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RESUMO

O copépodo Calanoida Acartia tonsa Dana 1849, vém sendo sugerido em
protocolos para uso em testes de toxicidade aguda por varias organizacoes.
Entretanto, alguns aspectos metodolégicos dos bioensaios com esta espécie
ainda devem ser esclarecidos e re-avaliados. Neste estudo o objetivo foi avaliar
métodos e procedimentos dos bioensaios. Apresentamos informagdes no
segundo capitulo sobre: a retengdo dos estagios de desenvolvimento de A tonsa
em diferentes malhas de rede e o volume minimo para ser usado em unidades
experimentais (UE); E no terceiro capitulo: o tempo de aclimatagéo pés coleta; a
resisténcia entre copépodos coletados do ambiente e copépodos de cultivos e a
sensibilidade de machos e fémeas de A. tonsa expostos a antimicrobianos. Os
experimentos foram conduzidos na sala de cultivo do Laboratério de zooplancton
e os resultados demonstraram que nenhuma das malhas testadas (180, 330 e 500
pum) foram eficientes no isolamento de apenas um estagio de desenvolvimento;
que as UE necessitam um volume minimo de 100 mL, e serem cobertas, e que os
organismos necessitam de ao menos 30 horas de aclimatagdo antes de serem
utilizados nos experimentos. Os outros experimentos nao apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos quanto ao uso de
copépodos de cultivos ou do ambiente ou diferengas de sensibilidade entre
machos e fémeas aos antimicrobianos testados. As informagbes apresentadas
possibilitardo o aprimoramento dos procedimentos e métodos dos estudos e
bioensaios de toxicidade aguda utilizando o copépodo A. tonsa como bioindicador.
Palavras-chave: Copépodo; Acartia tonsa; Testes toxicoldégicos agudo;

Bioensaios; Cultivo.



ABSTRACT

The Calanoid copepod Acartia tonsa has been suggested in protocols to be used
on acute toxicity tests by many organizations. Nevertheless, some
methodological aspects of bioassays using this species needs to be clarified and
revised. The aim of this study was to evalute methods and procedures of
bioassays. We present information in the second chapter about: the retention of
the developmental stages of A. fonsa by different net meshes and the minimum
volume to be used on each experimental unit (EU). And in the third chapter we
present information about: the acclimation period after collection; the resistance
between field and cultivated copepods and the sensitivity of males and females
of A. tonsa to antimicrobials. The experiments were conducted on the culture
room of the zooplankton laboratory and the results demonstrated that none of the
meshes tested (180, 330 and 500 um) could isolate just one developmental stage,
the containers need to be covered with a minimum 100 mL and the organisms
need an acclimation period of at least 30 hours before being used in experiments.
The remaining experiments didn’t presented significant differences (p>0.05)
between cultured or field copepods or any differences of sensitivity between
males and females to the antimicrobials tested. The information presented here
will enable the improvement of the procedures and methods on studies and
bioassays of acute toxicity using the copepod A. tonsa as a bioindicator.

Key words: Copepods; Acartia tonsa; Acute toxicity tests; Bioassay; Culture.



1. INTRODUGAO GERAL



Copépodos representam o grupo dos crustaceos mais importante do
mesozooplancton devido a sua grande abundancia, biomassa e diversidade
(Raymont 1983, Mauchline 1998, Ruppert et al. 2005). Estes organismos sao
considerados um importante elo na cadeia alimentar de ecossistemas aquaticos,
nao somente desempenhando um papel fundamental como consumidores
primarios, conectando o fitoplancton a niveis tréficos superiores (Pane et al. 2012),
mas também por seu papel na alga microbiana, permitindo que a matéria organica
dissolvida, utilizada pelas bactérias, chegue ao topo da cadeia alimentar (Kigrboe
2009). Além disso, por abrangerem uma ampla faixa de tamanho durante o seu
desenvolvimento, sdo presas naturais de muitas espécies de peixes em diferentes
etapas do seu ciclo de vida (Strgttrup et al. 1986). Devido a isso, ha um grande
interesse no desenvolvimento de cultivos de copépodos para uso tanto na
aquicultura, como alimento vivo para larvas de peixes (Buttino et al. 2012), quanto
em estudos de ecotoxicologia, uma vez que estes organismos sao sensiveis, e
por isso uteis como bioindicadores (lhara et al. 2010, Gorbi et al. 2012) ou como
organismos testes em ensaios ecoldgicos populacionais, com o objetivo de se
testar/avaliar diferentes condigbes fisicas, quimicas e bioldgicas que possam
influenciar a populacao (je. variagdes de temperatura, salinidade e pH assim como
a quantidade, qualidade e composi¢céo do alimento) (Kigrboe et al. 1985).

A subclasse Copepoda é composta por um total de 10 ordens (Huys &
Boxshall 1991) de microcrustaceos, com Calanoida, Cyclopoida e Harpacticoida
consideradas as ordens dominantes em numero de espécies (Bron et al. 2011).
Estes microcrustaceos podem ser encontrados tanto nos compartimentos

pelagicos quanto bentdnicos dos ambientes marinhos e estuarinos (Beaugrand



et al. 2003). Os copépodos apresentam um desenvolvimento do ovo ao estagio
adulto com doze instares sendo seis formas naupliares e seis estagios de
copepoditos, no qual o estagio de copepodito VI é a forma adulta (Marcus &
Wilcox 2007). O desenvolvimento dos copépodos é rapido, requerendo de alguns
dias a algumas semanas para se tornar sexualmente maturo, sendo o tempo do
ciclo de vida dependente da espécie, da temperatura, da salinidade (Devreker et
al. 2004), da alimentacdo (Souissi et al. 1997) e da densidade populacional
(Zhang & Uhlig 1993).

Copépodos Harpacticoidas foram os primeiros a serem utilizados em
bioensaios (Barnes & Stanbury 1948) e considerados mais faceis de serem
cultivados do que os Calanoida (Bengtsson 1978, Lassus et al. 1984). Entretanto,
diversos estudos demonstraram uma maior sensibilidade de copépodos
Calanoida em relagdo a copépodos Harparcticoida a uma variedade de
substancias quimicas (Ward & Ballantine 1985, O’Brien et al. 1988, Di Toro et al.
1991, ANZECC 2000, Stringer 2012).

Desde 1976 a U.S. Environmental Protection Agency (EPA) sugere o
copépodo Calanoida Acartia tonsa (Fig. 1) para uso em testes de toxicidade de
pesticidas. Copépodos preenchem todos os requisitos para testes de toxicidade
(Van Dam et al. 2008) uma vez que séo faceis de cultivar, possuem uma ampla
distribuicao, elevada sensibilidade, ciclos de vida curtos (Lee 1977, Sosnowski &
Gentile 1978, Arnott & Ahsanullah 1979, Girling 1989, Bushong et al. 1990,
Nipper et al. 1993, Kusk & Petersen 1997, Lanzky & Halling-Segrensen 1997) e

uma posicao chave na cadeia alimentar costeira (Pane et al. 2012).



Figura 1: Fotografia de uma fémea (A) e um macho (B) de Acartia tonsa Dana 1849, utilizado
nos experimentos. A seta em A aponta para o urossoma mais curto e largo de fémeas
enquanto em B, a seta indica a geniculagdo da anténula direita presente nos machos adultos
Foto: Vanessa Ochi Agostini.

Em 1999 a International Organization for Standardization (ISO)
implementou o protocolo ISO 14669 (ISO 14669 1999), no qual Acartia tonsa e
outras duas espécies de copépodos (Tisbe battagliai Volkmann-Rocco 1972,
Nitocra spinipes Boeck, 1865) foram indicados para a padronizagao de bioensaios
de toxicidade aguda de substancias quimicas soluveis ou que podem ser mantidas
estaveis em suspensao ou em dispersao assim como de efluentes industriais ou
de esgotos, tratados ou ndo tratados em aguas marinhas e estuarinas. Desde
entdo, outras organizacbes, 6Orgédos, agéncias reguladoras e convencoes
também reconheceram o potencial e a importancia dos copépodos na
ecotoxicologia marinha e outros protocolos padronizados para testes de
toxicidade com esses organismos foram estabelecidos (ASTM 2004, OECD

2007, OSPAR 2006, ISO 16778 2013).



Estes protocolos foram fundamentais na implementacao e utilizacdo de
copépodos como organismos indicadores de alteragdes ambientais. Entretanto,
€ preciso destacar que algumas questdes metodoldgicas ainda necessitam ser
esclarecidas com um melhor detalhamento, pois desde o protocolo estabelecido
pela EPA (1976) existe a indicagdo da utilizagdo de uma malha de rede e uma
pipeta para separagdo dos adultos dos outros estagios. A ISO 14669 (1999)
recomenda uma metodologia parecida, porém ao invés de uma malha de 63 ym
utiliza uma malha de 180 ym de abertura de malha para separar os adultos dos
diferentes estagios de A. tonsa sem entrar em maiores detalhes de como é feita
a separagao dos organismos. Os protocolos da Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) e Oslo and Paris (OSPAR) por sua vez
seguem a mesma metodologia da ISO 14669 como protocolo para testes agudos
com A. tonsa.

O volume minimo necessario por organismo nos bioensaios seria outra
questdo que deve ser reavaliada pois tanto a EPA (1976) quanto a ISO 14669
(1999) sugerem volumes infimos de 2 a 5 mL por organismo sem apresentar os
motivos que levaram a adocao destes volumes. Além disso, tanto a EPA (1976)
quanto a ISO 14669 (1999) assim como outros autores (Sosnowski & Gentile
1978, Ward 1995, Kusk & Petersen 1997) ignoraram completamente algumas
questbes bioldgicas como diferentes sensibilidades relacionadas ao sexo
(Parrish & Wilson 1978, Mauchline 1998, Medina et al. 2002) e o estresse
causado por uma alta densidade de estocagem (Strattrup et al. 1986, Santos

2005, Peck & Holste 2006).



Da mesma forma, alguns autores utilizam organismos coletados
diretamente do ambiente (Kaminski 2004; 2009, Stringer 2012, Finiguerra et al.
2013, Agostini 2014, Lopes 2014, Sun et al. 2015), contrastando com aqueles
que utilizam organismos pré-cultivados (Toudal & Riisgard 1987, Pedroso et al.
2007, Ihara et al. 2010, Gorbi et al. 2012, Pham 2014) conforme proposto pela
EPA (1976), ISO 14669 (1999), OSPAR e OECD. Desta forma existe uma
necessidade de avaliacdo das diferentes técnicas utilizadas e de unificacdo e/ou
adequacéo dos métodos.

Uma vez que testes toxicoldgicos devem ser padronizados para servirem
como ferramenta de avaliagcdo ambiental para demonstrar a possivel toxicidade
de um determinado poluente (Parrish & Wilson 1978), técnicas e metodologias
devem ser testadas e comparadas, para se desenvolver um protocolo bem
fundamentado, possivel de ser realizado e repetido, jd que experimentos
padronizados permitem a selecdo de um ou mais testes uniformes e Uteis para
uma variedade de laboratorios.

Deste modo, considerando as questdes ndo detalhadas, assim como
aquelas que nao foram abordadas/exploradas nos protocolos internacionais, o
objetivo principal deste trabalho foi reavaliar os procedimentos utilizados em
bioensaios toxicologicos agudos envolvendo o copépodo Calanoida A. tonsa
para melhorar o desenvolvimento e a confiabilidade dos testes.

A tabela 1 abaixo lista os principais métodos e procedimentos, os quais
serdo abordados neste trabalho, dos protocolos mais seguidos para bioensaios

com o copépodo A. tonsa.



Tabela 1: Principais protocolos utilizados para testes de toxicidade aguda com Acartia tonsa e as
diferencas em seus métodos, as quais serdo apontadas no presente trabalho.

Métodos e procedimentos

Separagéo dos organismos

Protocolos
1ISO 14669 (1999) EPA (1976)
Rede de malha 180 ym e Rede de malha 63 um e uso
uso de pipetas sem de pipetas sem
detalhamento dos detalhamento dos

procedimentos.

procedimentos.

Densidade de estocagem

1 organismo. 5 mL' e UE

1 organismo. 2 mL 'e UE

utilizada cobertas cobertas
Organismos do cultivoou  Cultivo Cultivo
ambiente

Organismos adultos sem

distingdo do sexo ou com

distingdo entre machos e
fémeas

Adultos sem distingdo de
SEXo

Adultos sem distingdo de
sexo

1.2. Objetivo geral

Para investigar e tentar esclarecer esses pontos, no segundo capitulo

desta dissertacdo serdo abordadas questdes relacionadas com os métodos e

procedimentos dos bioensaios como: avaliar a melhor forma de separagao de

adultos utilizando redes e o volume minimo necessario nas unidades

experimentais em bioensaios com A. fonsa. Ja no terceiro capitulo serdo

investigados tépicos sobre o aprimoramento dos fundamentos dos bioensaios,

avaliando o tempo ideal de aclimatacdo de A. tonsa; a sensibilidade entre

organismos do ambiente frente aos oriundos de cultivos pré-estabelecidos e a

diferenga na sensibilidade entre machos e fémeas.

1.2.1. Objetivos especificos

e Testar a capacidade de reteng&o dos estagios de desenvolvimento (I-VI)

do copépodo Acartia tonsa (fixados e vivos) em diferentes tamanhos de

malhas;
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e Testar o volume minimo necessario para bioensaios com A. fonsa e se
existe influéncia da evaporagao entre unidades experimentais cobertas e
abertas e determinar a melhor densidade de estocagem de A. tonsa para
uso em bioensaios toxicoldgicos agudos;

e Avaliar se A. fonsa deve ser aclimatada e qual seria o tempo ideal de
aclimatacao para esta espécie de copépodo;

e Testar se ha diferenga na sensibilidade entre copépodos coletados
diretamente do ambiente e copépodos de cultivos pré-estabelecidos;

e Estimar a sensibilidade de machos e fémeas de A. fonsa em testes

toxicolégicos agudos com antimicrobianos.
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2. METODOS E PROCEDIMENTOS PARA BIOENSAIOS UTILIZANDO

O COPEPODO Acartia tonsa Dana 1849



12

2.1. Introdugao

O uso do copépodo Calanoida Acartia tonsa, tem sido sugerido para testes
de toxicidade e para estudos de poluicdo marinha desde 1976 (EPA 1976). Por
apresentar caracteristicas como ampla distribuigéo, ciclo de vida curto, facilidade
de cultivo, elevada sensibilidade (ISO 14669 1999) e uma posi¢cdo chave na
cadeia alimentar costeira (Pane et al. 2012), A. tonsa é uma das espécies
recomendadas para bioensaios de toxicidade aguda por diversas entidades
internacionais como a U.S. Environmental Protection Agency (EPA), International
Organization for Standardization (ISO) Oslo and Paris Commission (OSPAR) e a
Organization for Economic Cooperation and Developement (OECD).

Os protocolos da EPA (EPA 1976), e da ISO (ISO 14669 1999) sdo os mais
utilizados e seguidos (Menconi & Cox 1994, Giddings et al. 2000, Weideborg et al.
2001, Wollenberger et al. 2003, Ogle 2005, Environment Agency 2007, Ihara et al.
2010, Hansen et al. 2014, Wendt et al. 2016, Zhou et al. 2015) para a execugao
de bioensaios toxicolégicos agudos com a espécie A. fonsa. Entretanto, alguns
dos pressupostos destes protocolos como a separagao dos adultos utilizando
redes e pipetas sem detalhamento dos procedimentos, ou a adogéo de volumes
arbitrarios nas unidades experimentais (UE) podem levar a resultados
equivocados.

A. tonsa é um copépodo holoplanctdnico desovante livre que em
condicbes favoraveis se reproduz continuamente (Raymont 1983, Dussart &
Defaye 1995, Marcus 1996, Marcus & Wilcox 2007), ou seja, que desova
continuamente na coluna de agua onde todos os seus estagios (6 nauplios e 6

copepoditos) se desenvolvem. Por isso muito suscetivel a questao de espaco,
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ficando estressadas quando sujeitas a altas densidades de estocagem
promovendo o canibalismo entre os individuos (Strattrup et al. 1986) devido a
competicdo por alimento e por espaco (Santos 2005) e afetando o numero de
ovos produzidos (Peck & Holste 2006). Por desovarem continuamente, todos os
seus estagios se sobrepdem em um cultivo e por possuirem diversos estagios
eles abrangem de 110 a 1500 ym de comprimento (Montu & Gloeden 1986,
Sabatini 1990, Leandro et al. 2006, Marcus & Wilcox 2007). Por isso, a adogao
de um tamanho de malha para separagdo de adultos pode levar a inclusdo de
estagios iniciais de copepoditos nos experimentos e com isso alterar os
resultados de toxicidade e confiabilidade dos testes (Sprague 1995), uma vez
que os estagios iniciais sdo mais sensiveis que os adultos (Hutchinson et al.
1998, Mohammed et al. 2009).

Sabendo-se da importancia de bioensaios padronizados e bem delineados,
a reavaliacdo de técnicas/métodos de experimentos de toxicidade aguda
envolvendo o copépodo Calanoida A. tonsa é fundamental.

Devido a isto, este trabalho teve como finalidade: (i) avaliar o potencial de
retencao dos estagios de desenvolvimento (I-VI) do copépodo A. fonsa (fixados
e vivos) em diferentes tamanhos de malhas de rede e (ji) testar o volume minimo
necessario para as unidades experimentais utilizadas e se as mesmas devem

permanecer cobertas ou abertas.
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2.2. Material e Métodos
2.2.1. Cultivo de Acartia tonsa

2.2.1.1. Coleta e isolamento

Para iniciar um cultivo de copépodos da espécie Acartia tonsa (Fig. 1) no
Laboratério de Zooplancton, os organismos iniciais foram coletados diretamente
do ambiente na Praia do Cassino, em frente a Estacdo Marinha de Aquacultura
(EMA), Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil (Fig. 2), utilizando-se uma rede de
plancton cilindro-cénica de 30 cm de diametro com malhas de 200 ym, a qual foi

arrastada horizontalmente em arrastos sub-superficiais.

52°10'0"W 52°5'0"W
1 1 o
ey N 3 » Lo
B SWPY \ PN \\‘\ (
T L = e N
T //\\‘— Wiy
[ P \
7Y _~"Rio Grande(RS) !\ \
\ o y
,i\i il il /"'7/>J¥T /7“’}\\/ ]
- = 4 [
- - il ,/"‘] /
~ g V. 4 o
y 4 S e
/ / 4 < i =]
T / / / = / o
/ / / Y / &
/ P / 7 / »
| il / QO /
\ / /r ,b //
Ny [ y
Ve
A /
/ A
A 4
L)
/
| i/
Lo o
e N \\ [
] 6‘5\(\ = - AN \\\\ r2
(o4 g \ &
_%60 / > \ ]
Q(’b\/,/ "
e
/
S .
% Oceano Atlantico
/ 0 2,5 5
v —{km
T T
Amostragem
@® Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA) Y Ponto de coleta na Praia do Cassino em frente a EMA

Figura 2: Mapa da regiao Sul do Brasil onde Acartia tonsa é comumente encontrada. No
detalhe estéo a regido do Estuario da Lagoa dos Patos e Praia do Cassino onde as amostras

foram obtidas.
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No laboratério, os organismos zooplanctdonicos presentes na amostra
foram retirados mediante a utilizagdo de pipetas com boca larga (tipo Pasteur)
(Fig. 3) e depositados em goticulas em uma placa de petri onde, através da
observacgao de cada organismo, sob microscopio estereoscoépico (Coleman NSZ-
606T) (Fig. 3), a espécie A. fonsa foi identificada de acordo com Bjérnberg (1981)
e estagiadas conforme Sabatini (1990), sendo os Adultos (Fig. 1) isolados do
restante da comunidade zooplancténica. A. tonsa apresenta o dimorfismo bem
marcado (Sabatini 1990), para a identificagao de machos e fémeas (Adultos), os
machos possuem urossoma mais estreito, com cinco segmentos, sendo o quarto
segmento muito curto. Ja as fémeas apresentam um urossoma mais curto, com
trés segmentos, sendo o segmento genital alongado. Os ramos caudais nos
machos sdo mais curtos do que os da fémea. Existe uma geniculagdo na antena

direito do macho (Sabatini 1990).
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Figura 3: Sequencia dos procedimentos adotados para a separagéo e identificagdo de Acartia
tonsa do restante da comunidade zooplanctdnica para o estabelecimento dos cultivos. 1-
Separagao dos organismos mediante utilizagdo de pipetas e placa de petri; 2- disposi¢ao dos
organismos em goticulas; 3- identificacdo dos organismos nas goticulas por visualizagdo em
miscroscopio estereoscopico e 4- estabelecimento do cultivo de A. fonsa com os organismos
positivamente identificados.

