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RESUMO

Comunidades aquaticas estdo sob forte ameaga por contaminantes quando
inseridas em matrizes agricolas. Diante disso, este estudo foi realizado em
mesocosmos, que podem ser compreendidos como sistemas artificiais que simulam
ecossistemas naturais, com comunidades zooplanctdnicas, submetidas a diferentes
niveis de concentracdao de vinhaga, um comum fertilizante gerado a partir da
destilacdo da cana-de-agucar, para buscar compreender como estas respondem
aos diferentes niveis de concentracdo e como métricas de diversidade beta
descrevem estas respostas. Identificaram-se as espécies que compunham as 15
diferentes comunidades zooplanctdonicas, nos mesocosmos antes e depois da
contaminagao da vinhacga, para verificar seu efeito em relagdo a troca de espécie,
aninhamento, riqueza e abundancia. Como resultado, encontrou-se que a agua teve
perda de oxigénio dissolvido e diminuicdo do pH com o aumento das concentragdes
da vinhaga. As comunidades nao impactadas tiveram um padréao temporal de
aninhamento (subconjuntos das comunidades anteriores) e comunidades
impactadas mudaram as abundéancias relativas das espécies mais comuns (padrao
de troca). Observou-se ainda uma espécie comum resistente (Tropocyclops
prasinus) e outra que decai linearmente em abundancia conforme aumentadas as
concentragbes de vinhaga (Notodiaptomus spinuliferus), sendo a ultima uma
potencial espécie indicadora de sistemas contaminados por vinhaca. Os efeitos da
vinhaga em comunidades aquaticas foram evidentes, sugerindo cautela ao uso

indiscriminado da substancia como fertilizante em culturas agricolas.

Palavras-chave: Comunidade Zooplanctonica, Mesocosmos, Vinhaga,
Diversidade Beta , Impacto Ambiental, Ecotoxicologia.



ABSTRACT

Aquatic communities are under strong threat from contaminants when inserted into
agricultural landscapes. This study was performed in mesocosms, which are artificial
systems that simulate natural ecosystems, with zooplanktonic communities, under
different levels of vinasse concentration, a common fertilizer generated from the
distillation of sugarcane. This work aimed to understand how zooplankton
communities respond to different concentrations and how beta diversity metrics
describe these responses. We identified species from each of the 15 different
zooplanktonic communities in the mesocosms before and after the vinasse
contamination, to verify their effect in relation to the turnover of species, nestedness,
richness and abundance. We found that the water had a loss in dissolved oxygen
and a decrease in pH with increasing vinasse concentrations. Non-impacted
communities had a temporal nested pattern (subsets of previous communities) and
impacted communities changed the relative abundances of the most common
species (turnover pattern). We found one common resistant species (Tropocyclops
prasinus) and one that declined linearly in abundance as we increased the
concentrations of vinasse (Notodiaptomus spinuliferus), being the last a potential
indicator species of vinasse-contaminated systems. The effects of vinasse on
aquatic communities were evident, suggesting caution against the indiscriminate use
of the substance as fertilizer in agricultural crops.

Keywords: Zooplankton Community, Mesocosms, Vineyard, Beta Diversity,
Environmental Impact, Ecotoxicology.
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, os ecossistemas aquaticos tém enfrentado mudangas
significativas, resultado de varios impactos ambientais decorrentes das atividades
humanas. O aumento populacional e a exploracdo descontrolada de recursos tém
afetado e comprometido a saude de rios, cérregos, lagos, reservatérios dentre
outros corpos hidricos (McALLISTER et al., 1997).

Essas alteragbes geram uma modificagdo acentuada na biodiversidade
aquatica, em funcéo das alteragdes e desestruturacdo do ambiente fisico, quimico e
mudangas na dinamica e estrutura das comunidades biolégicas (CALLISTO,
MORETTI e GOULART, 2001).

