pad C.V. | Média Desv.Pad. C.V. |[Média Desv.Pad. C.V. | Média Desv.Pad C.V.
Idade da primipara (dias) 3,46 0,09 2,73 3,28 0,09 2,69 | 2,61 0,40 15,22 | 2,85 0,57 19,92
Comp. da primipara (mm) 0,420 0,020 5470 | 0,44 0,010 2,54 | 0,377 0,020 5,300 | 0,418 0,020 4,650
N ovos total/fémea 25,57 3,69 14,43 | 61,25 15,59 25,45 | 80,89 11,43 14,13 |118,50 21,05 17,76
N neonatas total/fémea 25,49 4,22 16,78 | 61,25 15,59 25,45 79,20 11,17 14,00 (113,60 20,59 17,77
Eclosao (%) 99,71 0,76 0,76 |100,00 0,00 0,00 | 97,82 2,17 2,22 | 96,99 2,45 2,53
Tempo desenv. embrion. (dias) | 1,50 0,13 8,43 1,70 0,13 7,40 | 1,41 0,06 413 | 1,43 0,04 2,75
Interv. Prod. Ovos (dias) 1,50 0,13 8,43 1,70 0,13 7,40 | 1,41 0,06 4,13 | 1,43 0,04 2,75
Comprimento maximo (mm) 0,564 0,01 1,67 0,69 0,03 483 | 0,72 0,02 2,36 | 0,648 0,01 1,91
Longevidade (dias) 20,14 1,68 8,32 27,5 3,34 12,14 | 25,89 2,37 9,15 | 31,50 1,84 5,84




Tabela Il: Concentracéo de cobre capturado por Ceriodaphnia cornuta (ng Cu.ug PS™) e acumulada pelas células de

Selenastrum capricornutum (ng Cu.célula™).

Tratamentos

Controle Agua Reconstituida
Controle Agua Natural

5x10°gCu/dia
1x10'gCu/dia

ng Cu.ug PS-1 de animais

3,34E-1
5,73E-1
4,45E-01
1,04

ng Cu.célula™

Média DesvPad C.V.
Abaixo do limite de deteccéo - -
Abaixo do limite de deteccéo - -
1,14E-04 2,43E-05 21,3
1,93E-04 3,60E-05 18,7
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Figura 1: Aspecto geral de uma fémea de C. cornuta.
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Figura 2: Idade da primipara dos animais (dias) para os quatro tratamentos; CAR =
controle com agua reconstituida; CAN = controle com agua natural;
5x10%gCu/dia = em forma de alimento contaminado; 1x10'gCu/dia = em forma de

alimento contaminado.Os valores representam a média e desvio padréo (n=10).



32

0,8

0,7 - 1 L

0,6

-

0,5+

0,4 4

mm

0,34

0,24

0,1+

0.0

1 L ] s 1] y
CAN 5x10%gCuidia %107 gCurdia
Tratamento

T
CAR

Figura 3: Comprimento maximo dos animais (mm) para os quatro tratamentos; CAR =
controle com agua reconstituida; CAN = controle com agua natural,
5x10®gCu/dia = em forma de alimento contaminado; 1x10'gCu/dia = em forma de

alimento contaminado.Os valores representam a média e desvio padréo (n=10).
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Figura 4: Numero de descendentes produzidos para os quatro tratamentos; CAR =
controle com agua reconstituida; CAN = controle com agua natural;
5x10%gCu/dia = em forma de alimento contaminado; 1x10'gCu/dia = em forma de

alimento contaminado.Os valores representam a média e desvio padrédo (n=10).
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Figura 5: Porcentagem de eclosdo para os individuos nos quatro tratamentos; CAR =
controle com agua reconstituida; CAN = controle com agua natural;
5x10®gCu/dia = em forma de alimento contaminado; 1x10'gCu/dia = em forma de

alimento contaminado.Os valores representam a média e desvio padréo (n=10).
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Figura 6: Concentracdo de cobre acumulado por célula de Selenastrum capricornutum
(ng Cu.célula™); quatro tratamentos; CAR = controle com &gua reconstituida; CAN =
controle com agua natural; 5x10°gCu/dia = em forma de alimento contaminado; 1x10°
'gCu/dia = em forma de alimento contaminado.Os valores representam a média e

desvio padrédo (n=10).
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Figura 7: Concentracdo de cobre (ng Cu.ug PS™) capturado pelos organismos para os
guatro tratamentos; CAR = controle com agua reconstituida; CAN = controle com agua
natural; 5x10®gCu/dia = em forma de alimento contaminado; 1x10'gCu/dia = em
forma de alimento contaminado (n=10).