2.2.1.2. Cultivo principal

Copépodos machos e fémeas de Acartia tonsa, positivamente
identificados do restante da populacdo foram transferidos, um a um, para
recipientes contendo 20 L de agua marinha (pH ~8,3, salinidade 30) filtrada
(Macherey- Nagel 0,7 pym) e autoclavada, antes de ser utilizada. Os cultivos
foram mantidos na mesma sala de cultivo climatizada do Laboratério de
Zooplancton (temperatura 23 °C) e com fotoperiodo 12C:12E para simular as
condi¢bes de primavera e outono e aeragao suave, diferente do que foi sugerido

no método da ISO 14669 (1999) e EPA (1976).
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Os organismos destes cultivos quando nao utilizados diretamente nos
experimentos foram alimentados uma vez por dia com uma dieta mista de uma
microalga grande, a qual € mais apropriada para a produgdo de ovos dos
organismos (Kaminski 2004) como Conticribra (=Thalassiosira) weissflogii
Stachura-Suchoples & Williams 2009 (@ 13,2 um) (~ 20.000 cel.mL™") (Teixeira et
al. 2010) e uma microalga menor como a Isochrysis galbana Parke 1949
(34,7 um) (~ 160.000 cel.mL') (Teixeira et al. 2010), para permitir a
sobrevivéncia e crescimento dos nauplios (Kaminski 2004). Os inéculos iniciais
foram fornecidas pelo Laboratério de Ecologia de Fitoplancton e de
Microorganismos Marinhos e mantidas em erlenmeyers autoclavados de 2 L com
meio de cultivo F/2 (Guillard 1975) em incubadora tipo DBO (Marconi MA403)
com salinidade 30, temperatura 23 °C, e sob aeragao suave.

Para a manutengao da qualidade do cultivo, realizou-se a sifonagem do
fundo e a troca parcial da agua (30%) semanalmente, com renovacgao total do
meio mensalmente. O fundo sifonado era depositado em um novo cultivode 2 L,
afim de eclodir os ovos, sendo os individuos, posteriormente transferidos para o

cultivo original, apés atingido fase adulta.

2.2.1.3. Cultivo temporario
Para se estimar a idade dos individuos que foram utilizados nos bioensaios,
duas semanas antes dos experimentos foram realizados dois outros cultivos
temporarios, que derivaram do principal:
e O primeiro utilizou apenas estagios naupliares que foram separados

dos outros estagios de A. fonsa. Primeiramente organismos
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pertencentes a todos os estagios foram filtrados mediante a utilizagéo
de uma rede de 20 um de abertura de malha e 10 cm de didametro, a
qual foi submergida no cultivo principal trés vezes e transferido para
um béquer de 500 mL. Posteriormente, com uma rede de 180 uym este
material foi filtrado novamente para reter o maximo de organismos
que se encontravam nos estagios de copepoditos | a VI e devolvidos
ao cultivo principal. Apos a retirada dos estagios de copepoditos, o
material restante foi submetido a uma inspegdo em um microscépio
estereoscopico para a retirada de organismos que nao estivessem nos
estagios naupliares, os quais foram devolvidos ao cultivo principal. Os
nauplios remanescentes foram entdo transferidos para um novo
recipiente de cultivo de 5L (nas mesmas condi¢des do principal descrito
na segéo 2.2.1.2).

e Para o segundo, 50 copépodos adultos, tanto machos quanto fémeas,
foram colocados em um recipiente de PVC com 10,5 cm de didmetro
e 18,5 cm de altura, com o fundo coberto por uma malha de rede de
100 ym. Este recipiente era sobreposto a um recipiente de vidro com
capacidade de 5L e mantida sob as mesmas condigbes do cultivo
principal. Apds 48 horas, este recipiente de PVC foi retirado e os
organismos adultos devolvidos ao cultivo principal (2.2.1.2.).

A partir de entdo foi feito o acompanhamento diario das mudas dos

organismos até atingirem a fase adulta, nos dois cultivos temporarios.
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2.2.1.4. Unidades Experimentais

As unidades experimentais (UE) utilizadas nos experimentos consistiam em
recipientes de Poliestireno (PS) transparentes com capacidade para 200 mL. O
meio utilizado nas UE foi agua marinha filtrada conforme especificado na segao

2.21.2.

2.2.2. Avaliagao do potencial de retengdo do copépodo Acartia tonsa em
diferentes malhas de rede

Para a avaliagdo do potencial de retencdo dos copépodos da espécie
Acartia tonsa, organismos vivos e fixados (formaldeido a 4%) foram submetidos
a procedimentos utilizando diferentes tamanhos de malhas, simulando coletas
com redes de: 180 um (sugerida pela ISO 14669 1999 para retencéo de adultos),
330 um e 500 ym. Cada tipo de malha foi acoplada em um tubo de PVC com
quatro centimetros de didmetro por dois de altura.

Para os organismos fixados, foram realizadas trés réplicas para cada um
dos estagios de copepoditos de Acartia tonsa (i.e. | ao VI) para cada uma das
malhas testadas. Cada réplica continha 50 organismos de cada estagio que
foram separados de amostras provenientes do Estuario da Lagoa dos Patos,
coletadas durante o verao de 2012 com rede cilindro conica de 200 yum no ambito
de Projeto PELD-ELPA (Pesquisa Ecologica de Longa Duragdo — Sitio 8-
Estuario da Lagoa dos Patos e Costa Adjacente), mediante a identificagdo dos
mesmos sob microscopio estereoscopico (Olympus SZ40).

Os organismos utilizados em cada réplica foram dispostos em béqueres

contendo 20 mL de agua marinha e as redes foram posicionadas em cadinhos ja
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preenchidos com 10 mL de meio. As réplicas contendo os individuos de cada um
dos estagios foram despejadas em cada uma de suas respectivas redes. Apos,
foi recolhido o conteudo dos cadinhos, o qual foi armazenado em eppendorfs e
novamente fixados com formaldeido a 4 %, para a contabilizagdo dos

organismos que passaram pela rede e para o calculo de quantos ficaram retidos

(Fig. 4).
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Figura 4: Esquema dos procedimentos adotados durante o experimento de avaliacao do
potencial de retengédo do copépodo Acartia tonsa em diferentes malhas de rede. Para a andlise,
quantidades pré estabelecidas de cada um dos estagio de A. tonsa foram identificados sob
microscopio estereoscopio e separados em eppendorfs. 1- As réplicas contendo cada um dos
estagios identificados foram transferidas para béqueres com 20 mL de meio; 2- filtragem do
material de cada uma das réplicas pelas respectivas redes (180, 330 e 500 um) e 3 — Todo o
material que passou e o que ficou retido foram recolhidos e fixados com formaldeido a 4% e
mantidos em eppendorfs para contagem.

Para a avaliagao do potencial de retengdo dos copépodos da espécie A.

fonsa em condigdes de cultivo (organismos vivos), inicialmente foram separados
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135 machos e 135 fémeas adultos dos cultivos estabelecidos no item 2.2.1.3, e
depositados em nove cultivos contendo 1,2 L de meio, sendo 15 copépodos
machos e 15 fémeas em cada cultivo. Estes cultivos foram mantidos durante trés
semanas e tratados da mesma forma que os cultivos ja existentes no laboratério
(Secdo 2.2.1.2.), permitindo que os copépodos pudessem se reproduzir e
apresentar individuos de todos os estagios de desenvolvimento. Apds este
periodo, trés de cada um dos cultivos foram filtrado por uma das malhas, um de
cada vez, fornecendo assim trés réplicas para cada malha de rede. Os
organismos retidos e os que passaram pelas malhas foram depositados em
vidrarias adequadas e posteriormente fixados com formaldeido a 4 % para a
verificacao do estagio e quantificagdo dos mesmos em camara de Bogorov, com
auxilio de um microscépio estereoscopico (Olympus SZ40).

Medidas morfométricas do comprimento do prossoma, largura total,
comprimento total, comprimento total até o final da cerda da furca, foram obtidas
de 450 organismos de cada estagio de desenvolvimento dos copépodes fixados
com auxilio de uma escala micrométrica (x 25 ym) acoplada na ocular do
microscopio estereoscopico (Olympus SZ40). As medidas morfométricas do
estagio CVI foram realizadas sem distingdo de sexo.

Ainda, foram adquridas, para avaliagdo do poro em relagdo a retencao
dos organismos, as medidas das diagonais entre vértices opostos para as redes

de 180, 330 € 500 pm.
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2.2.3. Avaliagdo do volume minimo necessario nas UE utilizadas em
bioensaios com Acartia tonsa

Este experimento foi dividido em duas etapas:

Na primeira etapa foi realizado um experimento de 72 horas, no qual nao
foram utilizados organismos, apenas mediu-se os parametros iniciais e finais de
cada uma das UE (conforme 2.2.1.4.) com auxilio de um multiparametro
(PCSTestr35 + 0,01 pH e + 0,5 °C) e um refratdmetro (Atago S/Mill-E +1 %), e
também foi estimada a taxada de evaporagdo em cada UE, medindo o volume
inicial e o volume final de cada UE utilizando uma proveta graduada. Para isto,
foram realizados seis tratamentos com quatro réplicas, nos quais houve variagao
na quantidade de meio marinho utilizado por UE, sendo parte das UE cobertas por
filme PVC e parte ndo (Tab. 2).

Tabela 2: Tratamentos utilizados para a avaliagao do volume minimo necessario nas UE utilizadas
em bioensaios com Acartia tonsa.

Tratamentos Condi¢des das Unidades experimentais (UE)
Azs UE aberta com 25 mL de meio
Aso UE aberta com 50 mL de meio
A100 UE aberta com 100 mL de meio
F2s UE coberta com 25 mL de meio
Fso UE coberta com 50 mL de meio
Fi100 UE coberta com 100 mL de meio

O experimento foi estatico e sem aeragdo. Diariamente, foi retirado
cuidadosamente sob visualizagdo em microscopio estereoscopico (Olympus
SZ40) utilizando um pipetador automatico (Gilson Neo P1000N 100-1000 pL), um
volume de 1, 2 e 4 mL nas UE com 25, 50 e 100 mL, respectivamente, para
adicionar um volume equivalente de alimento com a concentracdo de 20.000

cel.mL" da diatomacea Conticribra weissflogii (Teixeira et al. 2010).
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Na segunda etapa, foi avaliado se o volume das UE afeta a sobrevivéncia
de Acatrtia tonsa. Para este experimento, 60 copépodos adultos (copepoditos VI,
sem distincdo de sexo) com idade conhecida foram retirados dos cultivos
temporarios de copépodos (Secdo 2.2.1.3.) mediante a utilizagao de pipetas de
boca larga e o estagio em que se encontravam foi verificado sob microscopio
estereoscopico conforme procedimento descrito na secdo 2.2.1.1. Os organismos
foram utilizados em trés tratamentos com quatro réplicas contendo cinco
organismos (ISO 14669 1999) para cada UE (Secado 2.2.1.4.) em volumes pré-
definidos que simularam densidades de estocagem de 1 organismo por 5, 10 ou
20 mL" (Tab. 3). As UE foram cobertas com filme PVC conforme resultados da

primeira etapa deste experimento.

Tabela 3: Tratamentos utilizados para testar a sobrevivéncia no experimento da avaliagdo do
volume minimo necessario nas UE utilizadas em bioensaios com Acartia tonsa.

Tratamentos Densidade de estocagem Volume
Ts 1 organismo. 5 mL" (ISO 14669 1999) 25 mL
T1o 1 organismo. 10 mL"’ 50 mL
T2 1 organismo. 20 mL™" (Lopes 2014) 100 mL

As UE foram posicionadas dentro de uma sala climatizada nas mesmas
condi¢cdes do cultivo descritas na secao 2.2.1.2. Estes experimentos foram
estaticos e sem aeragao (Whale & Battersby 2005) e tiveram duragéo de 72 horas,
ja que apds 48 horas ainda ocorrem mudangas na sobrevivéncia dos organismos
(Lopes 2014). Diariamente, foi retirado cuidadosamente sob visualizacao em
microscoépio estereoscoédpico (Olympus SZ40) utilizando um pipetador automatico
(Gilson Neo P1000N 100-1000 uL), um volume de 1, 2 e 4 mL nas UE com 25, 50
e 100 mL, respectivamente, para adicionar em cada UE um volume equivalente
de alimento com a concentragdo de 20.000 cel.mL' da diatomacea Conticribra

weissflogii (Teixeira et al. 2010), esta microalga foi escolhida para alimentar os
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organismos durante os experimentos porque ja foi demonstrado que existe uma
melhor resposta fisiolégica e uma maior taxa de sobrevivéncia de Acartia tonsa
alimetandas com C. weissflogii que com Isochrysis galbana (Ismar et al. 2008).
Todas as UE eram checadas a cada 24 horas para a contabilizacdo da
sobrevivéncia e da mortalidade (Resgalla & Laitano 2002) sob microscopio
estereoscopico, com comprovacdo da morte apds estimulo fisico, tocando os
organismos cuidadosamente, para n&o causar danos aos mesmos, com a ponta
de uma agulha. Somente foram considerados os testes em que o controle
apresentou no maximo 10 % de mortalidade com 48 horas de exposi¢do (ISO

14669 1999).

2.2.4. Analises estatisticas

Para as aplicagdes das analises estatisticas foi utilizado o programa R
versdo 3.3.1 (2016) (R CORE TEAM 2016) com o aplicativo Rstudio versao
0.99n.903-© 2009-2016.

Para avaliar o potencial de retencdo do copépodo Acartia tonsa em
diferentes malhas de rede foram desenvolvimendos dois modelos lineares
generalizados (General linear model — GLM):

Organismos fixados:

Variavel resposta:

Y= n=numero de copépodos retidos em cada malha de rede do total de n=50 em
cada réplica.

Y é Binomial (n=50, 6), sendo 6 a probabilidade de retidos.
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A funcdo GLM no R usa o modelo “Y~M+EST+M*EST” com func¢ao de ligagao
“logit”
M= malhas de rede (fator em 3 niveis {180 uym; 330 pm; 500 pm})
EST= estagios de desenvolvimento do copépodo Acartia tonsa (fator em 6 niveis:
{ClI, CII, Clll, CIV, CV, CVI}).
M*EST= o efeito da interacdo entre as malhas de rede e os estagios de
desenvolvimento do copépodo A. tonsa.

Para testar quais foram as diferencas entre os fatores analisados utilizou-
se um Teste post-hoc de Tukey através do pacote multcomp (Hothorn et al. 2008).
E para testar as diferencas entre as interagdes entre os fatores analisados utilizou-
se o pacote Ismeans (Lenth 2016).

As tabelas serdo apresentadas com contraste entre os niveis dos fatores
analisados para o post-hoc de Tukey.
Organismos vivos:

Variavel resposta:
Y= n=numero de copépodos retidos em cada malha de rede do total de n=
numero de organismos retidos + os que passaram em cada réplica.
Y é Binomial (n= numero de organismos retidos + os que passaram, 8), sendo 6
a probabilidade de retidos.
A funcdo GLM no R usa o modelo “Y~M+EST+M*EST” com fungao de ligacao
“logit”.
M= malhas de rede (fator em 3 niveis {180 um; 330 um; 500 um}).
EST= estagios de desenvolvimento do copépodo Acartia tonsa (fator em 6 niveis:

{CI; ClI; CllI; CIV; CV; CVI}).
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M*EST= o efeito da interagcdo entre as malhas de rede e os estagios de
desenvolvimento do copépodo A. tonsa.

Para testar quais foram as diferencas entre os fatores analisados utilizou-
se um Teste post-hoc de Tukey através do pacote multcomp (Hothorn et al. 2008).
E para testar as diferencgas entre as interagdes utilizou-se o pacote Ismeans (Lenth
2016).

As tabelas serdo apresentadas com contraste entre os niveis dos fatores
analisados para o post-hoc de Tukey

Para testar a sobrevivéncia no experimento da avaliagdo do volume
minimo necessario nas UE utilizadas em bioensaios com Acartia tonsa foram
desenvolvidos modelos GLM separadamente em cada observagao final de 24, 48
e 72 horas :
Variavel resposta:
Y= n=numero de sobreviventes do total do total de n=5 na UE.
Y é Binomial (n=5, 6), sendo 6 a probabilidade de sobreviventes.
A funcdo GLM no R usa o modelo “Y~D” com funcgéo de ligagao “logit”.
D= densidade de estocagem (fator em 3 niveis: {D1, D2, D3}).
D1= Ts; D2= T10; D3= T20
Foi também utilizada a fungao logit-inversa para calcular a probabilidade

estimada de um dado fator analisado para alguma diferenga entre dois fatores
analisados referida no Teste post-hoc de Tukey através do pacote multcomp
(Hothorn et al. 2008), assim para adquirir esses valores este teste foi aplicado para

todos os experimentos supracitados. Os valores resultantes da funcao /ogit-
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inversa foram multiplicados por 100% para adquirir a percentagem da
probabilidade estimada do fator analisado, sendo a fung&o logit-inversa :
alogit<- function(x)
{p<- 1/(1+exp(-x))
p}

Por exemplo: Para o experimento testando a sobrevivéncia na avaliagao
do volume minimo necessario nas UE utilizadas em bioensaios com Acartia tonsa,
quando relacionados os tratamentos T1o e T20, a probabilidade de sobrevivéncia
de 50% adquirida para T20— T1o0 seria a p(T20)= 0,5, ou seja, a probabilidade de
sobrevivéncia no tratamento T20. A probabilidade de sobrevivéncia para T10 é dada
como p(T10)= 1-p(T20)= 0,5, ou de 50%. Outro exemplo: Uma probabilidade de
sobrevivéncia de 65% adquirida para T2-Ts, € p(T20)=0,65, ou seja, a
probabilidade de sobreviventes no tratamento T2o. Para obter a probabilidade de
sobrevivéncia p(Ts) basta realizar p(Ts)= 1-p(T20)=0,35, ou 35%.

Para avaliar o volume minimo necessario nas UE, para os dados obtidos
dos parametros fisico-quimicos foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn utilizando os pacotes PMCMR (Pohlert 2014) e
dunn.test (Dinno 2016).

As diferengas foram consideradas significantes quando o p-valor
calculado foi menor que 0,05.

Os scripts dos modelos do GLM realizados no programa R: para um
dos experimento avaliando o potencial de retengéo do copépodo Acartia tonsa
em diferentes malhas de rede com organismos fixados esta disponivel no

apéndice |, o outro experimento, com organismos vivos, segue 0 mesmo scripts,
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apenas mudando a base de dados; para o experimento avaliando se o volume
das UE afeta a sobrevivéncia de Acartia tonsa, esta disponivel no apéndice Il; e
enfim para o experimento avaliando o volume minimo necessario nas UE, onde
os testes nao-paramétrico foram realizado esta disponivel no apéndice Ill. Para
abrir as planilhas de dados desenvolvidos no Microsoft Excel (2016) foi utilizado

o pacote readxl (Wickham 2016).