Dentre as diversas comunidades aquaticas influenciadas pelas atividades
antropicas, destaca-se a zooplanctdnica, que € o principal elo na transferéncia de
energia e massa entre os produtores primarios e demais consumidores (ESTEVES,
2011). Muitas espécies tém sido usadas como indicadoras de qualidade de agua,
como espécies de rotiferos, cladoceros e copépodes (PERBICHE-NEVES et al.
2013, PERBICHE-NEVES et al. 2016).

Um dos principais fendmenos que implicam em modificacbes nas
comunidades aquaticas é a eutrofizagcdo dos ambientes. Esse processo é
caracterizado pelo crescimento excessivo de algas e plantas aquaticas no corpo
hidrico, e este desequilibrio € provocado pelo recebimento excessivo de nutrientes,
principalmente os nitrogenados e fosforo (THOMANN e MUELLER, 1987). O
processo de eutrofizagdo € mais comum em ambientes Iénticos como lagos,
lagunas, lagoas e represas, mas pode, menos frequentemente, ocorrer em rios por
conta das condicbes ambientais e hidrodinamica, como a turbidez e a velocidade da
agua, serem desfavoraveis para o crescimento de algas e plantas aquaticas.
Também pode ser um processo natural de envelhecimento do corpo hidrico em
razao de sedimentos advindos da bacia hidrografica aumentarem a quantidade de
nutrientes na agua (ESTEVES, 2011; MELO et al., 2008).

Entre as principais atividades humanas responsaveis pelo processo de

eutrofizacdo em lagos, lagoas e reservatérios, pode-se citar o langamento de



efluentes domeésticos e industriais, desmatamento, sedimentacao, fertilizacdo e uso
de pesticidas em lavouras (CARPENTER et al., 1998).

Diante disso, demonstra-se pertinente o estudo dos impactos da vinhacga para
a eutrofizagdo das aguas. A vinhaga, subproduto da produgao do alcool, segundo
Rossetto e Santiago (2009), comegou a ser utilizada como fertilizante em meados
da década de 1970 e, apesar de serem conhecidos seus valores nutricionais desde
a década de 1950, foi intensificado seu uso como fertilizante a partir de 1999, com o
aumento nos pregos dos fertilizantes quimicos. Dessa forma, justificam-se estudos
que busquem avaliar e compreender como 0s organismos aquaticos sao afetados e
respondem a poluicdo e a eutrofizagdo, em especial a vinhaga. Neste estudo,
buscou-se avaliar e compreender a resposta das comunidades zooplanctdonicas em
relagdo a composi¢cao de espécies e diversidade beta, apos a contaminag&do por
vinhaca em diferentes concentracoes.

De acordo com Tundisi (2000), nos ultimos anos, houve uma melhoria no
conhecimento sobre o funcionamento e estrutura dos ecossistemas aquaticos
continentais. Vistas as dificuldades de realizacdo e aplicacdo de estudos como este
no ambiente natural, em virtude do uso de contaminante (vinhaga), que ndo pode
ser empregado no ambiente natural, muitos estudos criam ecossistemas artificiais
para simular o ecossistema natural. Este estudo foi realizado em mesocosmos, que,
segundo Odum (1985), sdo ecossistemas experimentais/artificiais ao ar livre, ou

seja, estes tém por objetivo simular ecossistemas naturais.
2. OBJETIVOS

Analisar como as comunidades de zooplancton em mesocosmos respondem
aos diferentes niveis de concentragdo de um contaminante; no presente caso, a

vinhaga.
2.1 Objetivos especificos

1. Analisar se a vinhaca modifica a composicdo das comunidades
zooplanctdnicas.
2. ldentificar como os diferentes grupos taxondmicos do zooplancton

respondem ao gradiente de vinhaga.