2.3. Resultados
2.3.1. Avaliacao do potencial de retengcdo do copépodo Acartia tonsa em
diferentes malhas de rede

Durante esta dissertacdo foram realizados ao todo trés experimentos
avaliando o potencial de retencdo do copépodo Acartia tonsa em diferentes
malhas de redes, um para organismos fixados e dois para organismos vivos,
entretanto um dos experimentos dos organismos vivos foi desconsiderado
devido a erros metodoldgicos durante a execugdo do mesmo.

Com relagcédo a capacidade de retengcdo de organismos vivos, em duas
réplicas dos cultivos ndo foram encontrados nenhum copépodo no estagio de Cl,
sendo um cultivo de uma das réplicas preparada para a filtragem na malha de
180 pm e outra para a de 330 um. Devido a isto estas réplicas nao foram
computadas para estes estagios para estas redes.

De uma maneira geral a malha de rede de 180 um exibiu os maiores
resultados de retengdo para todos os estagios de desenvolvimento do copépodo

Acartia tonsa, sejam eles vivos ou fixados quando comparadas as outras duas
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malhas. Na malha de 180 pym todos os estagios de copepoditos, vivos e fixados,
ficaram retidos (Fig. 5).

A malha de rede de 330 um, por sua vez apresentou uma retengdo media
dos estagios vivos de Cl de 0%, Cll de 37%, Clll de 33%, CIV de 69%, CV de
79% e CVI de 97%. J4, para os organismos fixados, a malha de rede de 330 ym
reteve 5% de copépodos em Cl, 15% em CIl, 77% em CIll, 74% em CIV, 99%
em CV e 100% em CVI (Fig. 5).

A rede de 500 um mostrou a menor retengao de copépodos, comparados
com as outras redes retendo 20%, 0%, 22%, 10%, 3% e 21% de CI, ClII, CIII,
CIV, CV e CVI quando vivos e 1%, 0%, 2%, 1%, 25% e 22% quando fixados,

respectivamente (Fig. 5).

Copépodos Acartia tonsa retidos (%)
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Figura 5: Percentual de retengdo de cada um dos estagios de copepodito de Acartia tonsa nas
malhas de 180, 330 e 500 yum sendo em A o experimento com copépodos vivos e B o
experimento utilizando copépodos fixados. As barras representam a semi amplitude do intervalo
de confianga de 95 % de acordo com os erros padrdes. Onde: Cl = copepodito 1; Cll =
copepodito 2; ClIl = copepodito 3; CIV = copepodito 4; CV = copepodito 5 e CVI = copepodito
6.
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Analisando os resultados GLM (Apéndice IV) do experimento da avaliagao
do potencial de retencdo de A. fonsa enquanto vivas, os estagios de
desenvolvimentos de copepodito ClI, CllI, CIV, CV e CVI apresentaram diferenca
significativas (p<0,05) de retencao entre as malhas de rede 180 ym e 500 ym,
com a probabilidade de ser retido na malha de 180 pym de 97%, 95%, 98%, 99%
e 99% em relagcdo a de 500 um, respectivamente. Copepoditos CV e CVI
apontaram diferengas significativas (p<0,05) de retencdo entre as malhas de
rede 180 um e 330 um e com as chances dos estagios de copepoditos serem
retidos na de 180 ym em relagédo a malha de 330 um de 94% e 96%, nesta
devida ordem, enquanto CIV, CV e CVI apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) entre as malhas de 330 um e 500 ym, com a probabilidade de retencao
da malha de 330 ym quando comparada com a de 500 pm foi de 91% para CIV,
97% para CV e de 97% para CVI.

Quanto aos resultados da analise GLM do potencial de retencdo de
estagios fixados de A. fonsa em diferentes malhas de rede, os estagios Cl, ClI,
Clll, CIV, CV e CVI apresentaram diferenga significativa (p<0,05) na retencao
entre as malhas de 180 ym e 500 ym, sendo que a malha de rede 180 um
apresentou uma probabilidade de retencdo dos organismos de 100%, 100%,
100%, 100% 99% e 99% em relagéo a de 500 um.

Ainda foi verificado que os estagios ClI, ClI, Clll e CIV indicaram diferenca
significativa (p<0,05) entre as malhas de rede 180 um e 330 ym, com uma
chance dos copépodos serem retidos de 100% para Cl e CIl, 94% para Clll e
95% para CIV. As malhas de 330 ym e 500 pm apresentaram diferenca

significativa (p<0,05) entre si nos estagios de desenvolvimento ClII, Clll, CIV, CV
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e CVI, com probabilidade de retencao dos copépodos na de 330 um em relacéo
a 500 uym nos estagios de ClI, Clll, CIV, CV e CVI de 91%, 99%, 99% 99% e
99%, respectivamente.

Ao todo 2.700 copépodos utilizados nos experimentos de retencao foram
medidos, mas nao foi observado nenhum padrao entre as medidas e retencgao
nas diferentes malhas de rede, por isso os mesmos nao foram analisados. Os
valores medidos encontram-se no Apéndice V.

No apéndice VI encontram-se as medidas morfométricas dos organismos
que passaram pelas redes.

Os poros das redes de 180, 330 e 500 ym apresentaram as seguintes
medidas das diagonais entre veértices opostos: 200, 410 e 800 pm,

respectivamente.

2.3.2. Avaliagdo do volume minimo necessdrio nas UE utilizadas em
bioensaios com Acartia tonsa

Para a avaliagdo do volume minimo necessario nas UE utilizandas em
bioensaios com Acartia tonsa também foram realizados ao todo 13 experimentos,
sendo que 11 experimentos avaliando a sobrevivéncia dos organismos nos
diferentes tratamentos foram descartados devido a alta mortalidade (maior que
10%).

Considerando-se os valores médios finais dos parametros fisico-quimicos
dos meios utilizados nas UE neste teste (Tab. 4) constatou-se que o tratamento
com 100mL fechado foi 0 que mais se manteve estavel, sem maiores alteragdes,

sendo que o tratamento aberto com 25 mL teve seu meio totalmente evaporado.
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Tabela 4: Valores médios e os desvios padrdes finais dos parametros analisados durante o
experimento avaliagdo do volume minimo necessario nas UE utilizadas em bioensaios com Acartia
tonsa : potencial de hidrogénio (pH), salinidade e percentagem de evaporagao (%). “NA” indica
nao aplicavel. Os tratamentos utilizados: Azs- UE aberta com 25 mL de meio; Aso — UE aberta
com 50 mL de meio; A100 - UE aberta com 100 mL de meio; F25- UE coberta com 25 mL de meio;
Fs0- UE coberta com 50 mL de meio e F1o0 - UE coberta com 100 mL de meio.

Valor médio
Tratamentos pH Salinidade Evaporacao (%)
Parametros iniciais 8,3 30,0 NA
Parametros finais
A2 Evaporou Evaporou Evaporou
A 50 8,29 + 0,02 85,33 £ 25,40 68,00 + 15,50
A1oo 8,15+ 0,09 45,75+ 2,50 31,25+ 2,50
F 25 8,19+ 0,04 32,50+ 0,57 6,00+ 2,30
F 50 8,21+ 0,02 32,50+ 0,57 450+ 1,15
F1o00 8,16 + 0,03 30,00+ 0,09 2,00+ 0,00

Segundo a analise estatistica, foi verificada diferencga significativa (p<0,05)
para os parametros salinidade e evaporacdo entre o tratamento Aso € 0s
tratamentos F2s5, Fso e F1o00 € entre os tratamentos A1oo € F100. Ja para o pH foi
observada diferencga significativa (p<0,05) entre o tratamento Aso e os tratamentos
A100, F25 € F100 (Tab. 5). Como o tratamento Azs teve seu meio em todas as UE
totalmente evaporado nao foi possivel realizar a analise estatistica para este

tratamento.
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Tabela 5: Resultado da andlise estatistica Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn do
experimento avaliagdo do volume minimo necessario nas UE utilizadas em bioensaios com Acartia
tonsa e X? = Qui-quadrado resultante do teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn.
Os tratamentos utilizados: A2s- UE aberta com 25 mL de meio; Aso — UE aberta com 50 mL de
meio; A1oo - UE aberta com 100 mL de meio; F2s- UE coberta com 25 mL de meio; Fso- UE coberta
com 50 mL de meio e Fio0 - UE coberta com 100 mL de meio. “ns” indica ndo significante,””
indica significancia ao nivel de 0,05 e “**” ao nivel de 0,01. “-“ indica que nao foi possivel realizar
a analise devido a falta da medigéo dos paradmetros, ja que houve a evaporagéo de todo o meio
no tratamento Azs.

Salinidade pH Evaporacao %
X2= 27,17 X2=17,26 X2=21,8
Variaveis
p-valor p-valor p-valor

Azs— Aso - - -
Azs— A100 - - -
Azs—Fas - - -
Azs—Fso - - -
Azs5— F100 - - -
Aso— A100 ns 0,002** ns
Aso— Fas 0,007** 0,020* 0,011~
Aso— Fso 0,009** ns 0,006**
Aso— F1o00 <0,001** 0,004** <0,001**
A100— F25 ns ns ns
A100 — Fso ns ns ns
A100— F100 0,002** ns 0,002**
F25 — Fso ns ns ns
F25— F100 ns ns ns
Fs0— F1o0 ns ns ns

Quando analisamos os resultados do experimento sobre a sobrevivéncia
de Acartia tonsa nos diferentes volumes avaliados observa-se que o tratamento
Tsapresentou 90%, 80% e 70% de sobrevivéncia média em 24 horas, 48 horas e
72 horas, respectivamente (Fig. 6). Os demais tratamentos, Tio e Too,

apresentaram 100% de sobrevivéncia durante todo o experimento.
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Figura 6: Sobrevivéncia média (%) do copépodo Acartia tonsa durante o experimento da
avaliagdo do volume minimo necessario nas UE utilizadas em bioensaios com A. fonsa. Onde: Ts
=1 organismo. 5 mL-"(25 mL); T10 =1 organismo. 10 mL-'(50 mL) e T20= 1 organismo. 20 mL"!
(100 mL). As barras representam a semi amplitude do intervalo de confianga de 95 % de acordo

com os erros padroes.

Apesar de ndo serem detectadas diferengas significativas (p<0,05) a
analise GLM sempre demonstrou uma probabilidade de sobrevivéncia 50%

superior quando os tratamentos T10 e T20 sdo comparados com o Ts (Tab. 6).

Tabela 6: Valores de significancia (p-valor) e a percentagem dos valores da probabilidade
estimada (P) de um dado tratamento analisado para alguma diferenga entre dois tratamentos
analisados referida no Teste post-hoc de Tukey, o qual seguiu, a analise do modelo linear
generalizado (GLM), do experimento da avaliagdo do volume minimo necessario nas UE utilizadas
em bioensaios com Acartia tonsa. A GLM demonstrou os efeitos das interagbes (-) entre os
diferentes tratamentos (D) sobre a sobrevivéncia dos organismos (Y) em 24 horas, 48 horas e
72 horas. “ns” indica ndo significante. Y é Binomial (n=5, 08), sendo 8 a probabilidade de
sobreviventes. O modelo da fungdo GLM foi “Y~D” com fungéo de ligagao “logit’. D= densidade
de estocagem (fator em 3 niveis: {D1, D2, D3}). D1= Ts; D2= T10; D3= T20

Tempo Tratamentos p-valor P
T10-Ts ns 62%
24 horas T20-Ts ns 62%
T20-T1o ns 50%
T10-Ts ns 1%
48 horas T20-Ts ns 71%
T20-T1o ns 50%
T10-Ts ns 77%
72 horas T20-Ts ns 77%

T20-T1o ns 50%

Ts
T,
Ta
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2.4, Discussao
2.4.1. Avaliagao do potencial de retengdo do copépodo Acartia tonsa em
diferentes malhas de rede.

Desde que a UNESCO recomentou o uso de uma malha de rede de 200
pUm para a coleta do mesozooplancton (UNESCO 1968), € bem fundamentado
em estudos de ecologia de mesozooplancton que uma malha de 200 ou menor
sera capaz de coletar todos os estagios de copepodito de Acartia tonsa
(Sameoto et al. 2000, Calbet et al. 2001, Favareto et al. 2009, Muxagata et al.
2012, Agostini et al. 2016, Teixeira-Amaral et al. 2017 ), sendo nenhum tamanho
de malha capaz de selecionar um unico e especifico estagio de desenvolvimento
(Vannucci 1968).

A malha de 63 pym proposta pela EPA (1976), nao foi considerada nos
testes pois é reconhecida como sendo capaz de reter ovos de A. fonsa que
possuem entre 70 a 80 um (Marcus & Wilcox 2007) e portanto seria capaz de
reter de nauplios a adultos.

Os resultados da retencdo média e da probabilidade de retencédo na malha
de rede de 180 um em relagao as outras malhas de redes, para todos os estagios
de desenvolvimento no experimento com copépodos vivos se mostraram bem
similares com o experimento de copépodos fixados. Foi possivel observar que a
malha de rede de 180 pm reteve 100% de todos os estagios de
desenvolvimentos de copepoditos. Além disso, a mesma malha de rede
apresentou as maiores percentagens de retencao, sugerindo que a informagéao

contida na EPA (1976) e na ISO 14669 (1999) de se utilizar redes finas (i.e >180
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Mm) para separacao dos adultos e copepoditos mais velhos dos estagios
imaturos ndo € apropriada e que pode levar a resultados equivocados.

A malha de rede de 180 ym, quando simulou a filtragem dos organismos
fixados, apresentou diferencas significativas entre a malha de rede de 330 um e
de 500 pym, apresentando os maiores valores de retengdo média e de
probabilidade de retencdo em relagao a estas duas malhas de redes para todos
os estagios de desenvolvimento. Ainda, esta malha apresentou a mesma
probabilidade de reten¢éo de todos os estagios de copepoditos, um relacionado
com o outro. Para os organismos vivos os resultados se mostraram bem
similares.

Um estudo, buscando entender a influéncia da abertura de malha de rede
na retencdo de quatro espécies de copépodos, Calanus spp, Pseudocalanus
minutus Krgyer 1845, Paracalanus parvus Claus 1863 e Temora longicornis
Muller 1785, encontrou que para uma malha de rede com tamanho de 75% da
largura do copépodo, a mesma retera o equivalente a 95% dos organismos
desse tamanho (Nichols & Thompson 1991). No presente estudo o copepodito |
de A. fonsa apresentou uma média de largura do prossoma de aproximadamente
140 ym (Apéndice V) e se considerarmos esta capacidade de retengcao uma
malha de 106 um deveria reter quase a maioria dos copepoditos neste estagio.
Entretanto neste experimento 100% dos organismos neste estagio de
desenvolvimento foram retidos pela malha de 180 um (Fig. 7). Desta forma,
pode-se inferir que uma rede de 106 um nao reteria apenas 95% dos copepoditos

Cl, mas sim 100% dos mesmos e com base nos resultados deste experimento
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uma rede menor que 180 pm também deveria capturar todos os demais estagios

de copepodito.

/ Estagios de desenvolvimento do copépodo Acartia tonsa I
180m

b
Foto: Muxagata
& Williams

Foto: Sénia Kaminski

K Foto: Sonia Kaminski

Figura 7: Foto indicando o tamanho relativo dos diferentes estagios de Acartia tonsa em
relacdo a uma malha de rede 180 pym.

Contudo, quando analisamos os experimentos com as demais malhas
para os organismos vivos, os resultados estatisticos se mostraram diferentes do
experimento com copépodos fixados. Os primeiros estagios de desenvolvimento
foram os que menos apareceram nos cultivos de uma maneira geral. O estagio
de Cl em algumas das réplicas estabelecidas para a malha de rede 180 ym nem
ocorreu. Ja os estagios mais avangados como CV e CVI ocorreram em valores
bem maiores. Devido a esta desproporcionalidade dos estagios o modelo
estatistico é incapaz de modelar os efeitos desejados.

Quando os resultados dos organismos vivos retidos na malha de 330 pm

e 500 pym foram comparados com os dos organismos fixados, existiu sempre
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uma maior retengdo de copépodos onde os organismos estavam fixados,
sugerindo que os organismos quando estdo vivos tem uma pequena capacidade
de passarem pela rede, pois eles podem se movimentar e talvez até forcar a
passagem através dos poros, mas esta percentagem é bem pequena como foi
demonstrada através do experimento. Vannucci (1968) reportou que organismos
com uma largura de 350 ym eram retidos em laboratério por uma malha de rede
de 400 ym quando fixados, porém os mesmos quando vivos eram capazes de
escapar por uma rede de 330 ym, sendo necessario uma malha de rede de 200
Mm para reté-los. O autor acredita que quando eles estao vivos seus apéndices
sao mais flexiveis, permitindo que o seu corpo passe através da rede de 330 um
mas nao de 200 uym. Entretanto apds a fixacdo com formaldeido, seus apéndices
se tornaram rigidos e estendidos, impossibilitando a passagem dos mesmos
pelos poros. Além disso, existe uma flexibilidade do abdémen do copépodo, a
qual pode ajudar os mesmos a escaparem (Heron 1968).

Segundo Skjoldal et al. (2013) 50% dos organismos podem escapar pela
rede com uma largura igual ao do tamanho do poro da malha. Os estagios de
ClV, CV e CVI medidos neste trabalho apresentaram uma largura média de
aproximadamente 180, 230 e 250 uym, nesta devida ordem, ou seja, sdo menores
que o tamanho do poro de 330 um. Além disso, a retengcao dos pequenos
organismos aumenta com a redugao do tamanho do poro da malha de rede
(Boltovskoy 1981), entretanto quanto menor o tamanho do poro da malha, menor
sera a eficiéncia de filtragem (Smith et al.1968). Existem diversos fatores e

problemas relacionados com a eficiéncia de filtragem (Wiborg 1948), como o
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entupimento da rede pelos copépodos, que se prendem aos poros diminuindo a
area de filtragdo (Gibbons 1939, Wiborg 1948),

Segundo Tranter & Smith (1968), teoricamente uma rede de 100 ym se
colmata 30 vezes mais rapido que uma rede de 550 um. O maior inconveniente
do fenbmeno da colmatagdao e o mais importante também, é que a rede nao
trabalhara mais como uma superficie filtrante e comeca a trabalhar como um
corpo solido e ira modificar a composi¢ao da amostra obtida, consequentemente
deturpando os resultados (Boltovskoy 1981). Isto também demonstra que a rede
de 180 um, além de ter a capacidade de reter todos os estagios filtrara com
menos eficiéncia que as malhas de 330 ym e 500 um.

Ainda, Vannucci (1968) observou que o tamanho, o formato e o
comportamento de um organismo zooplanctdnico irdo também influenciar na sua
passagem pelo poro da rede, podendo assim facilitar essa passagem ou
dificultar. Organismos providos de apéndices, com uma superficie grosseira e
aspera terdo sua passagem dificultada pelo poro (Vannucci 1968). Ja foi
reconhecido que o escape dos organismos através da malha de rede é também
pelo excesso da pressao de filtracdo, a qual provoca a extrusao dos mesmos
(Sameoto et al. 2000).

A técnica de utilizar uma malha de rede para separar os estagios de
desenvolvimento de interesse € comumente usada em bioensaios quando se
utiliza copépodos (EPA 1976, ISO 14669 1999, Marcus & Wilcox 2007, Camus &
Zeng 2009, Cassiano 2009, Almeda et al. 2013, Baetens 2014). Ha autores que
sugerem redes de tamanhos até menores ou muito proximas a 180 ym para a

retencdo somente de organismos adultos de Acartia tonsa, como Almeda et al.
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(2013), que utilizaram uma malha de rede de 150 ym para este fim. Entretanto,
a separagdo apenas através da utilizacao de redes, como aqui demonstrado,
nao separaram ou isolaram apenas um estagio de desenvolvimento, ou seja,
todas as malhas de redes testadas demonstraram a capacidade de reter todos
os estagios de desenvolvimento de A.tonsa, umas em maior percentagem em
relagao a outras.

Muitos outros autores utilizaram diferentes tamanhos de malhas de redes
para separar adultos de nauplios de Acartia spp (Marcus & Wilcox 2007, Camus
& Zeng 2009, Baetens 2014), entretanto nestes casos a separacao seria dos
estagios naupliares e para este fim este método é adequado. Em um estudo
realizado por Cassiano (2009) com Pseudodiaptomus pelagicus Herrick 1884, foi
utilizada uma malha de 200 um para separar somente copepoditos CVI. Machos
e fémeas dessa espécie tem aproximadamente 669 pm e 785 um de
comprimento de prossoma, respectivamente (Ohs et al. 2010). E como ja foi
abordado neste estudo, dificilmente uma malha de rede iria isolar somente um
estagio de desenvolvimento, da mesma forma, Omori & lkeda (1984) e Mauchline
(1998) reportaram que uma mesma rede nao ira coletar copépodos adultos e
copepoditos com a mesma eficiéncia, e uma malha de rede que tenha como alvo
de coleta somente organismos adultos ira possivelmente coletar nauplios,
mesmo que em menor quantidade. Existem ainda fatores relacionados a biologia
dos organismos que propiciam que existam varios estagios se sobrepondo em
um mesmo cultivo, tornando a selegado de um unico estagio de desenvolvimento
pela malha de rede mais dificil ainda. Por exemplo, as fémeas em cultivos

controlados, com alimentacido a base de Conticribra weissflogii com uma
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concentragdo de aproximadamente 20.000 cel.mL"', estdo sempre se
reproduzindo, com uma produgéo média de 28 ovos. fémea.dia' (Teixeira et al.
2010), a maior parte dos ovos eclodem em nauplios em média apés 48 horas em
25 °C (Marcus & Wilcox 2007), assim os ovos de diferentes dias e diferentes
fémeas irdo se misturar no cultivo e eclodirem em tempo diferentes.

Esta técnica de filtragem por uma malha de tamanho especifico pode ser
utilizada como uma estratégia para a concentragao de um determinado estagio
de interesse, mas nao deve ser considerada uma maneira segura de adquirir
somente um estagio de desenvolvimento do copépodo. Sendo assim, a
separacdo para o bioensaio deve ser feita através de visualizacdo em
microscopio estereoscopico, para assegurar que o estagio em que se encontra
0 copépodo é aquele de interesse para realizagdo dos testes (Lopes 2014,
Agostini et al. 2016), evitando assim variagdes nos resultados devido ao estagio
dos individuos utilizados. Por exemplo, a rede de 330 ym reteve uma maior
média principalmente dos estagios de copepodito CIV, CV e CVI, tanto no
experimento com organismos fixados como no de organismos vivos, enquanto a
rede de 500 pm reteve uma percentagem muito baixa de todos os estagios.
Desta maneira, uma rede de tamanho de malha intermediario entre 330 e 500
Mm poderia ajudar a reter uma maior percentagem dos estagios mais avangados,
com uma retencdo menor dos primeiros estagios, facilitando assim a separagao
do estagio almejado.

O estagio de desenvolvimento no qual os organismos se encontram
influencia na sua sensibilidade, sendo os primeiros estagios mais sensiveis que

os adultos de Acartia tonsa (Medina et al. 2002, Baetens 2014) e Daphnia
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magna Stratus 1829 (Bodar et al. 1989, Hoang & Klaine 2007). Além disso ja foi
comprovada uma maior tolerdncia de fémeas em relacdo a machos a
contaminantes (Di Pinto et al. 1993, Carman & Todaro 1996, Medina et al. 2002,
Avila et al. 2010), existindo a necessidade de apés a identificagdo dos adultos,
também realizar a identificacdo dos sexos. Assim, se a técnica de utilizar uma
rede de 180 um para a separagado somente de organismos adultos de A. tonsa
conforme sugerida pelo ISO 14669 (1999) for aplicada em um bioensaio, sem
confirmagdo visual dos estagios por Vvisualizagdo em microscépios
estereoscopicos este teste podera ter sua confiabilidade diminuida e
questionada.

De uma maneira geral a probabilidade de retencdo na malha de rede de
180 um sempre foi maior em relagdo as outras malhas, seguida pela malha de
330 e 500 um, respectivamente. A média da retengcao também sempre foi maior
para todos os estagios de desenvolvimento na malha de rede de 180 um,
seguida pela malha de rede 330 ym e com a malha de rede de 500 ym retendo
a menor porcentagem de todos os estagios de desenvolvimento. Quando
avaliamos as medidas das diagonais entre vértices opostos dos poros das redes
utilizadas neste trabalho, aparentemente, observando o resultado de 100% de
retencao de todos os estagios de copepodito na malha de rede de 180 um o fato
da diagonal do poro ser maior que a largura do organismo no estagio de Cl a

CIV (Apéndice V), nao influenciou na retencdo do mesmo.
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2.4.2. Avaliagdo do volume minimo necessario nas UE utilizadas em
bioensaios com Acartia tonsa

Tanto o protocolo da EPA (1976) quanto o da ISO 14669 (1999) nao
especificam o volume a ser utilizado nos testes, porém ambos deixam implicito
que o mesmo seria de 20 - 25 mL por UE, pois a EPA sugere o uso de
1 org. 2mL-!, com um minimo de 10 copépodos enquanto a ISO sugere o uso de
cinco organismos por réplica e que cada UE tenha como densidade maxima
1 org.5 mL"'. Estes volumes se mostraram totalmente inapropriados, pois na
primeira etapa deste experimento, uma UE contendo 25 mL evaporou
completamente apdés as 72 horas de duragdao do teste em condigbes de UE
abertas. Ja em condi¢cdes cobertas foi o tratamento que apresentou a maior
porcentagem de evaporacgao em relagao aos tratamentos fechados.

O problema relacionado ao efeito da evaporagdo em bioensaios ja foi
relatado antes (EPA 1976; 2009, ISO 14669 1999), o qual é resolvido ao cobrir as
UE e aumentar o meio utilizado (100 mL), como foi demonstrado. Neste trabalho,
os resultados obtidos se mostraram compativeis aos problemas ja relatados sobre
a evaporagdo. O tratamento A2s e Asp foram os que demonstraram uma forte
influéncia da evaporagcdo em relacdo os cobertos, com o tratamento Azs
alcangando 100% de evaporagéo.

A EPA (2009), em seu protocolo para testes com o misideo Americamysis
bahia Molenock 1969, aborda sobre a necessidade de cobrir as UE devido ao
aumento da evaporacao e consequentemente o aumento da salinidade, a qual
pode exceder 100 se as mesmas nao estiverem cobertas, e isto dependera

também do volume utilizado nas UE. Este efeito da evaporacéo devido ao volume
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utilizado, como o aumento da salinidade, foi também observado neste
experimento, onde as UE abertas apresentaram um aumento consideravel de
salinidade. Quando o tratamento Aso foi comparado com os tratamentos
fechados, houve diferenga significativa em todos os parametros medidos. Ja o
tratamento A100 ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos F2s e Fso, mas sim
do F100 ou seja, das UE com menores volumes. Desta forma, nota-se que a
quantidade de volume utilizado nas UE é importante nos bioensaios, para o
controle dos parametros fisico-quimicos.

O copépodo Acartia tonsa tolera grandes mudangas (Lance 1963, Cervetto
1987) e variagdes instantaneas de salinidade no ambiente, entretanto essas
variagdes ndo podem ultrapassar 10 pontos de salinidade em relacdo a agua
original para ndo causar danos aos organismos (Cervetto et al. 1999). Assim,
mesmo que neste experimento ndao se tenha utilizado copépodos para a
verificacdo da sua sobrevivéncia em relacdo ao aumento da salinidade devido a
evaporagao, pode-se inferir que os tratamentos abertos (A2s e Asp), 0s quais
exibiram uma variagao drastica na salinidade (com o tratamento A2s apresentando
total evaporagdo do meio comparado com os outros tratamento), irdo aumentar a
possibilidade da mortalidade dos individuos e também interpretacdes erroneas
nos experimentos de toxicidade, podendo inviabilizar os testes. Lance (1963)
demonstrou que mudangas na salinidade podem afetar negativamente a
sobrevivéncia de A. fonsa. Assim, mudangas significantes neste fator abidtico
podem ocasionar problemas nos resultados dos testes (Rand 1995), pois os
organismos possivelmente estardo sendo influenciados por alteragdes desse

parametro fisico-quimico e ndo somente pelo efeito do toxicante.
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Deve-se enfatizar, também que, alteragdes nos parametros fisico-
quimicos, nao so irao influenciar na sensibilidade dos organismos, como também
na biodisponibilidade de alguns contaminantes como os metais e também em
relagdo a sua toxicidade para os organismos aquatico (Di Toro et al. 2001), pois
sabe-se que as concentragdes de metal ibnico livres sdo reduzidas em ambientes
com altas salinidades em comparagao com baixas salinidades, por causa do
aumento da presencga de anios complexantes (Sadiq 1989, Hall & Anderson 1995).

Ainda, em relag&o a qual tipo de cobertura a ser utilizada, alguns trabalhos
nao chegam a um consenso, existe a sugestao do uso de pratos de vidro ou folhas
de plastico pela EPA (1976; 2009) e a ISO 14669 (1999) nao especifica o material
usado. Neste experimento filme de PVC foi utilizado como cobertura das UE, o
qual se mostrou eficaz no controle da evaporagdo, entretanto o efeito da
evaporagao pode ser reduzido, mas nao totalmente eliminado como foi reportado
por Ryan (2012) e comprovado aqui através do tratamento F1o0, 0 qual apresentou
uma taxa de evaporagéo de 2% e nenhuma variagado na salinidade das UE em
relacdo a agua inicial.

Os efeitos adversos devido a alta densidade de estocagem em cultivos de
copépodos ja foram reportados por muitos estudos (Walker 1979, Kahan et al.
1988, Lazzaretto et al. 1990, Miralto et al. 1996, Sibly et al. 2000, Lee & Park
2005). Dentre os problemas encontrados por meio de cultivos em altas
densidades pode-se citar: o estresse devido ao canibalismo (Gergs et al. 2014),
a escassez de alimentos e contato fisico, restricdo de nutrientes, fome, declinio
da qualidade da agua (Lee et al. 2012), o efeito parede, ou seja, o efeito do

enclausuramento (Dur et al. 2011), reducdo na aptidao fisica, aumento da
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mortalidade, diminuicdo na taxa de crescimento e diminuigdo na fecundidade
(Gergs et al. 2014).

Assim para o bioensaio propriamente dito, da segunda etapa, somente foi
investigada a sobrevivéncia média dos organismos em diferentes densidades de
estocagem. Entretanto os resultados ndo demonstraram nenhuma diferenga
significativa na mortalidade desses organismos, nos diferentes tratamentos
testados durante as 72 horas. Assim, como o presente estudo, Medina & Barata
(2004) e Jepsen et al. (2007), testando uma densidade de estocagem de
1 org. 0,56 -2 mL"e 1 org. 1,7 - 20 mL™", respectivamente, também n&o
encontraram nenhuma ligagao entre a mortalidade e a densidade de estocagem
para Acartia tonsa, durante 26 dias de experimento. Entretanto, Camus & Zeng
(2009) demonstraram que apds um periodo de 12 dias a sobrevivéncia de Acartia
sinjensis Mori 1940 foi maior no cultivo com uma densidade de estocagem de
1 org. 8 mL' quando comparado com as densidades de 1 org. 0,5, 1, 2 e
4 mL'. Diferente deste trabalho, Medina & Barata (2004), Jepsen et al. (2007)
e Camus & Zeng (2009) utilizaram volumes bem maiores em seus estudos,
como, 1L, 60 L e 1L, respectivamente. E como foi desmontrado neste
experimento, volumes maiores irdo ter menores variagdes em seus parametros
fisico-quimicos, mantendo melhor a qualidade da agua e nao afetando os
resultados dos experimentos.

No entanto, quando se observa a sobrevivéncia média de Acartia tonsa,
nota-se uma mortalidade gradual no tratamento Ts ao longo do tempo. Ao final
dos experimentos os tratamentos T1oe T20, demonstraram uma probabilidade de

sobrevivéncia de 77% em relagdo ao tratamento Ts. Alajmi et al. (2015)
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exprimem que copépodos Calanoida requerem multiplas geragbdes de cultivo
para atingirem todo seu potencial de se ajustarem a diferentes ambientes de
cultivos. Os copépodos aqui utilizados podem também estar se ajustando ao
ambiente de cultivo, ja que estes copepodos estdo sendo cultivados ha quatro
meses no laboratdrio de zooplancton e o ciclo médio de vida para esta espécies
€ de 26 dias (Strattrup et al. 1986).

A maior tolerancia dos copépodos cultivados a cultivos em altas
densidades encontrados por Alajmi et al. (2015) e tanto quanto os resultados
aqui apontados, demonstram um problema, ja que no ambiente natural as
densidades desses organismos s&do bem menores (Shahidul & Tanaka 2007).
Acartia tonsa, por exemplo, € um copépodo holoplanctdnico encontrado em
diversos estuarios do hemisfério norte onde densidades de 8.571 org.m=,
(~1 org. 117 mL") e 19.000 org.m= (~ 1 org. 52 mL"") foram reportadas em
estuarios nos Estados Unidos (Lee & McAlice 1979, Mallin 1991),
13.000 org.m™3, (~ 1 org. 77 mL") 2.578 org.m3, (~ 1 0rg.387 mL-') em estuarios
da Europa (Barreta & Malschaert 1988, Marques et al. 2006). Ja no hemisfério
sul a mesma espécie atinge densidades maximas de 1.601 org.m= (~ 1 org.624
mL-") na regido amazénica (Magalhaes et al. 2009), 1.993 org.m -3(~ 1 org.50 mL"
) no Saco dos Limbes em Santa Catarina (Resgalla 2001), 43.460 org.m= (~1
org.22 mL") no estuario da Lagoa dos Patos (Muxagata et al. 2012) e 17.600
org. m3(~ 1 org.57 mL™") no estuario do Rio de la Plata, na Argentina (Marrari et
al. 2004). Sendo facil reconhecer que suas maiores densidades sao reportadas

em estuarios onde dificilmente atingem densidades proximas a 1 org.20mL™".
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Portanto, utilizar em um teste uma espécie adaptada ao cultivo,
provavelmente ira demonstrar respostas diferentes a de um copépodo que vive no
ambiente e que esta adaptado a uma densidade muito inferior a 1 org. 5 ou
2 mL-'e de repente se depara com uma condigdo totalmente diferente da qual ele
vive. Segundo Mauchline (1998), os resultados obtidos de -cultivos de
laboratérios podem ser afetados por condigbes favoraveis, como fornecimento
de alimento e condi¢des estaveis.

Logo, deve-se tomar em consideragcdo que os testes de toxicidade sao
utilizados para predizerem possiveis efeitos toxicos dos contaminantes no
ambiente (Costa et al. 2008), assim o uso de copépodos de cultivos em altas
densidades e por longos periodos em testes de toxicidade, podem estar

mascarando o que esta ocorrendo no ambiente.

2.4.3. Consideragéoes sobre as analises estatisticas empregadas

Este trabalho deparou-se com um problema relacionado a analise
estatistica. Inicialmente, optou-se por utilizar analises ANOVA (one-way e two-
ways). Entretanto, alguns pressupostos para se utilizar estas analises foram
quebrados, as réplicas deste trabalho de certa forma estavam interconectadas,
ou seja, nao eram réplicas independentes, assim as mesmas sao consideradas
pseudoréplicas (Hurlbert 1984). A pseudoreplicacdo é a modelagem incorreta da
aleatoriedade e é um problema desenfreado que ocorre nos experimentos
ecologicos (Hurlbert 1984). Além disso, foi descoberto que os dados aqui
utilizados, ndo sdo normais e nem continuos, estes dados sdo dados binomiais

e discretos. Por estes motivos, escolheu-se utilizar uma analise mais apropriada
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para este tipo de dados, que foi 0 modelo linear generalizado (General linear
model - GLM). Diferentemente do que se vé em trabalhos de ecotoxicologia
(Willis & Ling 2003, Bellas & Thor 2007, Gorbi et al. 2012, Agostini 2014, Lopes
2014, Zhou et al. 2015, Agostini et al. 2016), onde a Analise de Variancia
(ANOVA) tanto Unifatorial, quanto a Bifatorial foram utilizadas. Além disso, a
solugdo encontrada para nao cometer a pseudoreplicagdo, porém sem
considerar a interagdo com o tempo, foi realizar a GLM separadamente em 24
horas, 48 horas e 72 horas.

Assim, ressalta-se a relevancia em avaliar a necessidade da aplicagao da
abordagem estatistica adequada, além do planejamento e desenvolvimento do
delineamento experimental dos bioensaios. Esta importdncia é também

enfatizada por Haas et al. (2012).

2.5. Conclusao

Neste capitulo foram realizados dois experimentos com o intuito de
reavaliar/esclarecer alguns dos procedimentos indicados nos métodos de
cultivos e UE para bioensaios.

o A utilizacdo de uma malha de rede especifica para separar
somente um estado de desenvolvimento desejado de Acartia tonsa
para uso em bioensaios, nao ¢ indicada, pois as malhas de redes
ndo tém a capacidade de separar somente um estagio de
desenvolvimento, fato este de amplo conhecimento nos estudos
ecologicos sobre a espécie em questao e que aparentemente foi

ignorada em virtude da necessidade de simplificagdo dos métodos.
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Assim, recomenda-se o uso de uma malha de rede para a
concentracao do estagio de interesse, porém a separagao deve ser
aprimorada sob visualizagcdo em microscépio estereoscopico
atentando para as diferengas morfoldgicas de cada estagio, para
garantir que o estagio de desenvolvimento desejado, seja o
efetivamente utilizado no bioensaio.

As UE devem conter ao menos 100 mL e serem mantidas cobertas
durante os testes de toxicidade para evitar a evaporagao e
alteragdes nos parametros fisico-quimicos, os quais podem alterar
os resultados do teste. E ndo foi encontrada nenhuma diferenga na
letalidade entre os tratamentos do experimento testando a

densidade de estocagem do copépodo Acartia tonsa.
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3. APRIMORAMENTO DOS FUNDAMENTOS DE BIOENSAIOS

UTILIZANDO O COPEPODO Acartia tonsa Dana 1849
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3.1. Introdugao

A dificuldade em se investigar diferentes popula¢des zooplancténicas
diretamente do ambiente somado a necessidade de identificar os fatores que
influenciam positivamente ou negativamente as taxas de crescimento, o tempo
de desenvolvimento e a dindmica destas populagdes (Rigler & Downing 1984,
Runge & Roff 2000) fez dos experimentos em laboratério, sob condi¢cdes
controladas, excelentes recursos para se obter estas informacgbes (Uye et al.
1983, Chinnery & Williams 2004, Calliari et al. 2008). Através de experimentos
de laboratério, foi possivel a obtencdo de informagdes sobre a utilizacdo de
organismos zooplanctdnicos sensiveis, como os copépodos, para avaliar a
toxicidade de substancias quimicas frequentemente encontradas em ambientes
aquaticos, estimando assim a toxicidade de contaminantes em determinadas
concentragdes para uma determinada espécie (Ramdorf 2007).