3. Descrever como as comunidades respondem ao gradiente de vinhaga

utilizando indices de diversidade beta.
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Expansao agricola

Os periodos de expansao colonial constituiram fases importantes do
crescimento e desenvolvimento agricola. No Brasil, a cana-de-agucar, uma planta
originaria da Asia, foi introduzida no periodo colonial em alguns trechos do litoral do
pais. Em pouco tempo, a produgdo agucareira acabou superando a importancia da
atividade de extracdo de pau-brasil, tornando-se uma das principais atividades
econdmicas, o que deu inicio ao ciclo econdmico da cana de agucar, entre meados
do século XVI e XVIIl. Um dos motivos que fez com que a cana de acgucar fosse
introduzida no Brasil € a condicao climatica favoravel, como o clima quente,
ocorréncia e regime de chuvas, e o solo de massapé no litoral nordestino, onde
iniciou-se o cultivo (COTRIM, 2005).

A produgao agropecuaria passou por diversas transformagdes desde o inicio
do seu desenvolvimento, de modo cada vez mais mecanizada e integrada com a
producao industrial, dependente de recursos naturais como solo, agua e raios
solares. Nas ultimas décadas, a produgdo agropecuaria cresceu vigorosamente,
com colheitas mais produtivas e areas agricolas maiores. Grande parte do
crescimento da produgao agricola mundial é creditada a Revolugdo Verde, que se
iniciou na Europa e na América Anglo Saxbnica apos a Segunda Guerra Mundial
(BIGOTTO, VITIELLO, ALBUQUERQUE, 2010a). A Revolugdo Verde é uma
consequéncia da Revolugdo Industrial, que inovou e evoluiu técnicas agricolas,
possibilitando o aumento da produgcdo sem a necessidade de ampliar as areas
cultivadas. A justificativa para a Revolugao Verde era a necessidade no aumento da
producdo e da produtividade agricola, objetivando maior produc¢ao de alimento, visto
um aumento da populagédo mundial e da populacédo urbana em relagdo a populagao
rural, responsavel pela produgdo agricola, em decorréncia do éxodo rural (LUCCI,
BRANCO e MENDONCGCA, 2005).
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Concebida nos Estados Unidos, a Revolugcdo Verde consistiu na introdugcao
de novas técnicas de cultivos, mecanizacao das lavouras e uso de fertilizantes,
agrotoxicos e sementes selecionadas e geneticamente modificadas. A Revolugao
Verde, que produziu e fomentou a criagdo de diversos produtos, como agrotdxicos
que geram diversos impactos ambientais, foi responsavel também pela
desigualdade no campo, pois 0s pequenos agricultores nédo tiveram acesso aos
pacotes tecnologicos agricolas e, com o aumento da produtividade nas grandes e
médias propriedades, houve redugao nos precos dos produtos agricolas, a pregos
inviaveis para pequenos agricultores, diminuindo a competitividade entre o pequeno
e grande produtor (LUCCI, BRANCO e MENDONCA, 2005).

A partir do século XX, a producdo de cana-de-acucar se expandiu para os
estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Sao Paulo, entre
outros (BIGOTTO, VITIELLO, ALBUQUERQUE, 2010b). Vale ressaltar que, desde
sua introdugcdo, muitos impactos ambientais foram gerados, como, a principio, o
desmatamento da Mata Atlantica no litoral nordestino e depois com o avango do
cultivo para outras regides do pais, além do desmatamento para a obtencédo da
lenha para as fornalhas dos engenhos (JUNIOR, GANDINI, ASPIS, 2012).

Portanto, desde os primérdios até os dias atuais, o cultivo da cana-de-agucar
gera uma série de impactos ambientais como a degradagdo e a supressdo da
vegetagdo nativa para o cultivo, perda da fertilidade natural do solo, aumento de
processos erosivos, perda e ameaca a biodiversidade e contaminagao do solo e rios
por agrotoxicos. Vale ressaltar que o cultivo, que se restringia a mata atlantica no
periodo colonial, nos dias de hoje avancga pelo Cerrado e decretos recentes visam a
liberagdo no Pantanal e na Amazénia.