Copépodos, por ocorrerem em grande abundancia e possuirem uma
elevada biomassa e diversidade, tém uma grande importancia ecolégica em
ecossistemas marinhos (Raymont 1983, Mauchline 1998, Ruppert et al. 2005),
sendo considerados um importante elo na cadeia alimentar de ecossistemas
aquaticos, conectando o fitoplancton a niveis tréficos superiores (Pane et al. 2012)
pois sdo presas naturais de muitas larvas de espécies de peixes (Strattrup et al.
1986). Por serem organismos sensiveis (lhara et al. 2010, Gorbi et al. 2012) sao
também muito utilizados em bioensaios toxicolégicos (Lee 1977, Bengtsson 1978,
Sosnowski & Gentile 1978, Nipper et al. 1993, |hara et al. 2010, Gorbi et al. 2012).

A importancia e potencial de copépodos na ecotoxicologia marinha ja sdo

reconhecidos por muitas organizagdes, agéncias reguladoras e convengoes e,
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por este motivo, protocolos para testes de toxicidade com estes organismos
foram estabelecidos (EPA 1976, ISO 14669 1999, OECD 2007, ISO 16778 2013).

Contudo, existe a necessidade de que os fundamentos, técnicas e
metodologias sugeridas nestes protocolos serem avaliados e aprimorados, ja
que, a toxicologia é uma ciéncia experimental em desenvolvimento, logo, sujeita
a erros e mudancgas metodoldgicas (OECD 2006). Uma vez que os bioensaios
sejam realizados de acordo com um protocolo consistente e bem estabelecido,
com meétodos concisos, coerentes, confiaveis e replicaveis, seus resultados
tornam-se ferramentas para a protecao de ecossistemas estuarinos e marinhos
(Sosnowski & Gentil 1978, Bellas & Thor 2007, Avila et al. 2010).

Na literatura sdo encontradas divergéncias com relagdo aos organismos
utilizados nos bioensaios, uma delas é a utilizagcao de copépodes cultivados em
laboratério por um longo periodo (meses a anos) (Toudal & Riisgard 1987, ISO
14669 1999, Pedroso et al. 2007, lhara et al. 2010, Gorbi et al. 2012, Pham 2014)
em relacdo a utilizagdo de copépodes coletados do ambiente e aplicados
diretamente nos experimentos (Kaminski 2004; 2009, Stringer 2012, Finiguerra
etal. 2013, Agostini 2014, Lopes 2014, Sun et al. 2015) com ou sem aclimatagao.
Neste caso, ambas as propostas podem influenciar negativamente os resultados
dos bioensaios, pois a utilizagdo de organismos cultivados pode acarretar em
diminuicdo da variabilidade genética ao longo do tempo (Eknath & Doyle 1985,
Allendorf & Ryman 1987, Lacy 1987), podendo influenciar os resultados dos
experimentos e assim confundir a comparacédo e a reprodutibilidade entre os

testes de toxicidade de diferentes laboratérios (Nowak et al. 2007).
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Em contrapartida, os copépodos empregados diretamente em bioensaios
toxicoldgicos apds a coleta garantem uma maior variabilidade genética, porém,
estes podem estar estressados, além de influenciados pelas caracteristicas
ambientais (alimentacao, dinamica, predacdo, competicao interespecifica, entre
outros fatores) (Sosnowski et al. 1979), acarretando em resultados possivelmente
inadequados. Desta forma, talvez exista a necessidade de aclimatacdo de
algumas horas para excluir os organismos debilitados (Hollister et al. 1980, Chow-
Fraser 1986) mantendo toda a populagdo sob as mesmas condigbes antes de
utiliza-los em testes ecotoxicolégicos (Lance 1963).

Os procedimentos utilizados para avaliar a resposta aguda de copépodos
da espécie Acartia tonsa pela a U.S. Environmental Protection Agency EPA
(1976), assim como pela ISO 14669 (1999), a Oslo and Paris Commissions
(OSPAR) e também a Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD), ainda ignoram completamente questbes biolégicas como a maior
sensibilidade de machos em relagcdo as fémeas (Parrish & Wilson 1978,
Mauchline 1998, Medina et al. 2002) e a maior sensibilidade dos estagios de
copepoditos em relagdo aos adultos (Hutchinson et al. 1998, Mohammed et al.
2009), os quais também podem influenciar nos resultados dos testes.

Desta forma, com o intuito de se avaliar alguns aspectos ignorados pelos
protocolos de cultivo com o copépodo Calanoida A. fonsa para uso em
bioensaios toxicolégicos agudos, este trabalho teve como objetivo avaliar (/) a
necessidade de aclimatacdo de individuos de A. tonsa coletados do ambiente
para uso direto em bioensaios toxicolégicos agudos; (ii) possiveis diferengas na

resisténcia entre copépodos coletados diretamente do ambiente e copépodos de
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cultivos ja existentes e (iii) estimar a sensibilidade de machos e fémeas de A.

tonsa em testes toxicolégicos agudos a antimicrobianos.

3.2. Material e Métodos

Para os experimentos foram utilizados organismos provenientes dos
cultivos de Acartia tonsa: do Laboratorio de Zooplancton e do Laboratério de
Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia Aquatica (CONECO) assim
como organismos coletados diretamente do ambiente (Fig. 2).

Os procedimentos de coleta, isolamento, cultivo (principal e secundario) e
unidades experimentais (UE) utilizadas neste capitulo seguem os mesmos

procedimentos e etapas detalhadas no item 2.2.1.

3.2.1. Procedimentos gerais

Para os experimentos, copepoditos VI (i.e adultos sem distingdo de sexo)
foram separados dos cultivos com auxilio de uma pipeta (tipo Pasteur) de ponta
arredondada e o estagio no qual se encontravam foi verificado sob microscopio
estereoscopico segundo Sabatini (1990) conforme procedimento ja detalhado na

secaon 2.2.1.1.

3.2.1.1. Unidades Experimentais (UE) utilizadas nos tratamentos

As UE sao as mesmas detalhadas na se¢ao 2.2.1.4, mas os experimentos
que aqui foram relizados cada UE continha 100 mL de meio contendo 5
organismos para se manter uma densidade de estocagem de 1 org. 20 mL ' e

cobertas com filme PVC conforme resultados obtidos na secédo 2.3.2. Cada
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tratamento possuia 4 réplicas com 5 organismos (ISO 14669 1999) e foram
dispostas dentro de uma sala climatizada nas mesmas condigdes do cultivo,
descritas na seg¢ao 2.2.1.2.

Cada bioensaio teve uma duragao de 72 horas (Lopes 2014) e todas as UE
eram checadas a cada 24 horas para a contabilizacdo da sobrevivéncia e da
mortalidade (Resgalla & Laitano 2002) sob microscopio estereoscopico, com
comprovagao da morte apos estimulo fisico e sem aeragao (Whale & Battersby

2005).

3.2.1.2. Testes de sensibilidade

Para avaliar a diferenca na sensibilidade dos copépodos durante os
experimento foi utilizada uma concentragdo de 2 mg.L! de Dodecil Sulfato de
Sédio Puro (DSS). Esta concentragao foi adquirida antes dos bioensaios, como
sendo a CLso 48 horas de um teste de referéncia com a mesma substancia,
utilizando as concentragées de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg.L" (lhara 2008).
Comparando assim, o resultado obtido deste teste de referéncia, com os limites
de sensibilidade da carta controle do CONECO, a qual possui, para esta mesma
substancia, uma CLso 48 horas média de 1,52 mg. L' com limite inferior de 0,91
mg. L' e limite superior de 2,13 mg.L™, verificando a adequagao da sensibilidade
e uniformidade da populacao do cultivo do Laboratério de Zooplancton (Zagatto &
Bertoletti 2008). Somente foram considerados os testes em que o controle
apresentou no maximo 10 % de mortalidade com 48 horas de exposi¢cao (ISO

14669 1999).
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3.2.2. Avaliagdao do tempo de aclimatacao pdés-coleta para o copépodo
Acartia tonsa

Para avaliar a necessidade de aclimatacdo de copépodos da espécie
Acartia tonsa coletados do ambiente antes da sua aplicagdo em biensaios
toxicoldgicos agudos foi realizado um experimento testando diferentes tempos
de aclimatacéo (Tab.7). Essa aclimatacao foi em relagédo as condigdes do cultivo
(secdo 2.2.1.2) e foi realizada em um curto periodo de tempo em relagao a vida

do organismo.

Tabela 7: Tratamentos utilizados no teste toxicoldgico agudo de aclimatagdo pos coleta.

Tratamentos Tempo de aclimatagao
Con Controle com 0 h de aclimatagéo
Coon Controle ap6s 20 h de aclimatacéo
Cason Controle apds 30 h de aclimatagéo (Agostini 2014)
T on Tratamento com DSS com 0 h de aclimatacao
Toon Tratamento com DSS apéds 20 h de aclimatagéo
T30n Tratamento com DSS apds 30 h de aclimatacao

Para este experimento cerca de 250 copepoditos VI (i.e. adultos sem
distincdo de sexo) da espécie Acartia tonsa foram identificados e triados de
amostras coletadas no dia 26/03/2016, seguindo a metodologia detalhada na
secao 2.2.1.1, os parametros fisico-quimicos da agua marinha da Praia do
Cassino na hora da coleta se encontram na tabela 8. Os primeiros 20
copepoditos triados foram depositados nas UE seguindo procedimentos
descritos na secédo 3.2.1.1. para os tratamentos conduzidos sem aclimatacéo
(Coh € Tonh— Tab. 7). O restante dos copepoditos triados foram divididos em dois
recipientes contendo 2 L de meio marinho (Fig. 8), sendo aclimatados
respectivamente por 20 e 30 horas e mantidos nas mesmas condi¢des do cultivo

(Secao 2.2.1.2) durante esse periodo.
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Tabela 8: Parametros da agua marinha da Praia do Cassino adquiridos para o experimento da
Avaliagdo do tempo de aclimatagdo pods-coleta para o copépodo Acartia tonsa: potencial de
hidrogénio (pH) , Temperatura (T° C) e salinidade.

Parametros Agua marinha da Praia do Cassino
pH 7,64
Temperatura 23
Salinidade 31

Conforme foi atingido o tempo de aclimatacdo (20 e 30 horas) os
organismos necessarios para cada réplica (3.2.1.1.) foram depositados em cada
UE para a realizagdo dos experimentos (Tab. 7). O experimento foi estatico, ou
seja, sem renovagdo do meio (ISO 14669 1999). Diariamente, era retirado
cuidadosamente sob visualizagdo em microscopio estereoscopico (Olympus
SZ40) utilizando um pipetador automatico (Gilson Neo P1000N 100-1000 pL), um
volume de 4 mL de cada UE para adicionar um volume equivalente de alimento
com a concentragdo de 20.000 cel.mL da diatomacea Conticribra weissflogii
(Teixeira et al. 2010), esta diatomacea foi selecionada ao invés de Isochrysis
galbana para alimentar os organismos durante os experimentos porque ja foi
demonstrado que existe uma melhor resposta fisiolégica e uma maior taxa de
sobrevivéncia de Acartia tonsa alimetandas com a mesma em relacdo aos
copépodos alimentados com I. galbana (Ismar et al. 2008). Os organismos que
foram separados em excesso e nao foram utilizados nos ensaios foram

devolvidos ao cultivo principal.
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ﬂ Laboratoério de zooplancton

Aclimatacao

Experimentos- 72 horas de duracdo

Foto: Vanessa Ocl i.
Agostini
Controle  DSS Controle pss Controle DSS

Figura 8: Esquema indicando os passos seguidos no experimento de avaliagdo do tempo de
aclimatagao pos-coleta. 1-Apods a coleta foi realizada a separagéo de Acartia tonsa da
comunidade zooplanctonica sob vizualiagado em microscopio estereoscopico; 2- Os organismos
identificados foram submetidos a aclimatagao de Oh, 20h ou 30h; 3, 4 € 5 - de acordo com a
aclimatagao, foi realizado o teste de toxicidade aguda com duracéo de 72 h.

3.2.3. Andlise da sensibilidade entre organismos de Acartia tonsa
cultivados e organismos recém-coletados do ambiente

Para se avaliar a sensibilidade de organismos cultivados frente aos
recém-coletados do ambiente um experimento constituido por quatro

tratamentos (Tab. 9) foi elaborado.

Tabela 9: Tratamentos utilizados no teste de analise da sensibilidade entre Acartia tonsa
cultivados e A. tonsa recém-coletados do ambiente.

Tratamentos Condigdes das populagdes de copépodo para o
experimento
A Copépodos recém-coletados do ambiente, sem DSS
C Copépodos do cultivo, sem DSS
Ta Copépodos recém-coletados do ambiente, com DSS

Tc Copépodos do cultivo, com DSS
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Para este experimento 150 copepoditos VI de Acartia tonsa (i.e, machos
e fémeas sem distingdo de sexo) foram obtidas junto ao cultivo do CONECO dois
dias antes do experimento para que os organismos se aclimatassem (minimo de
aclimatagao 30 horas, conforme resultados da secdo 3.2.2.) as condigbes da
sala de cultivo do Laboratério de Zooplancton (Secdo 2.2.1.2.) para evitar
possiveis variagcdes de sensibilidade devido a mudancga de condicoes.

Outros 200 copepoditos VI foram identificados e triados de amostras
coletadas no dia 27/09/2016, seguindo a metodologia detalhada na secao
2.2.1.1., e depositados em um recipiente contendo 4 L de meio marinho e
aclimatados conforme o melhor resultado da secdo 3.2.2. e mantidos nas
mesmas condi¢des do cultivo (Secdo 2.2.1.2.). Os parametros fisico-quimicos
da agua marinha da Praia do Cassino na hora da coleta se encontram na tabela

10.

Tabela 10: Parametros iniciais adquiridos para o experimento da analise da sensibilidade entre
Acartia tonsa cultivada e A. tonsa recém-coletada do ambiente: potencial de hidrogénio (pH),
Temperatura (T° C) e salinidade.

Parametros Agua marinha da Praia do Cassino
pH 8,43
Temperatura 18
Salinidade 24

Posteriormente, procedeu-se o0 bioensaio toxicolégico com e sem
exposicdo ao DSS (Tab. 9). Para estes bioensaios, 5 copepoditos VI foram
depositados em cada UE conforme secao 3.2.1.1.

O experimento foi estético, ou seja, sem renovacdo do meio (ISO 14669

1999). A alimentagéo seguiu os procedimentos da sec¢ao anterior (3.2.2.).
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3.2.4. Avaliagao da sensibilidade entre machos e fémeas de Acartia tonsa
Para avaliar se existem diferencas na sensibilidade entre machos e fémeas
de Acartia tonsa a antimicrobianos em experimentos toxicolégicos agudos, um
total 80 copépodos provenientes do cultivo do laboratério de zooplancton (Segao
2.2.1.3.) foram separados em machos e fémeas e colocados nas UE conforme a
secao 3.2.1.1 para se estabelecer os quatro tratamentos que se encontram

descritos na tabela 11.

Tabela 11: Tratamentos utilizados na avaliagdo da sensibilidade entre machos e fémeas de Acartia
tfonsa expostos a antimicrobianos. UE significa unidades experimentais.

Tratamentos Descrigado
Tm UE de machos sem antimicrobianos
Tr UE de fémeas sem antimicrobianos
Twe UE de machos com antimicrobianos
T UE de fémeas com antimicrobianos

Para isto foi aplicada nas UE a seguinte combinacdo de antimicrobianos:
0,025 g.L" de penicilina G potassica + 0,08 g.L™" de sulfato de estreptomicina + 0,04
g.L"" de sulfato de neomicina + 0,005 g.L-" de nistatina, previamente testados por
Agostini (2014), Lopes (2014) e Agostini et al. (2016).

Este experimento foi semi-estatico, ou seja, com reposicdo de
antimicrobianos a cada 24 horas, para garantir o efeito dos mesmos até o final do
experimento (Lopes 2014, Agostini et al. 2016).

Em uma segunda etapa, outros 80 copépodos provenientes do cultivo do
Laboratério de Zooplancton (Secao 2.2.1.3.) foram separados em machos e
fémeas e colocados nas UE conforme a segdo 3.2.1.1 para verificar a
sensibilidade dos mesmos ao DSS conforme os quatro tratamentos que se

encontram descritos na tabela 12.
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Tabela 12: Tratamentos utilizados na avaliagdo da sensibilidade entre machos e fémeas de Acartia
tonsa expostos ao DSS. UE significa unidades experimentais.

Tratamentos Descrigcédo
Twp UE de machos sem DSS
Trp UE de fémeas sem DSS
Two UE de machos com DSS
Trp* UE de fémeas com DSS

Este experimento foi estatico, ou seja, ndo houve renovacdo do meio
utilizados (1ISO 14669 1999).
Nos dois experimentos, diariamente os copépodos nas UE eram

alimentados, seguindo os procedimentos realizados na segéo 3.2.2.

3.2.5. Anélises estatisticas
Para as aplicagdes das analises estatisticas foi utilizado o programa R

versdo 3.3.1 (2016) (R CORE TEAM 2016) com o aplicativo Rstudio verséo
0.99n.903-© 2009-2016.

Para testar a sobrevivéncia em todos experimentos foram desenvolvidos
modelos GLM separadamente em cada observacgao final de 24, 48 e 72 horas:

Para o experimento da avaliagdo do tempo de aclimatagdo pos-coleta
para o copépodo Acartia tonsa:
Variavel resposta:
Y= n=numero de sobreviventes do total do total de n=5 na UE.
Y é Binomial (n=5, 6), sendo 0 a probabilidade de sobreviventes.
A funcdo GLM no R usa o modelo “Y~Trat+Tempaclim+Trat*Tempaclim” com
funcao de ligacao “logit”.
Trat= controle e tratamento com DSS (fator de 2 niveis: {C,T}).

Tempaclim= tempos de aclimatacao (fator de 3 niveis: {Oh, 20h, 30h}).
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Trat*Tempaclim= o efeito da interagcdo entre os tratamentos controle e
tratamentos com DSS e os tempos de aclimatagio.

Para o experimento Andlise da sensibilidade entre organismos de Acartia
tonsa cultivados e organismos recém-coletados do ambiente:

Variavel resposta:
Y= n=numero de sobreviventes do total do total de n=5 na UE.
Y é Binomial (n=5, 6), sendo 0 a probabilidade de sobreviventes.
A fungdo GLM no R usa o modelo “Y~Tratamento” com funcao de ligagao “logit”.
Tratamento= controles e tratamentos com DSS (fator com 4 niveis {C, A, T¢, Ta})

Para o experimento Avaliacdo da sensibilidade entre machos e fémeas de
Acartia tonsa:

Variavel resposta:
Y= n=numero de sobreviventes do total do total de n=5 na UE.
Y é Binomial (n=5, 6), sendo 6 a probabilidade de sobreviventes.
A funcdo GLM no R usa o modelo “Y~Tratamento” com funcgao de ligagao “logit”.
Tratamento= controles e tratamentos com o contaminante (fator de 4 niveis {TF,
T™, TM*, TF*}).

Para testar quais foram as diferencas entre os fatores analisados utilizou-
se um Teste post-hoc de Tukey através do pacote multcomp (Hothorn et al. 2008).
E para testar as diferencas entre as interagdes utilizou-se o pacote Ismeans (Lenth
2016).

As tabelas serdo apresentadas com contraste entre os niveis dos fatores

analisados para o post-hoc de Tukey .
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Foi também utilizada a funcao logit-inversa para calcular a probabilidade
estimada de um dado fator analisado para alguma diferenga entre dois fatores
analisados referida no Teste post-hoc de Tukey, conforme descrito na segdo 2.2.4.

As diferengas foram consideradas significantes quando o p-valor
calculado foi menor que 0,05.

Os scripts de todos os experimentos testados nesse capitulo seguem o

mesmo padrao do script do apéndice II.