Segundo dados da Organizagdo das Nagdes Unidas para a agricultura e
alimentagao, em 2008, a area plantada de cana-de-agucar no mundo foi de 24 375
milhdes de hectares e a producéo de acgucar foi de 1 743 092 milhdes de toneladas.
De acordo com os dados do censo agropecuario do IBGE, a cana-de-agucar em
2006 ocupava cerca de 10% de toda a superficie cultivada do pais.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana, com cerca de sete milhdes de
hectares plantados e produzindo aproximadamente 480 milhdes de toneladas,

sendo também lider mundial na producdo de acucar e etanol. O estado de Sao
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Paulo é lider nacional no cultivo da cana, correspondendo a 55% do plantio no pais,
com uma area plantada de 5,6 milhdes de hectares, produgdo anual de 442,3
milhdes de toneladas de cana-de-agucar, o que gera 27,6 bilhées de reais (IBGE,
2016).

Os principais produtos derivados da cana-de-acucar sdo o agucar e o etanol,
que correspondem aproximadamente a 5,7% das exportacbes brasileiras
(BIGOTTO, VITIELLO, ALBUQUERQUE, 2010b). Além de matéria-prima para a
producdo de agucar e alcool, os subprodutos e residuos sao utilizados para
co-geragdo de energia elétrica, fabricagdo de ragdo animal e fertilizante para as
lavouras (EMBRAPA, 2009).

3.2 Vinhaga

De acordo com Rossetto e Santiago (2009), a vinhaga € um residuo da
produgdo do alcool. A cada litro de alcool sao gerados entre 10 e 13 litros de
vinhaca aproximadamente, com diferentes concentracdes de compostos quimicos,
de acordo com o material de origem (mosto).

A vinhaga pode ser empregada no campo de diversas formas, como através
de sulcos de infiltragdo, caminhdes-tanque, aspersdo convencional e aspersao com
canh&o hidraulico. A dose de vinhaga a ser aplicada no campo é definida de acordo
com o seu teor de potassio (ROSSETTO, SANTIAGO, 2009).

Segundo Rossetto e Santiago (2009), a aplicagdo adequada de vinhaga pode
trazer diversos beneficios, como a melhoria das propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas do solo. Isso inclui o0 aumento da matéria organica, o fortalecimento da
microflora do solo e a ajuda na mineralizagdo do nitrogénio. Além disso, a vinhaga
melhora a fertilidade do solo e aumenta sua capacidade de retencédo de agua, o que
pode resultar em uma maior produtividade da cana.

Uma das desvantagens € que o uso continuo ou em quantidades
inadequadas de vinhaga pode levar a contaminagao do lencol freatico por meio da
lixiviacdo de anions em fungdo do excesso de potassio (ROSSETTO; SANTIAGO,
2009). Ja em sistemas aquaticos, os efeitos da vinhagca s&do mais desconhecidos,
apesar de que este pode ser lixiviado para diversos corpos hidricos, especialmente

em enxurradas. Devido a elevada concentracdo de nutrientes, espera-se que a
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vinhaga tenha alto potencial de eutrofizagdo em ecossistemas aquaticos, e

consequentemente de grandes alteragdes nas comunidades plancténicas.
3.3 Fitoplancton e Zooplancton

O plancton habita diversos tipos de ecossistemas aquaticos, incluindo os
costeiros, marinhos e continentais. Esses organismos possuem capacidade de
locomocao nao eficiente em casos de correntes fortes, além de adaptagdes que
possibilitam sua flutuabilidade limitada ou permanente, e este grupo pode ser
dividido em zooplancton (animais) e fitoplancton (microalgas) (PEREIRA, 2013).