3.3. Resultados
3.3.1. Avaliacdao do tempo de aclimatagcdo pds-coleta para o copépodo
Acartia tonsa

De uma maneira geral, que o tratamento Ton apds 24 horas obteve um
valor de sobrevivéncia de 20% e com 48 e 72 horas de 10% e 5%,
respectivamente, sendo 5% o menor valor de sobrevivéncia encontrado ao longo
do experimento (Fig. 9). O tratamento Tzon teve valores de sobrevivéncia em 24h,
48h e 72h de 45%, 40% e 20%, respectivamente. Enquanto Tsonh mostrou 85%

de sobrevivéncia ao longo de todos os tempos de exposicao (Fig. 9)
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Figura 9: Sobrevivéncia média (%) de Acartia tonsa no experimento de avaliagdo do tempo de
aclimatagao pés-coleta. Onde: C on = Controle com 0 h de aclimatagéo; C2on = Controle apos 20
h de aclimatagdo; Cson = Controle apds 30 h de aclimatagado; T on = Tratamento com DSS com
Oh de aclimatagao; T2on = Tratamento com DSS apds 20 h de aclimstagdo e Tson = Tratamento
com DSS apods 30 h de aclimtagdo. As barras representam a semi amplitude do intervalo de
confianga de 95 % de acordo com os erros padrdes.

Pela analise GLM (Tab. 13), os controles com 24, 48 e 72 horas
apresentaram os maiores valores de sobrevivéncia média. O tratamento Tson
apresentou os maiores valores de sobrevivéncia entre os tratamentos e néo
indicou diferenca significativa (p>0,05) entre os controles ao longo do
experimento. Ainda foi verificada diferenga significativa (p<0,05) entre T3son € Ton
durante todo o tempo de exposi¢cao, com 24, 48 e 72 horas. Enquanto o T3on
apenas apresentou diferencga significativa (p<0,05) entre T2on com 72 horas.

Durante todo o experimento o controle Con foi diferente significativamente

(p<0,05) do tratamento Ton como também o controle C2on € 0 tratamento Tzon

apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si.
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As outras interacbes, assim como os valores da probabilidade estimada

(P) estao detalhados na tabela 13.

Tabela 13: Valores de significancia (p-valor) e a percentagem dos valores da probabilidade
estimada (P) de um dado tratamento analisado para alguma diferenca entre dois tratamentos
analisados referida no Teste post-hoc de Tukey, o qual seguiu, a analise do modelo linear
generalizado (GLM), do experimento da avaliagdo do tempo de aclimatagao pds-coleta para o
copépodo Acartia tonsa. A GLM demonstrou os efeitos das interagbes (-) entre os diferentes
tratamentos (Trat) e diferentes tempos de aclimatacédo (Tempaclim) sobre a sobrevivéncia dos
organismos (Y) em 24 horas, 48 horas e 72 horas. “ns” indica ndo significante,”*” indica
significancia ao nivel de 0,05 e “*** ao nivel de 0,01. Y é Binomial (n=5, 8), sendo 0 a
probabilidade de sobreviventes. O modelo da fungdo GLM foi “Y~Trat+Tempaclim+Trat-
Tempaclim” com fungao de ligagdo “logit”. Trat= controle e tratamento com DSS (fator de 2 niveis:
{C,T}). Tempaclim= tempos de aclimatagao (fator de 3 niveis: {Oh, 20h, 30h}). Trat-Tempaclim=
o efeito da interagdo entre os tratamentos controle e tratamentos com DSS e os tempos de
aclimatagao.

Tempo Tratratamento p-valor P
Con=Ton 0,000** 94%
Ca20n =T20n 0,026* 87%
C3on-T3on ns 61%
Con-C20n ns 50%
24 h Con-C3on ns 57%
C20n-C3on ns 57%
Ton-T20n ns 32%
Ton-T30n 0,007** 12%
T20n-T30n ns 22%
Con-Ton 0,000** 96%
C20n =T20n 0,013* 89%
C30n-T30n ns 63%
Con-Caon ns 50%
48 h COh-C30h ns 57%
C20n-Cs3on ns 57%
T0h-T20h ns 27%
Ton-T30n 0,001** 8%
T20n-T30n ns 20%
Con-Ton <0,001** 96%
C20n -T20n 0,003** 90%
C3on-T3on ns 55%
Con-C20n ns 62%
72 h Con-C3on ns 62%
C20n-C3on ns 50%
Ton-T2on ns 35%
Ton=T3on 0,000** 8%

T20n-T30n 0,007** 12%
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3.3.2. Anadlise da sensibilidade entre organismos de Acartia tonsa
cultivados e organismos recém-coletados do ambiente

Conforme os resultados da sec¢ao (3.3.1), o melhor tempo de aclimatagao
foi o de 30 horas, assim os organismos deste experimento foram aclimatados
por este tempo antes da realizagado dos ensaios.

Com 24 horas os controles C e A e o tratamento Ta foram detentores da
maior percentagem de sobrevivéncia média (respectivamente 95%, 100%, 95%,)
sendo o tratamento Tc detentor da menor percentagem de sobrevivéncia de
copépodos (60%) (Fig. 10). Transcorridas 48h os controles C e A e o Ta néo
sofreram alteragao, ja o tratamento Tc apresentou 50% de mortalidade (Fig. 10).

Ao final do experimento, o tratamento Tc seguiu demonstrando a menor
sobrevivéncia de organismos (45%), sendo a maior sobrevivéncia observada no
tratamento Ta onde 90% dos organismos sobreviveram. Os controles C e A,

apresentaram 85% e 100% de sobrevivéncia, respectivamente (Fig. 10).
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Figura 10: Sobrevivéncia média (%) do copépodo Acartia tonsa durante o experimento da
analise da sensibilidade entre organismos de Acartia tonsa cultivados e organismos recém-
coletados do ambiente. Onde: C = Copépodos do cultivo, sem DSS; A = Copépodos récem-
coletados do ambiente, sem DSS; T = Copépodos do cultivo, com DSS e Ta = Copépodos
recém-coletados do ambiente, com DSS. As barras representam a semi amplitude do intervalo
de confianca de 95 % de acordo com os erros padrdes.

Pela analise GLM foi verificada diferenga significativa apenas entre os
tratamentos Tc e o controle A em 48 horas e em 72 horas de exposicédo, sendo
que Tcdemonstrou uma chance de 14% e 13% de sobrevivéncia em relagéo ao

controle A, respectivamente nesses tempos (Tab. 14).
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Tabela 14: Valores de significancia (p-valor) e a percentagem dos valores da probabilidade
estimada (P) de um dado tratamento analisado para alguma diferenga entre dois tratamentos
analisados referida no Teste post-hoc de Tukey, o qual seguiu, a analise do modelo linear
generalizado (GLM), do experimento de analise da sensibilidade entre organismos de Acartia
tonsa cultivados e organismos recém-coletados do ambiente. A GLM demonstrou os efeitos das
interagbes (-) entre os diferentes tratamentos (Tratamento) sobre a sobrevivéncia dos
organismos (Y) em 24 horas, 48 horas e 72 horas. “ns” indica ndo significante e “*” indica
significancia ao nivel de 0,05. Y é Binomial (n=5, 8), sendo 8 a probabilidade de sobreviventes.
O modelo da fungdo GLM foi Y~Tratamento” com fungéo de ligagdo “logit”. Tratamento= controles
e tratamentos com DSS (fator com 4 niveis {C, A, Tc, Ta}).

Tempo Tratamentos p-valor P
A-C ns 57%
Tc-C ns 22%
Ta-C ns 50%
24 horas Tc-A ns 18%
Ta-A ns 43%
TA-Tc ns 78%
A-C ns 57%
Tc-C 0,066 18%
Ta-C ns 50%
48 horas Tc-A 0,032* 14%
Ta-A ns 43%
Ta-Tc 0,066 82%
A-C ns 67%
Tc-C ns 22%
Ta-C ns 55%
72 horas Tc-A 0,017* 13%
Ta-A ns 38%
Ta-Tc 0,073 81%

Os valores que nao sao significativos, mas que se encontram perto do limite de
significancia ao nivel de 0,05, estdo apresentados na tabela. Os valores foram
considerados perto do limite de significancia quando os mesmos fossem menores ou
igual a 0,1.

3.3.3. Avaliacao da sensibilidade entre machos e fémeas de Acartia tonsa.
Na figura 11 é possivel observar a sobrevivéncia média de machos e
fémeas do copépodo Acartia tonsa expostos aos antimicrobianos com 24,48 e 72
horas de experimentos. Apds 24 horas de experimento os controles Tr e Tm
exibiram uma mortalidade média de 5% cada um, enquanto os tratamentos Te+ e
Twm+apresentaram 100% de sobrevivéncia dos copépodos, sendo estas as maiores
sobrevivéncias reportadas durante o experimento. Com 48 horas, os controles Tr

e Twm, seguiram mostrando uma sobrevivéncia de 95%, ja o tratamento Tr
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apresentou uma sobrevivéncia média dos organismos de 90% e Twm uma
sobrevivéncia de 95%. Ao final do experimento, com 72 horas, os controles
apresentaram 10% de mortalidade enquanto o Tr- 15% e 0 Twm 30%. O Twm+
apresentou a menor sobrevivéncia durante todo o experimento, onde apenas 70%

dos organismos sobreviveram.
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Figura 11: Sobrevivéncia média (%) do copépodo Acartia tonsa durante o experimento da
avaliagéo da sensibilidade entre machos e fémeas expostos a antimicrobianos. Onde: TF =
Cultivo de fémeas sem antimicrobianos; TM = Cultivo de machos sem antimicrobianos; TF* =
Cultivo de fémeas com antimicrobianos e TM* = Cultivo de machos com antimicrobianos. As
barras representam a semi amplitude do intervalo de confianga de 95 % de acordo com os erros
padrdes.

Estatisticamente nao foi verificada nenhuma diferenga significativa de
sensibilidade entre machos e fémeas expostos a antimicrobianos nos

tratamentos e periodos avaliados no experimento (Tab. 15).
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Tabela 15: Valores de significancia (p-valor) e a percentagem dos valores da probabilidade
estimada (P) de um dado tratamento analisado para alguma diferenga entre dois tratamentos
analisados referida no Teste post-hoc de Tukey, o qual seguiu, a analise do modelo linear
generalizado (GLM), do experimento da avaliagdo da sensibilidade entre machos e fémeas de
Acartia tonsa. A GLM demonstrou os efeitos das interagdes (-) entre os diferentes tratamentos
(D) sobre a sobrevivéncia dos organismos (Y) em 24 horas, 48 horas e 72 horas. “ns” indica ndo
significante. Y é Binomial (n=5, 8), sendo 6 a probabilidade de sobreviventes. Y~Tratamento”
com funcao de ligagéo “logit”. O modelo da funcdo GLM foi: Y~Tratamento” com funcédo de
ligacéo “logit”. Tratamento= controles e tratamentos com o contaminante (fator de 4 niveis {TF,
™, TM*, TF*}).

Tempo Tratamentos p-valor P
TM-TF ns 50%
TM*-TF ns 57%
24 horas TF*-TF ns 57%
TM*-TM ns 57%
TF*-TM ns 57%
TF*-TM* ns 50%
TM-TF ns 50%
TM*-TF ns 50%
48 horas TF*-TF ns 44%
TM*-TM ns 50%
TF*-TM ns 44%
TF*-TM* ns 44%
TM-TF ns 50%
TM*-TF ns 33%
72 horas TF*-TF ns 45%
TM*-TM ns 33%
TF*-TM ns 45%
TF*-TM* ns 62%

O segundo experimento realizado nessa se¢do, ou seja, a sensibilidade
entre machos e fémeas expostos ao DSS, nao foi levado em consideragéo, ja que
todas as tentativas da realizagdo do mesmo (5 repeticdes) apresentaram uma

mortalidade dos organismos maior que 10% nos controles.

3.4. Discussao
3.4.1. Avaliagcdao do tempo de aclimatacao pdés-coleta para o copépodo
Acartia tonsa

Os controles aqui utilizados apresentaram os melhores resultados de

sobrevivéncia média em todos os tempos de aclimatacdo durante os
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experimentos, entretanto quando o DSS ¢ aplicado nos tratamentos, nota-se que
o tempo de aclimatacéo ajudou na sobrevivéncia destes organismos. Segundo
a Environment Canada (1990) substancias de referéncia, como o DSS, sao
utilizadas para avaliar as condi¢gdes de sensibilidade dos organismos-teste,
sejam eles provenientes dos cultivos do laboratério ou até mesmo do
ambiente/campo. Neste experimento foi possivel verificar que a utilizagao
apenas dos controles mascaram as condicdes em que 0S organismos se
encontram, ou seja, estressados e debilitados devido a coleta, podendo levar a
mas interpretacbes e erros nos testes, ja que o que estara matando os
organismos nao sera o toxicante em si, mas sim o toxicante em conjunto com o
estresse da coleta.

Além disso, apenas com 24 horas, ja é possivel certificar a importancia da
aclimatacdo para o copépodo Acartia tonsa coletado no ambiente, para esses
organismos se recuperarem do estresse causado pela mesma. Esta importancia
também ja foi demonstrada por Lance (1963) através de experimentos
relacionados com os efeitos da salinidade e temperatura combinados,
envolvendo trés espécies congenéricas de Acartia, inclusive A. tonsa, e como no
presente estudo, o autor verificou que a aclimatag¢ao ajuda na sobrevivéncia dos
copépodos.

Contudo, a maior parte dos estudos relacionados a aclimatacdo de
copépodos sao focados na tolerdncia dos organismos as mudancas de
salinidade (Lance 1963, Roddie et al. 1984), de temperatura (Lance 1963,
Bradley 1978, Roddie et al. 1984), avaliacdo da nutricao (Mayzaud et al. 1998) e

a tolerancia a contaminantes (Sun et al. 2015). Com isso, torna-se mais evidente



73

a importancia do estabelecimento de um tempo minimo de aclimatagcao dos
organismos as condi¢des de laboratério, para que estes possam se recuperar do
estresse causado pela coleta, e assim se desenvolver com éxito os bioensaios.

Estatisticamente copépodos aclimatados por 30 horas apresentaram os
maiores valores médios de sobrevivéncia em todos os tempos de exposicdo. Ao
final do experimento foi obtida uma chance de sobrevivéncia dos copépodos de
55% comparado a sobrevivéncia meédia no controle Cson, o qual foi
estatisticamente igual ao Tson. O tempo de aclimatagéo de 20 horas se mostrou
falho, demonstrando desde o inicio diferengas significativas entre o tratamento e
o controle. Nipper et al. (1993) e Chow-Fraser (1986) aclimataram os copépodos
Acartia lillieborgi Giesbrecht 1889, Temora stylifera Dana 1849; Diaptomus
orengonensis Lillieborg 1889 e os cladéceros Daphnia galeata mendota Birge
1918 e D. pulex Leydig 1860, por 24 horas e concluiram que esse tempo nao
seria suficiente para ajudar na sobrevivéncia dos copépodos, pois ha a
possibilidade das condi¢gdes nutricionais dos organismos coletados e outros
fatores afetarem os resultados dos experimentos. Entretanto, j& para os
cladéceros Chow-Fraser (1986) reportou que 24 horas de aclimatagao seriam
suficientes para aumentar a sobrevivéncia dos mesmos. Os resultados aqui
expostos corroboram com os resultados obtidos para os copépodos, pois com
20 horas de aclimatag¢ao apenas 20% dos copépodos utilizados sobreviveram ao
final do experimento.

Hollister e colaboradores (1980) por sua vez utilizaram um tempo de
aclimatacdo de 48 horas para A. ftonsa e reportaram 6timos resultados de

sobrevivéncia (> 95%) durante esse periodo de aclimatagdo. Os controles do
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presente trabalho também demonstraram o6timos resultados de sobrevéncia
durante 72 horas (>90%). Entretanto apenas quando o estressor DSS foi
aplicado foi possivel verificar em quais tratamentos os organismos estavam
debilitados. E se considerarmos os resultados obtidos apés 30 horas de
aclimatagao apresentados nesse experimento sugere-se que 30 horas deve ser
o tempo minimo de aclimatagdo antes dos bioensaios, ja que quando o
experimento foi realizado os parametros fisico-quimicos (salinidade e
temperatura) da agua da Praia do Cassino e do cultivo eram os mesmos, assim
conforme maiores amplitudes de salinidade e temperatura entre a agua do
ambiente coletado e o cultivo, possivelmente o tempo de aclimatagao sera maior.
Entretanto, alguns bioensaios que utilizaram diferentes copépodos do ambiente
(Lance 1965, Latimer et al. 1975) reportaram resultados positivos com apenas
24 horas de aclimatagao. Cabe ressaltar, porém, que populacdes diferentes, de
regides geograficas diferentes, podem responder diferentemente as variagdes
ambientais e quimicas, como ja foi comprovado por Sun et al. (2015) através da
avaliagdo de cinco populagbes da espécie Tigriopus japonicus Mori 1938,
coletadas em cinco regides diferentes de Hong Kong e cinco populagbes de
Tigriopus californicus Baker 1912, coletadas também em cinco diferentes regides
da California — USA. Estas apresentaram diferencgas intraespecificas dos valores
de sensibilidade ao cobre, sendo umas popula¢des dentro da mesma espécie
muito mais resistentes que outras quando submetidas aos mesmos testes.
Kwok et al. (2008) sugeriram que para a espécie T. japonicus um periodo

de aclimatacéao superior a 10 dias fosse realizado antes dos testes de toxicidade.
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Todavia, este copépodo é uma espécie de Harpacticoida, enquanto as espécies
aqui utilizadas sédo copépodos Calanoida.

Como esperado, o tratamento Ton demonstrou claramente o estresse
gerado devido a coleta nos organismos através da baixa sobrevivéncia média de
Acartia tonsa, e a necessidade de uma aclimatacdo antes dos bioensaios. As
taxas de sobrevivéncia para o tratamento Ton sem aclimatacdo foram
baixissimas, demonstrando que testes como este, que irdo expor 0s organismos
a um contaminante, sem aclimatagdo prévia, poderdo apresentar resultados
equivocados. Isto demonstra que um tempo minimo de aclimatagcao
antecedendo os bioensaios é fundamental, pois potencializa a taxa de

sobrevivéncia dos organismos.

3.4.2. Andlise da sensibilidade entre organismos de Acartia tonsa
cultivados e organismos recém-coletados do ambiente

Neste estudo nao foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos
que pudessem indicar uma diferenca de sensibilidade entre os copépodos
cultivados e os provenientes do ambiente. Assim, do ponto de vista estatistico,
estes resultados ndo se mostraram compativeis com os que foram apresentados
por Sosnowski & Gentile (1978), cujo trabalho demonstrou que Acartia tonsa de
populagdes coletadas do ambiente utilizada em bioensaios s&o mais sensiveis
ao cadmio e ao cobre quando comparada a populagdes cultivadas em
laboratorio.

Além disso, Lugo et al. (1998) indicou que estressores naturais podem

modificar a sensibilidade da comunidade zooplanctdnica exposta as substancias
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agroquimicas. Estes mesmos organismos se mostraram mais sensiveis a estas
substancias no ambiente natural do que quando em ambientes de cultivo em
laboratério com condigbes controladas.