O fitoplancton compreende a um conjunto de seres plancténicos unicelulares
ou pluricelulares, clorofilados, ou seja, aqueles que realizam fotossintese. Formados
por algas microscépicas ou macroscopicas, que podem ser encontradas em formas
de coldnias ou isoladas e que flutuam preferencialmente nas superficies das aguas
(zona limnéticas), esses organismos sao responsaveis por sintetizar a matéria
organica utilizando a energia solar, junto aos nutrientes essenciais para seu
metabolismo e desenvolvimento (PEREIRA, 2013).

Por serem responsaveis por sintetizar matéria organica e como produtores,
sdo extremamente importantes para os ecossistemas aquaticos, pois sdo a base
energética da rede trofica nos corpos hidricos.

O zooplancton é formado por seres plancténicos heterotréficos, ou seja, ndo
sdo capazes de produzir seu proprio alimento. Geralmente o zooplancton se
alimenta do fitoplancton e detritos organicos em suspensao e é constituido de
multiplas espécies de animais em suspensao, predadores, herbivoros e onivoros
(PEREIRA, 2013).

Algumas espécies sdo consumidores primarios, sendo responsaveis pela
conducéo do fluxo de energia nos ecossistemas aquaticos. O zooplancton na cadeia
trofica age como intermediario entre a energia fixada pelo fitoplancton e os
predadores de topo, que muitas vezes sao de interesse para a sociedade, como é o
caso dos peixes (PEREIRA, 2013).
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3.4 Impactos ambientais em ecossistemas aquaticos

A tematica relacionada com agua e seus usos vém despertando interesse de
discussao e centralizando as atengdes mundiais nas ultimas décadas. Deste modo,
numerosos debates sobre utilizagdo, gestdo e manejo dos recursos hidricos de
modo mais eficiente e sustentavel tém sido provocados, com o objetivo de que
ocorra uma adequacao do uso desses recursos tdo escassos, bem como sua
racionalizacdo.0Os ecossistemas aquaticos, apesar de importantes para a
manutengao da vida, sofrem diariamente com impactos decorrentes das atividades
humanas, sendo que este processo acelerado de degradagdo das caracteristicas
fisicas e quimicas e bioldgicas pode trazer efeitos nocivos a saude humana e resulta
em perda de habitats para a biodiversidade aquatica. As principais atividades
causadoras de impactos ambientais nos corpos hidricos sdo: atividades de
mineracgao, que acarretam contaminagao e assoreamento; langcamentos de efluentes
domésticos e industriais, que geram contaminagao e eutrofizagdo; assim como a
fertilizagdo de lavouras, retificagdo e ocupacédo das margens, desmatamento das
matas ciliares, entre diversas outras (CALLISTO, MORETTI e GOULART 2001).

Dentre as atividades no processo de aplicacao de fertilizantes nas lavouras,
estes podem ser carreados para corpos hidricos, por meio de ventos e chuvas,
causando uma série de alteragcdes e impactos ambientais, como a eutrofizagao
ocasionada por excesso de nutrientes na agua. Assim, estudos que buscam
compreender os efeitos dos impactos ambientais nos organismos aquaticos e como
as comunidades fitoplanctons e zooplanctons respondem as alteracdes e impactos

ambientais s&o de suma importancia.
3.5 Ecotoxicologia

Para Chapman (2002), a ecotoxicologia € a ciéncia que une a ecologia com a
toxicidade, portanto é a ciéncia que busca compreender os efeitos causados por
substancias quimicas e os processos biolégicos responsaveis por estes efeitos em
diferentes tipos de organismos ou comunidades. As respostas dos efeitos da
toxicidade de alguma substancia em determinado organismo ou comunidade é

avaliada através de ensaios toxicolégicos (CHAPMAN, 2002).
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Ja Ramade (1977) define ecotoxicologia como a ciéncia que busca avaliar as
formas e niveis de contaminagdo do ambiente por poluentes artificiais e naturais,
compreendendo seus mecanismos de acdo e seus efeitos sobre um conjunto de
seres vivos. A ecotoxicologia tradicional foca em respostas que vao desde
alteragdes genéticas, comportamentais e morfolégicas, até o nivel de populagdes.
Neste caso, estudos em niveis ecoldégicos hierarquicos mais complexos, como
comunidades e ecossistemas, ainda sao menos numerosos (HAYASAKA 2014,
SCHIESARI et al. 2018).