Aqui foi apenas avaliada a diferenca do efeito agudo entre os tratamentos,
ou seja, letalidade, das populagcdes de A. fonsa proveniente de um cultivo
estabelecido e independente e das coletadas do ambiente. Porém, mesmo que
s6 tenha sido observada diferencga significativa entre o tratamento Tc e o controle
A, quando o grafico de sobrevivéncia média é observado, os valores resultantes
para os tratamentos Ta e Tc tendem a mostrar o contrario do que foi apresentado
por Sosnowski & Gentile (1978), ou seja, que copépodos do cultivo seriam mais
sensiveis que copépodos do ambiente. Nota-se que os menores valores de
sobrevivéncia média sao exibidos pelo tratamento Tc durante todo o tempo de
exposicdo. Ainda, os tratamentos Ta e Tc com 72 horas apresentam um p-valor
bem préximo ao limite do nivel de significancia de 5% e uma probabilidade de
sobrevivéncia dos organismos do ambiente bem maior em relagédo aos cultivados
(probabilidade de 81%), isto sugere que pode haver alguma diferenca entre estes
tratamentos. Entretanto, para se chegar a alguma conclusdo ha a necessidade
de uma investigagdo mais ampla realizando mais vezes este mesmo
experimento para testar a reprodutibilidade do mesmo, ja que existe uma
variabilidade inerente nos valores de p (Boos & Stefanski 2011). Além disso, ao
final do experimento o tratamento Ta mostrou-se, em termos de sobrevivéncia
média, ser um pouco mais eficiente, comparado ao controle C das populacoes
do cultivo, apresentando uma probabilidade de sobrevivéncia dos copépodos do

tratamento Ta em relagao ao controle C de 55%.
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Noskov (2011) comparando a sensibilidade de Daphnia magna isolada do
ambiente natural e cultivada apontou uma diferencga significativa entre esses
organismos, reportando que os cladoceros cultivados em laboratério se
mostraram mais sensiveis ao inseticida sumicidin alpha. Os resultados deste
trabalho alinham-se com estes de Noskov (2011) uma vez que foi verificada uma
menor sobrevivéncia dos copépodos do cultivo em contato com a substancia
DSS.

Os testes de toxicidade utilizam, sempre que possivel, um grupo de
espécies que representam uma ampla gama de sensibilidade (Rand 1995).
Neste caso, os copépodos do cultivo, por apresentarem a maior mortalidade
média durante o experimento em relagdo aos controles e tratamentos,
possivelmente, podem estar indicando uma maior sensibilidade em relacdo aos
organismos do ambiente. Assim se estes organismos cultivados séao utilizados
nos bioensaios, o0s resultados dos mesmos estariam dizendo que uma
substancia seria toxica para A. tonsa do cultivo, mas ndo para as espécies
provenientes do ambiente. Porém, mais estudos s&o necessarios para chegar a
resultados estatisticos condizentes.

Contudo, as populagdes de organismos cultivados em laboratério tém
assumido o papel de representar as espécies como um todo em testes de
toxicidade, e os resultados dos bioensaios realizados com estes organismos tém
sido livremente aplicados em situagdes do meio natural (Klerks 1987). Essa
técnica tem sido muito criticada no meio cientifico (Luoma et al. 1983, White &
Champ 1983, Levin & Kimball 1984, Kimball & Levin 1985). Segundo Klerks

(1987) o motivo das criticas surge de muitas evidéncias que apontam que pode
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existir uma alta variacdo na tolerdncia a agentes téxicos entre diferentes
populagdes de uma mesma espécie.

O ciclo de vida dos copépodos ¢é curto quando comparado com a maioria
das espécies aquaticas utilizadas em cultivos, proporcionando varias geragoes
em um curto periodo de tempo. Essas varias gera¢gdes com um tempo de vida
curto podem resultar tanto em respostas fenotipicas positivas quanto negativas
devido as mudancgas nas condigdes ambientais (Tiselius et al. 1995).

Ja foi demonstrado que o cultivo em condi¢des artificiais é caracterizado
por mudancas genéticas no comportamento, na morfologia ou na fisiologia dos
organismo (Doyle 1983). Os cultivos de A. fonsa do CONECO foram
estabelecidos ha oito anos, com adi¢cdo de alguns organismos, ao longo do
tempo, doados ora do cultivo do Laboratério de Zooplancton ora de coletas
realizadas pelo mesmo Laboratério e ja passaram por muitas geragdes (> 112
considerando-se um ciclo de 26 dias). Entretanto os organismos que foram
adquiridos do cultivo do Laboratério de Zooplancton ja vinham com um histérico
de copépodos cultivados agregado, sendo possivel que os mesmos ja
apresentassem as caracteristicas e resisténcias que organismos de cultivos
manifestam. Mesmo que estes cultivos tenham recebidos copépodos do
ambiente ao longo do tempo, o espagcamento entre uma adig&do e outra pode ser
importante, Alajmi et al. (2015), reportaram através da taxa de mortalidade e a
producado de ovos uma maior resisténcia para o copépodo Calanoida da espécie
Parvocalanus crassirostris Dahl 1894 cultivado por dois anos, em relagdo aos
organismos da mesma espécie coletados do ambiente. Assim, o cultivo do

CONECO pode, teoricamente, ter adquirido caracteristicas fenotipicas
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negativas, jd& que a resposta de sobrevivéncia média indicou os menores
resultados para esta populagéo.

Existe um efeito chamado perda da aptidao gerada devido ao longo tempo
de cultivo, particularmente a endogamia, os quais estao suscetiveis a acumular
através de geracdes (Araki 2007), e devido ao longo tempo de cultivo em que os
copépodos testados se encontravam, possivelmente poderiam estar sendo
influenciados por esse fenémeno.

A aptidao esta associada com o nivel de variagdo genética da populagao
(Mitton 1997). Em geral, assume-se que a sobrevivéncia de uma populagédo ao
longo do tempo depende de um nivel suficiente de variacdo genética dos
organismos, o qual ira permitir que se adaptem as mudangas no ambiente
(Frankham 2005).

Assim, poderiamos sugerir que a variagdo genética seja um fator
relevante que poderia estar contribuindo para a maior resisténcia aos
organismos do ambiente ou a menor resisténcia dos organismos do cultivo.
Porém, para chegar a uma conclusdo € necessario realizar experimentos
genéticos.

Por outro lado, podemos inferir que os organismos que foram coletados
na Praia do Cassino e que passaram pelo tempo de aclimatagao de 30 horas,
tempo pré definido na secado 3.3.1, encontravam-se em 6timas condicdes
nutricionais e fisicas, devido a alta sobrevivéncia no controle (100%). Vale
ressaltar que esse tempo, se mostrou eficiente neste experimento com o controle
A e o tratamento Ta apresentando 100% e 90% de sobrevivéncia,

respectivamente, ao longo do experimento, mesmo com uma diferenga na
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temperatura de 5 °C e na salinidade de 6 pontos a menos, quando comparada
com a agua marinha que eles foram aclimatados. Talvez maiores diferengas
nesses parametros fisico-quimicos entre a agua do ambiente e a da agua
marinha que os organismos foram aclimatados, necessite de maiores tempos de
aclimtacéo, entretanto para se responder essa questao devem ser realizados
mais outros experimentos. Contudo, os copépodos do ambiente que foram
utilizados neste experimento estdo representando somente um conjunto das
condi¢cdes nutricionais e do ambiente do momento coletado, de um ambiente
dinAmico que é a Praia do Cassino. Enquanto o cultivo representaria as
condi¢cdes ambientais e nutricionais ideais para Acartia tonsa, ou seja, 0s animais
em laboratoério sdo alimentados com excesso de alga e os organismos fracos e
debilitados ndo estdo sujeitos a eliminagdo por predagdo, ao contrario dos
copépodos do ambiente, que crescem em um ambiente com variacdo da fonte
de alimento e com um risco continuo de serem predados. Tiselius et al. (1995)
reportaram que em cultivos continuos de copépodos, os mesmos estariam
sujeitos a diferentes fatores seletivos comparados aos do ambiente natural. Além
disso, os organismos do cultivo sdo 6timos para se obter resultado relativos a
um fator na atividade do copépodo, mas € menos claro até que ponto pode-se
confiar nos resultados gerados utilizando organismos de laboratério, pois a
redugdo do risco de predacdo e a selecdo continua para o crescimento
rapido/reproducao elevada podem criar respostas funcionais alteradas (Tiselius
et al. 1995).

Por esses motivos supracitados, existe uma necessidade de se repetir

mais vezes este mesmo experimento avaliando essa diferenga na sensibilidade
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entre organismos do cultivo e organismos de diferentes ambientes. Pois, além
da literatura apresentar resultados divergentes, os resultados aqui apresentados
também sao discordantes, ou seja, que nao existe diferenca significativa de
sensibilidade entre populagbes de organismos do ambiente e cultivo. Porém,
também deve-se realizar mais testes de sensibilidade ao longo do tempo com os
organismos do meio ambiente para avaliar essa sensibilidade e poder comparar

com 0s organismos de um cultivo.

3.4.3. Avaliacao da sensibilidade entre machos e fémeas de Acartia tonsa
expostos a antimicrobianos

No experimento realizado neste estudo nao foi apresentada nenhuma
diferencga significativa entre os tratamentos Tm* e Tr* € entre os mesmos e os
controles. Stringer (2012), demonstraram que para o copépodo Harpacticoida
Robertsonia propinqua Scott 1894 nao houve nenhuma diferenca na
sensibilidade entre machos e fémeas ao zinco e a atrazina. Entretanto como R.
propinqua é um copépodo Harparcticoida e muitos estudos reportaram uma
maior sensibilidade de copépodos Calanoida que copépodos Harparcticoida a
uma variedade de substancias quimicas (Ward & Ballantine 1985, O’Brien et al.
1988, Di Toro et al. 1991, ANZECC 2000, Stringer 2012), esperava-se que 0S
resultados aqui demonstrassem uma diferenga na sensibilidade entre machos e
fémeas.

Medina et al. (2002) demonstraram através de um experimento, que
fémeas de Acartia tonsa sao mais tolerantes a cipermetrina. De uma outra forma,

aqui, quando observada apenas a sobrevivéncia média e também a
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probabilidade de sobrevivéncia entre um tratamento em relagao ao outro, nota-
se que existe uma propensdo em aumentar a sensibilidade dos copépodos
machos expostos aos antimicrobianos em relacdo as fémeas expostas aos
antimicrobianos e aos controles. E a probabilidade de sobrevivéncia do Tr- em
relacdo a Tm+- ao longo do tempo também aumenta, sugerindo que se tivéssemos
conduzido os experimentos por mais 24 horas, seria plausivel supor que se
acentuassem as diferencas e diferengcas significativas pudessem ser
observadas.

Sabe-se que machos de copépodos sao fisiologicamente mais sensiveis,
pois apresentam um metabolismo mais rapido e com menos estoque de lipidios
que fémeas (Avery et al. 2008). Além disso, sdo menores que as fémeas (Landry
1983) e mais predados, pois precisam procurar fémeas para o acasalamento
(Kigrboe 2006). Ainda, muitos estudos ja comprovaram uma maior tolerancia de
fémeas em relagdo a machos a diversos fatores como: variagdes nos parametros
ambientais (i.e. salinidade, temperatura, pH, etc.) (Kelly et al. 2012), a fome
(Colin & Dam 2003, Avery & Dam 2007, Raisuddin et al. 2007), contaminantes
(Di Pinto et al. 1993, Carman & Todaro 1996) e toxinas de algas (Avery et al.
2008). Assim, especula-se que a inexisténcia de diferencas significativas na
sensibilidade entre os sexos neste experimento seja devido a utilizagdo de uma
combinagao de antimicrobianos previamente testada por Lopes (2014) e Agostini
et al. (2016) que nao apresentou nenhum efeito letal a esta espécie.

Apesar dos resultados aqui encontrados, a realizacdo de um experimento
com uma substancia de referéncia como o DSS para a verificacdo desta

diferenca da sensibilidade entre os sexos de Acartia tonsa e uma pesquisa mais
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aprofundada neste assunto é muito importante para testes de toxicidade, para a
protecdo do meio ambiente e também para testes ecoldgicos. Ja que existem
muitos fatores que colaboram para a mortalidade dos machos de copépodos,
podendo assim limitar o sucesso da fertilizacdo, levando ao declinio da
populagédo (Kigrboe 2007). Além da possibilidade de testes sem distingdo de
sexo apresentarem variacbes na sensibilidade, as quais podem modificar a

toxicidade dos testes agudos (Sprague 1995).

3.4.4. A alimentacao durante os bioensaios

Durante os experimentos os copépodos foram alimentados a cada 24
horas com uma concentragdo de 20.000 cel.mL da diatomacea Conticribra
weissflogii. Os experimentos de toxicidade aguda nao realizam esse procedimento
(ISO 14669 1999, |hara et al. 2010, Lopes 2014). Segundo Dagg (1977) o
copépodo Acartia tonsa, pode sobreviver por volta de 48 horas sem ser
alimentado, mas antes disso ocorrer o copépodo primeiramente ira passar por
processos como: a diminuicdo na energia utilizada na alimentacao (Frost 1975);
diminuicdo do metabolismo (Conover & Coner 1968, Harris 1973), o crescimento
cessara (Marshall & Orr 1955) e diminui¢do na produgao de ovos (Checkley 1980).
Assim, a condig¢ao nutricional do organismo € muito importante antes e durante o
teste, pois pode modificar a aparéncia da toxicidade da substancia quimica (Lanno
et al. 1989). Alimentar o organismo ird aumentar seu metabolismo e
consequentemente a sua absorgdo e a taxa de depuracao do toxicante (Jobling
1981). Por exemplo, ja foi observado que a alimentagé&o diminui a toxicidade do

cobre em Acartia tonsa (Sosnowski et al. 1979), bem como a toxicidade do
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sulfonato de aquibenzeno linear em Daphnia magna (Taylor 1985). Entretanto, a
alimentagao pode também interagir com o contaminante e diminuir essa toxicidade
(Erickson et al. 1998). Neste trabalho n&o foi avaliado o efeito da alimentacdo nos
testes de toxicidade, houve uma maior preocupagcado em relagéo a fisiologia, ou
seja, ao efeito do estado nutricional de A. fonsa nesses testes. Contudo, um teste

avaliando este efeito para melhores conclusbes deve ser realizado.

3.5. Conclusao

e Recomenda-se um tempo de aclimatagéo pré-bioensaios dos organismos
coletados do ambiente de 30 horas. Este tempo é suficiente para permitir
que os organismos debilitados se recomponham aumentando a
sobrevivéncia dos organismos;

¢ Nao foi verificada nenhuma diferenga significativa na sensibilidade entre A.
tonsa do ambiente e do cultivo;

¢ Na&o foi encontrada diferencga significativa na sensibilidade aguda entre
machos e fémeas de A. tonsa a essa combinacao de antimicrobianos, a
qual ja ndo havia demonstrado um efeito agudo aos copépodos da mesma

espécie (Lopes 2014).
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O presente estudo trouxe informacdes e esclarecimentos relevantes em
relacdo aos procedimentos e métodos de bioensaios utilizando o copépodo
Acartia tonsa. Apresentamos evidéncias que o método utilizando uma malha de
rede de 180 um para separar adultos de estagios imaturos desses copépodos nao
é eficiente, bem como o uso de um volume minimo de 25 mL nas UE ndo é
adequado devido as possiveis alteragcdes nos parametros fisico-quimicos do meio
utilizado. Além disso, este trabalho trouxe mais conhecimento sobre o uso de um
modelo estatistico mais adequado, como o GLM, para este tipo de bioensaio e
também o tempo minimo de aclimatacao para se utilizar A. tonsa do ambiente.

Devido a necessidade de facilitar a realizagdo da separagdo dos
organismos, talvez uma maneira eficaz de resolver este problema seria tornar
estes copépodos mais lentos por meio da utilizacdo de determinados métodos,
assim sugere-se a realizagdo de bioensaios testando a toxicidade, tanto aguda
quanto crénica,o tempo de recuperagdo do copepodo e adequagado de técnicas
como: a utilizagao de anestesias, como a MS 222 (ethyl m-aminobenzoate), a qual
ja é utilizada em trabalhos de zooplancton (Bamstedt et al. 2000, Durbin et al.
2012); e a redugao temporaria da temperatura da agua, ja que A. fonsa é capaz
de tolerar uma grande faixa de temperatura (-1 a 32 °C) (Gonzélez 1974) e
sobreviver a mudangas repentinas no ambiente (Mauchline 1998).

Entretanto, os experimentos relacionados com a melhor densidade de
estocagem para os bioensaios utilizando A. fonsa, a diferenga na sensibilidade
entre machos e fémeas de copépodos dessa espécie e a diferenca na
sensibilidade entre organismos do cultivo e recém coletados do ambiente, nao

demonstraram diferencga significativa entre seus tratamentos. Porém, na literatura
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consta informagbes, sobre a biologia e fisiologia de A. fonsa e também sobre
fatores e mudancas nos cultivos que podem afetar o comportamento, a morfologia
ou a fisiologia dos organismos.

Por esses motivos, sugere-se a repeticdo do experimentos avaliando a
melhor densidade de estocagem para os bioensaios utilizando A. tonsa utilizando
a substancia DSS, pois existe a possibilidade de que os copépodos utilizados
neste experimento tenham adquirido uma resisténcia ao ambiente de cultivo.
Também, executar um outro experimento avaliando a relagdo da sensibilidade
entre os organismos de cultivos em altas densidades e por longo periodo de
tempo e organismos de cultivos em menores densidades e curto periodos de
tempo, utilizando os mesmos tratamentos deste experimento, pode trazer uma
resposta mais apurada em relagdo a melhor densidade de estocagem.

A sensibilidade entre os sexos dos copépodos é também uma questao
importante como foi enfatizado neste trabalho, logo realizar outro experimento
avaliando a diferenga na sensibilidade entre machos e fémeas de copépodos de
A. tonsa utilizando a substancia DSS e adicionando mais um tratamento, além
desses dois aqui testados, em que nado haja distingdo de sexos desses
organismos, é muito importante para se chegar a uma resposta mais concreta
sobre este tépico.

Como também ¢é importante repetir o experimento da avaliacdo da
diferenca na sensibilidade entre organismos do cultivo e recém coletados do
ambiente, ja que o cultivo no qual os copépodos foram utilizados ja esta
estabelecido ha oito anos. Ainda, o valor de p relacionado aos tratamento Ta e

Tc se encontra bem proximo ao limite do nivel de significancia de 5% sugerindo
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que possa existir ou ndo alguma diferencga significativa entre estes tratamentos.
Se os organismos do cultivo forem mais sensiveis que do ambiente, significa que
os testes toxicolégicos ndo estejam representando bem o ambiente. Vale
ressaltar, que existem trabalhos de toxicidade que estabeleceram seus cultivos
através de ovos doados de cultivos de outros laboratério, ao invés de coletarem
seus proprios organismos do ambiente (Wollenberger et al. 2003, Medina &
Barata 2004, Lauer & Bianchini 2010). A préopria ISO 14669 (1999) recomenda o
uso, preferencial, de Acartia tonsa doadas de laboratérios que ja possuem um
cultivo dessa espécie. E como foi apresentado anteriormente, existem varios
problemas relacionados a cultivo a longo prazo, isto significa que estabelecer um
cultivo através de organismos doados de cultivos de outros laboratérios, impde
0 risco de 0s mesmos apresentarem vicios e resisténcias relacionadas a esse
longo tempo de cultivo. Ainda, como ja foi mencionado anteriormente, as
populagdes de uma mesma espécie podem variar quanto a sua sensibilidade em
diferentes regides, sendo talvez importante os pesquisadores também
realizarem experimento e uma carta controle com organismos do ambiente de
sua prépria regido, para entender melhor como o ambiente da regido de
interesse esta respondendo a toxicidade de determinados contaminantes. Talvez
para contornar este problema, e também o fato de que copépodos do ambiente
apresentam uma variagao sazonal na abundancia (Crapp 1971), seria iniciar um
cultivo e o manter no laboratério, a0 mesmo tempo que uma vez por més ou a
cada dois meses, realizar uma coleta para adquirir A. fonsa do ambiente e
agrega-las ao cultivo ja existente no laboratério. Assim possibilitara o aumento

da variabilidade genética do cultivo. Consequentemente o laboratério nao
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correra o risco de nao possuir Acartia tonsa no periodo desejado, e os
copépodos deste cultivo poderdo representar melhor o ambiente sem
demonstrarem os vicios e resisténcias gerados por cultivos de longo periodo.
Porém, deve-se realizar testes para a confirmacgao desse esforco de coletar os
organismos uma vez por més ou a cada dois meses.