3.6 Bioindicadores

Bioindicadores sao espécies ou comunidades bioldgicas cuja presenca,
quantidade ou distribuicao indicam a magnitude de impactos ambientais nos
ecossistemas (CALLISTO e GONCALVES, 2002). O uso de bioindicadores na
avaliacdo de impactos ambientais € de suma importancia e justifica-se pelas
diferentes respostas que animais, plantas, microrganismos e suas complexas
interacbes com o0 meio ambiente fornecem, respondendo as modificagdes do
ambiente, indicando a presenga de poluentes e como estes interagem com os
organismos, proporcionando uma melhor indicagdo de seus impactos na qualidade
ambiental dos ecossistemas (SOUZA, 2001).

Os invertebrados de modo geral, sdo os que melhor respondem as mudangas
ambientais nos ecossistemas aquaticos. Ambientes impactados apresentam baixa
riqueza de espécies e, geralmente, identificam-se espécies tolerantes e resistentes
nestes locais; deste modo, inferem-se as consequéncias ambientais do impacto

para os ecossistemas aquaticos (MATSUMURA-TUNDISI, 1999).
3.7 Diversidade Beta

O termo diversidade beta foi criado por Whittaker em 1960, tendo ele definido
diversidade beta como “a extensdo da mudanga na composi¢gao da comunidade, ou
grau de diferenciacdo da comunidade, em relagdo a um complexo gradiente de
ambiente, ou um padrdo de ambientes”. Jost (2007) estabelece diversidade beta
como a razao entre a diversidade regional y (gama) e a diversidade local a (alfa). Ja

para Baselga (2012), diversidade beta pode ser descrita por dois componentes. A
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substituicdo de espécies € um dos elementos que compdem a diversidade beta,
bem como o aninhamento, que € um padrao ecolégico referente a distribuicdo das
espécies em metacomunidades, da qual espécies encontradas em sitios com menor
riqueza sdo subconjuntos de grupos de espécies de sitios com maior riqueza de
espécies (PATTERSON e ATMAR 1986, BASELGA 2012, GOMES 2014). Estes
indices que comparam comunidades sdo comumente utilizados em estudos
ecolégicos e possuem o potencial de elucidar os mecanismos pelos quais os
impactos ambientais alteram as comunidades naturais (SIQUEIRA, LACERDA e
SAITO 2015, SOCOLAR et al. 2016).

4. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, com objetivo de simular ecossistemas, foram utilizados 15
tanques de polietileno (mesocosmos) e com capacidade de 500 litros, sendo que
continham aproximadamente 400 litros de agua filtrada com carvao ativado (sem
cloro). O desenho experimental possuia 3 mesocosmos como controles (sem
vinhaga) e 12 mesocosmos que receberam concentragdes diferenciadas de vinhaga
em um gradiente. As concentragdes utilizadas foram de 4 litros, 2 litros, 1 litro, 500
ml, 250 ml, 125 ml, 62 ml, 32 ml, 15 ml, 8 ml, 4 ml e 2 ml de vinhaga (contaminante).
Os valores selecionados foram baseados em experimentos prévios que indicavam o
total colapso das comunidades (mortalidade exacerbada e visivel de organismos,
queda de oxigénio a 0%) quando adicionado 1% do volume do sistema em vinhaga
(Prof. Dr. Evaldo Espindola, informacédo pessoal). Deste modo, o valor maximo

utilizado compreendeu a esse valor de 1% (4 litros para 400 litros do sistema).