Como foi verificado na literatura, existe também uma maior sensibilidade
dos estagios iniciais do que adultos, logo avaliar essa diferenga de sensibilidade
entre os estagios de desenvolvimento de Acartia tonsa ao DSS, pode trazer
respostas mais apuradas e reais sobre qual a concentragao letal minima que
pode realmente afetar esta espécie, pois uma vez afetados os estagios iniciais,
0s organismos ndo chegardo a fase adulta impossibilitando a reprodugéo,
afetando assim toda a teia alimentar do ambiente marinho.

A alimentagdo durante o bioensaio pode, também, ser um fator que
colaborou para a nao deteccdo da diferenca na sensibilidade de parte dos
experimentos, pois pode ser que através da aplicagdo do volume com a
concentracao de Conticribra weissflogii, ocorreu a amenizagao do efeito do DSS,
ja que houve uma pequena diluicdo do meio nesse procedimento. Além do
experimento testando o efeito da alimentagcao nos bioensaios, a realizacdo de
um experimento avaliando o efeito da alimentagdo em conjunto com a renovagao
do meio pode trazer respostas mais satisfatérias e coerentes relacionadas a
sensibilidade de Acartia tonsa.

Outras questbes importantes, que também devem ser pesquisadas e
levadas em consideracdo é sobre os residuos que serdo produzidos através

destes testes, além do transporte e quantidade de meio das amostras
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ambientais, porém sempre pensando nas questdes fisioldgicas e biolégica do
copépodo, para que o teste ndo perca sua qualidade.

Assim, devido as perguntas que surgiram através dete trabalho e sabendo
da importancia dos bioensaios para a protecdo dos ambientes estuarinos e
marinhos, incentiva-se a continuidade dessa linha de pesquisa, em conjunto com

um Laboratdrio de Toxicologia.
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Apéndice |: Scprit do programa R versédo 3.3.1 (2016) (R CORE TEAM 2016), para o modelo
linear generalizado (GLM) do experimento da avaliagdo do potencial de retengédo do copépodo
Acatrtia tonsa em diferentes malhas de rede com organismos fixados.

library(readxl)
read_excel("Experimento_redemorto.xIsx")

glm= read_excel("Experimento_redemorto.xIsx")
##Analise exploratéria dos dados

glm$MR <- factor(gim$MR)

glm$EST <- factor(gim$Esta)

gIm$RET <- gim$Ret

par(mfrow=c(2,2))

boxplot(gIm$RET~gIm$MR, col="bisque")
hist(gim$Ret, col="bisque")

ggnorm(gim$Ret)

qqline(gim$Ret)

par(mfrow=c(1,1))
glm$MR=factor(gim$MR,levels=c('180','330','500"))
boxplot(gim$Ret~gim$Esta, col="bisque")
hist(gim$Ret, col="bisque")

ggnorm(gim$Ret)

qqline(gim$Ret)

HHHHHHHANOVA

anova_GLM1 <- anova(GLM1, test="Chisq")
anova_GLM1

plot(GLM1)

library(multcomp)

summary(glht(GLM1, linfct=mcp(MR="Tukey")))
summary(glht(GLM1, linfct=mcp(EST="Tukey")))
#H#funcao anti-logit ( para calcula a probabilidade de retencao)
alogit<- function(x)

{p<- 1/(1+exp(-x))

p

#HHHAHH#H#H#GLM binomial with interactions

GLM2 <- gim(formula=cbind(RET+1, c(51-RET)) ~ MR+EST+MR*EST, family =
binomial(link="logit"), data=glm)
summary(GLM2)

ctable <- coef(summary(GLM2))
write.csv(round(ctable, 3),"GLM2.csv")
HHHHHHHANOVA

anova_GLM2 <- anova(GLM2, test="Chisq")
anova_GLM2

plot(GLM2)

summary(glht(GLM2, linfct=mcp(MR="Tukey")))
summary(glht(GLM2, linfct=mcp(EST="Tukey")))
library(lsmeans)

GLM2list= pairs(Ismeans(GLM2, ~ MR|EST))
GLM2list2= pairs(lsmeans(GLM2,~ EST|MR))
rbind(GLM2list, GLM2Iist2)

##H## ou

test(rbind(GLM2list, GLM2list2), adjust= "tukey")




122

Apéndice II: Scprit do programa R versao 3.3.1 (2016) (R CORE TEAM 2016), para o modelo
linear generalizado (GLM) do experimento o qual avaliou se o volume das unidade experimentais
afeta a sobrevivéncia de Acartia tonsa.

library(readxl)

read_excel("Experimento_densidade.xlsx")

#Ht24horas
Densidade=read_excel("Experimento_densidade.xlsx", sheet = 1)
summary(Densidade)

Densidade$Tratamento= factor(Densidade$Trat)
Densidade$Sobre<-Densidade$Sobrev
Densidade$Tratamento=factor(Densidade$Tratamento,levels=c("T5","T10","T20"))
par(mfrow=c(1,2))

hist(Sobre)

boxplot(Sobre)

qgplot(Tratamento,Sobre)

Densidade1= Densidade[Densidade$Temp=="24h'"]]

GLM1<- glm(cbind(Sobre+1, c(6-Sobre)) ~ Tratamento, family = binomial(link="logit"),
data = Densidade1)

summary(GLM1)

HHHHHHHANOVA

anova_GLM1 <- anova(GLM1, test="Chisq")

anova_GLM1

plot(GLM1)

library(multcomp)

summary(glht(GLM1, linfct=mcp(Tratamento="Tukey")))
HHHEHHHHHHH 480

Densidade2= Densidade[Densidade$Temp=="48h'",]

GLM2<- glm(cbind(Sobre+1, c(6-Sobre)) ~ Tratamento, family = binomial(link="logit"),
data = Densidade2)

summary(GLM2)

HHHHHHHANOVA

anova_GLM2 <- anova(GLM2, test="Chisq")

anova_GLM2

plot(GLM2)

library(multcomp)

summary(glht(GLM2, linfct=mcp(Tratamento="Tukey")))
HHHHHHHHHHHRHHEHHHRHHRHER T 2h
Densidade3=Densidade[Densidade$Temp=='72h',]

GLM3<- glm(cbind(Sobre+1, c(6-Sobre)) ~ Tratamento, family = binomial(link="logit"),
data = Densidade3)

summary(GLM3)

HHHHHHHANOVA

anova_GLM3 <- anova(GLMS3, test="Chisq")

anova_GLM3

plot(GLM3)

library(multcomp)

summary(glht(GLM3, linfct=mcp(Tratamento="Tukey")))
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Apéndice lll: Scprit do programa R versédo 3.3.1 (2016) (R CORE TEAM 2016) para avaliar o
volume minimo necessario nas unidades experimentais. Os dados obtidos dos parédmetros fisico-
quimicos foram analisados utilizando o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunn.

library(readxl)

evapo=read_excel("Evapora.xlsx", sheet = 2)

##Analise exploratéria dos dados

evapo$Tratamento= factor(evapo$Trat)

evapo$pH= as.numeric(evapo$ph)

evapo$Sali= as.numeric(evapo$Sal)

evapo$Temper= evapo$temp

evapo$Eva= evapo$Evap

evapo$EvaPer= evapo$evaper

evapo$Tempo= factor(evapo$ TEMPO)

evapo$Trat
evapo$Trat=factor(evapo$Trat,levels=c("t5a","t10a","t20a","t5f","t10f","t20f"))
trata=evapo$trata=evapo$Trat

HHHHEHEHRR A para analise de Kruskal wallis

library(readxl)

read_excel("Evapora.xlsx”, sheet = 3)

evapo?2 = read_excel("Evapora.xisx", sheet = 3)

evapo2$Tratamento2= as.factor(evapo2$Trat)

evapo2$pH2= evapo2$ph

evapo2$Sal2= evapo2$Sal

evapo2$Eva2= evapo2$Evap

evapo2$Evaper2= evapo2$evaper
evapo2$Tratamento2=factor(evapo2$Tratamento2,levels=c("t10a","t20a","t5f","t10f","t2
0f"))

kruskal.test(Sal2~Tratamento2, data = evapo2)

#i#post hoc tukey kruskal wallis

library(PMCMR)

library(dunn.test)

##H#Salinidade

kruskal.test(Sal2~Tratamento2, data = evapo2)

evapo2$Sal2 <- rank(evapo2$Sal2, ties.method = "random")
posthoc.kruskal.nemenyi.test(Sal2~Tratamento2, data = evapo2, dist = c("Tukey"))
dunn.test(evapo2$Sal2,evapo2$Tratamento2)

#it#pH

kruskal.test(pH2~Tratamento2, data = evapo2)

evapo2$pH2 <- rank(evapo2$pH2, ties.method = "random")
posthoc.kruskal.nemenyi.test(pH2~Tratamento2, data = evapo2, dist = c("Tukey"))
dunn.test(evapo2$pH2,evapo2$ Tratamento2)

###Evaporacéo

kruskal.test(Evaper2~Tratamento2, data = evapo2)

evapo2$Evaper2 <- rank(evapo2$Evaper2, ties.method = "random")
posthoc.kruskal.nemenyi.test(Evaper2~Tratamento2, data = evapo2, dist =
c("Tukey"))

dunn.test(evapo2$Evaper2,evapo2$Tratamento2)
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Apéndice IV: Valores de significancia {p-valor) e a percentagem dos valores da probabilidade
estimada (P) de um dado tratamento analisado para alguma diferenca entre dois tratamentos
analisados referida no Teste post-hoc de Tukey, o gual seguiu, a analise do modelo linear
generalizado (GLM), do experimento da avaliacdo do potencial de retencdo do copépodo Acartia
tonsa em diferentes malhas de rede. A GLM demonstrou os efeitos das interacdes (-) entre as
diferentes malhas de rede (M) e diferentes estagios de desenvolvimento de 4. tonss (EST) sobre
a retencdo de organismos (¥). “*ns” indica ndo significante,**" indica significdncia ao nivel de 0,05
e “**" ao nivel de 0.01. Para os organismos fivados ¥ & Binomial (n=50, 8), sendo & a
probabilidade de retidos. Para os organismos vivos Y & Binomial (n= ndmero de organismos
retidos + os gque passaram, 8), sendo 8 a probabilidade de retidos. O modelo da funcio GLM foi:
W~M+EST+M-EST" com funcio de ligacio “logit”. M= malhas de rede (fator em 3 niveis {130
pm; 330 ym; 500 um}). EST= estagios de desenvolvimento do copépodo Acartia fonsa (fator em
6 niveis: {CI. CII, CllI, CIV, CV, CVI}). M-EST= o efeito da interacdo entre as malhas de rede e
os estagios de desenvolvimento do copépodo A. tonss.

Variaveis Fixados Vivos
MR () EST p-valor P o-valor P
180-330 Lol | =0, 001** 100% ns 91%
180-500 Cl =0,001* 100% 0.091 94%
330-500 Cl ns 67 % ns G61%%
180-330 cn =0,001** 100%: ns 83%
180-500 cn =0,001** 100% 0.001™= 97%
330-500 cn 0,012~ 91% ns a8%%
180-330 (o 1] ] =0,001** DA% ns 90%%
180-500 i =0,001*= 100% 0., 003™ 95%
330-500 foa]]] =0,001** 99% ns T0%%
180-330 v =0, 001** 95% ns 29%
180-500 v =0,001** 100% =0,001** 98%%
330-500 v =0,001* 999% 0., 012> 91%
180-330 cw ns 63% 0.,003*~ 94%%
180-500 cwv =0,001** 99% =0,001** 99%%
330-500 cw =0,001** 99% =0,001** o97%
180-330 [oaVy | ns 50% =0,001** 962
180-500 vl =0,001** 99% =0,001** 99%
330-500 v =0, 001** 99% =0,001** o97%
180 cl-cn ns 50% ns 41%
180 cl-cm ns 50% ns 30%
180 cl-ciwv ns 50% ns 18%%
180 Cl-Cwv ns 50% ns 6%
180 cCl-cwvi ns 50% O, OO 2%
180 - ns 50% ns 38%
180 Cl-Crnv ns 50% ns 24%
180 Cclu-cwv ns 50% ns 9%
180 Cl-Cwi ns 50% 0, 00g** 3%
180 cin-civ ns 50% ns 33%
180 cCi-Cw ns 50% ns 14%
180 cln-cwi ns 50% 0, 029" 5%
180 Ciwv-CVv ns 50% ns 25%
180 Ciw-Cwvl ns 50% ns O%
180 CWw-CWV1 ns 50% ns 24%%
330 cl-cn ns 26% ns 25%%
330 ci-cm =0,001 2% ns 16%
330 cCl-Cinv =0,001** 2% ns 28%
330 Ccl-cw =0, 001 ** 0,2% ns 10%
330 Ccl-cwvi =0,001** 0,1% ns 5%
330 Cli-cm =0,001** 6% ns 55%
330 Cl-Civ =0,001** 5% ns 356%
330 Cli-Ccwv =0,001* 0.6% ns 25%
330 ClH-CWI =0,001** 0, 4% ns 16%
330 cin-civ ns 54% ns 32%%
330 Cin-Ccw =0,001** 10% ns 22%
330 CH-Cwi =0,001** 5% ns 13%
330 Civ-CWv =0,001** 8% ns 37%
330 Cihwv-Cwvi =0,001** 5% ns 25%
330 CW-CWV1 ns 37 % ns 36%%
500 cl-cn ns 63% ns 52%%
500 cr-cm ns A45% ns 37%
500 ns 56% ns 56%
500 =0, 001** 8% ns T4%
500 =0,001** 10% ns 60%
500 ns 33% ns 26%
500 ns 43% ns 44%
500 =0,001** 5% ns 63%
500 =0,001** 6% ns 47 %
500 ns 60% ns 69%
500 =0,001** 10% ns 33%
500 =0,001** 11% ns T2%
500 =0,001** 7% ns 68%
500 =0,001** 8% ns 54%
500 ns 53% ns 35%

Os walores gue nao sao significativos, mas gue se encontram perto do limite de
significéncia aoc nivel de 0,05, estdo apresentados na tabela. Os valores foram
considerados perto do limite de significAncia quando os mesmos fossem menor ou
igual a 0.1.
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Apéndice V: Medidas morfométricas dos estagios de desenvolvimento do copépodo Acartia
tonsa do experimento avaliagdo do potencial de retengéo do copépodo A. fonsa nas diferentes
malhas de rede. Valores minimos e maximos, médias e desvios padrdes apresentados entre
parénteses. Cl — copepodito 1; Cll — copepodito 2; Clll — copepodito 3; CIV — copepodito 4; CV
— copepodito 5; CVI — copepodito 6. N — numero de organismos medidos.

Estagio Comprimento Comprimento total Comprimento do Largura do N
total (um) *(um) prossoma (pm) prossoma (um)
Rede de 180
Cl 321- 422 400-500 300-350 100-150 150
(408+20,99) (485+24,26) (345%14,59) (142+18,07)
Cll 348-549 400-600 350-400 150-150 150
(503+29,70) (555+30,04) (39914,08) (150+0)
Cli 447-662 500-750 450-500 100-150 150
(575+42,56) (649+45,24) (471£24,76) (150+4,08)
Clv 556-906 600-1000 500-650 150-200 150
(711+66,84) (771£70,56) (552+34,80) (179+24,68)
cv 683-1115 800-1250 650-800 200-250 150
(875+61,46) (992+63,30) (683+33,11) (230+24,51)
CViI 740-1190 900-1400 650-900 250-300 150
(950+97,28) (1143+100,11) (768+53,81) (252+9,00)
Rede de 330
Cl 348-448 400-500 300-350 100-150 150
(414428,17) (483+29,44) (341+£18,99) (139420,78)
Cll 430-543 500-600 350-400 150-150 150
(500£29,29) (563+29,78) (400£4,08) (150+0)
cll 439-642 500-700 450-500 150-150 150
(575+39,67) (641+40,86) (468+24,08) (150+0)
Clv 567-867 600-950 500-650 150-200 150
(7104£54,27) (765+63,13) (547+36,74) (178124,94)
Ccv 732-1083 850-1200 650-800 200-250 150
(873+58,75) (992459,10) (683+33,61) (236+22,52)
CVvI 795-1195 1000-1400 650-900 250-300 150
(950+£103,08) (1170+103,95) (763+63,61) (254+21,35)
Rede de 500
Cl 300-469 315-550 250-350 100-150 150
(405+25,68) (486+32,31) (340+£21,67) (139+20,55)
Cll 431-542 500-600 350-400 150-150 150
(500+£32,49) (564+32,43) (40045,75) (150+0)
Clll 417-678 550-750 450-500 150-200 150
(575+39,46) (643+40,97) (468+24,17) (15249,83)
Clv 529-943 600-1000 500-650 150-250 150
(710466,30) (766+67,59) (553+38,33) (185+23,56)
Ccv 732-1017 850-1150 650-750 200-250 150
(875+57,42) (994158,48) (674+28,79) (226+25,05)
CVvI 744-1134 950-1350 650-900 200-300 150
(950+£103,08) (1170+103,95) (773+63,61) (261+£21,35)

Comprimento total * refere-se a medida do comprimento tomada até o final das cerdas da furce
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Apéndice VI: Medidas morfométricas dos estagios de desenvolvimento do copépodo Acartia
tonsa que passaram pelas diferentes malhas de rede. Valores minimos e maximos, e médias e
desvios padrdes apresentados entre parénteses. Cl — copepodito 1; Cll — copepodito 2; CIII —
copepodito 3; CIV — copepodito 4; CV — copepodito 5; CVI — copepodito 6. N — nimero de

organismos medidos. “np” indica nenhum passou.

Estagio Comprimento Comprimento total Comprimento do Largura do N
total (um) *(4m) prossoma (um) prossoma (um)
Rede de 180
Cl np np np np 0
Cll np np np np 0
Clll np np np np 0
CIv np np np np 0
Ccv np np np np 0
CVI np np np np 0
Rede de 330
Cl 334-434 400-500 300-350 100-150 143
(414129,69) (480£29,69) (341£19,35) (141,96+18,43)
Cll 493-643 550-700 450-500 150-150 128
(593+38,92) (650+38,92) (469+24,66) (150+0)
cl 478-617 550-700 450-500 150-150 34
(574+35,25) (650+38,92) (469+24,66) (150+0)
CIv 593-767 650-850 500-600 150-200 39
(699+23,89) (763+31,87) (547+£19,70) (1811£24,64)
Ccv 732-882 850-1000 650-650 200-200 2
(807+106,06) (925+106,06) (650+0) (200+0)
CVI np np np np 0
Rede de 500
Cl 319-469 400-550 300-350 100-150 148
(407125,69) (488+25,69) (338+21,30) (136+22,70)
Cll 431-542 500-600 350-400 150-150 150
(500+32,49) (564+32,43) (40045,75) (150+0)
cll 497-671 550-750 450-500 150-200 147
(575+31,84) (643+41,23) (468+24,09) (15249,93)
CIv 561-943 600-1000 500-650 150-250 149
(709+63,55) (765+67,46) (549453,10) (185+23,61)
Ccv 744-1032 850-1150 650-750 200-250 112
(903+£114,99) (986+102,77) (771463,39) (261+£21,60)
CvI 794-982 900-1100 650-750 200-250 116

(945+114,99)

(1164%102,78)

(771163,39)

(260+21,60)

Comprimento total * refere-se a medida do comprimento tomada até o final das cerdas da furca