4.1 Estabelecimento dos mesocosmos

Para a formagédo dos mesocosmos, os tanques foram lavados e higienizados
com alcool 70% e sabao liquido neutro. As unidades experimentais ficaram
dispostas diretamente sobre o solo, com protecdo com telas sombrite com
capacidade de retencao luminosa de 50% a 2,5m de altura. O sombrite foi instalado
para que os mesmos nao recebessem incidéncia de raios solares diretamente e

constantemente, de modo a nao haver interferéncias significativas na temperatura
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da agua. Os tanques também estavam protegidos com tela do tipo mosquiteiro para

que nao ocorressem interferéncias externas nas unidades amostrais.

Figura 1: Fotografia de dia de coleta, destacando-se os mesocosmos.

O fitoplancton inoculado foi coletado no dia 16/05/2019 na represa do Broa
(Itirapina-SP), com redes de malha de 20 micra, sendo que metade do volume
filtrado foi em arrastos transversais e a outra metade em horizontais. O volume
estimado filtrado para cada mesocosmo foi de 800 L (duas vezes o volume do
sistema). As amostras de fitoplancton foram homogeneizadas antes de serem
inoculadas. No mesmo dia da inoculagao do fitoplancton, foi adicionado fertilizante
agricola NPK (Nitrogénio, Fésforo e Potassio) liquido, 10:10:10, correspondente a
concentragdo de 8 mg/L® de fosforo total, valor de referéncia utilizado pela
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo - CETESB - para sistemas |énticos

oligotréficos, de modo a garantir condigdes iniciais para colonizagao do fitoplancton.

Apos 5 dias, foi realizado um procedimento de homogeneizagdo das
comunidades fitoplancténicas através da filtragem de 60 litros de cada comunidade,
homogeneizagao e redistribuicdo uniforme. Ao todo, na fase inicial, foram realizadas
quatro homogeneizacao dos tanques nos dias 20/05/2019, 22/05/2019, 24/05/2019
e 27/05/2019.
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4.2 Coleta do Zooplanctons para estabelecimento do mesocosmos

O zoopléncton foi coletado no dia 29/05 (13 dias apds a colonizagao do
fitoplancton) na represa do Fazzari, localizada no campus Sao Carlos da
Universidade Federal de Sao Carlos - (UFSCAR). As coletas foram realizadas da
borda da represa, constituindo arrastos horizontais com redes de malha de 68
micra. A partir de experimentos iniciais, verificou-se que a abundancia inicial deveria
ser muito elevada para que as comunidades se estabelecessem, portanto, para
cada mesocosmo foram filtrados 4000 litros, o equivalente a dez vezes o volume
das caixas. Apoés a inoculagao, ocorreram duas homogeneizagdes n0s mesocosmos
nos dias 03/06 e 05/06/2019:

Figura 2: Coleta de Zooplancton na represa Fazzari - UFSCAR - Sao Carlos - SP 29/05/2019.

4.3 Coleta de zooplancton (T0)

Ap6s a ultima homogeneizagdo, coletou-se a primeira amostra das
comunidades de zooplancton no dia 07/06/2019 (TO, 9 dias apds a inclusao do
zooplancton), antes da contaminagdo com a vinhaga, com o objetivo de analisar a
comunidade e a diversidade antes da contaminagcao. O material coletado foi fixado

em formol 5% para sua conservagao. As amostras correspondem a 60 litros de agua
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fitrada em redes de malha de 68 micra, ap6s homogeneizacdo do proprio

mesocosmo.

4.4 Contaminagao dos mesocosmos com vinhaga

Foram contaminados 12 tanques no dia 17/06/2019 (10 dias apds a coleta
do TO) com diferentes concentragdes de vinhaga previamente estabelecidas: 4 litros,
2 litros, 1 litro, 500 ml, 250 ml, 125 ml, 62 ml, 32 ml, 15 ml, 8 ml, 4 ml e 2 ml de
vinhaca. Deu-se este intervalo para a contaminagdo para que as comunidades se
recuperarem do disturbio gerado pela coleta no TO. Amostras dessa vinhaga foram
encaminhadas para analise quimica para obtengao da concentragéo de nitrogénio e

fésforo.

4.5 Coleta de zooplancton para analise ap6s a contaminagao (T1)

Realizou-se uma coleta apdés a contaminagdo para obter a resposta em
relagdo ao impacto da vinhagca na abundancia e diversidade do zooplancton em
diferentes tempos. A coleta foi realizada no dia 05/07/2019, 29 dias apds a primeira

coleta e 18 dias apds a contaminagao. O material coletado foi fixado em formol 5%.

4.6 Analise de parametros fisico-quimicos da agua

A fim de compreender e verificar as mudangas ocorridas na agua apés a
contaminagao por vinhaga, foram medidos parametros fisicos e quimicos da agua
como pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica, salinidade, temperatura e
turbidez com um multiparametro (Horiba). Esta medigéo foi feita nove dias apds a
contaminagao, devido ao efeito lento esperado da vinhaga no sistema (i.e. vinhaga

disponibilizando nutrientes e eutrofizagao).
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Figura 3 - Realizagdo das analises fisico-quimica da agua através de sonda multiparametro
Horiba no dia 26/06/2019.

4.7 Caracterizagao da Vinhaga

Para a caracterizagao da vinhaga, uma amostra foi levada para o Laboratério
de Quimica Ambiental da Universidade de Sdo Paulo - USP/S&o Carlos. Para obter
a concentracdo de nitrogénio, utilizou-se o método 399 NKT hach e para a

concentracao de fésforo foi usado o método 480 hach.

4.8 Analises qualitativas e quantitativas do zooplancton no experimento

Foram analisadas em laboratério as amostras de zooplancton coletadas
considerando quatro grupos zooplanctonicos: Rotifera, Cladocera, Copepoda e
Chydoridae, antes (T0) e depois (T1) da contaminagédo da vinhaga em diferentes

concentragcdes do contaminante.

Para a quantificagdo, analisou-se 2 ml ou 3 ml da amostra a depender da
quantidade de individuos encontrados (considerando um minimo de 200 individuos
por amostra). As contagens foram feitas em cadmara de Sedgwick-Rafter com
capacidade de 1 ml e aumento de 1.000x no microscépio. Os cladoceros e os

copépodes foram identificados ao nivel de espécie, e as espécies de rotiferos foram
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todas agrupadas e denominadas ao nivel de filo devido a dominancia da ordem
Bdelloidea.

4.9 Analise de dados

Realizou-se uma Analise de Componentes Principais (PCA) para resumir a
variagdo nos dados das variaveis fisicas e quimicas da agua em eixos principais.
Esta analise permite verificar quais variaveis (padronizadas) respondem de forma
similar ao gradiente e quais respondem de forma distinta utilizando eixos ortogonais

de variagdo com a maxima explicagao nos principais eixos.

Utilizou-se também wuma Analise de Escalonamento Multidimensional
Nao-Métrico (NMDS) para observar como as comunidades de zooplancton se
diferenciam no experimento em relagcédo ao tempo e ao longo do gradiente de
impacto. Esta analise resume a dissimilaridade entre comunidades em espaco
bidimensional. Para esta analise, usou-se o indice de dissimilaridade de Bray-Curtis,
indice quantitativo que considera tanto a diferenga na identidade das espécies como
na abundéancia. A correspondéncia da matriz de dissimilaridade e de distédncia no
grafico foi de 95%, indicando que o grafico € uma representagcdo consistente das

diferengas entre comunidades.

Para testar estatisticamente a relagdo das comunidades com o tempo do
experimento (TO e T1), bem como do gradiente de vinhaga, empregou-se uma
Andlise de Variancia Multivariada com Permutacdes (PERMANOVA, ANDERSON
2005). Esta analise € uma extensao multivariada de analises de variancia, em que
as variaveis resposta foram os eixos da dissimilaridade de Bray Curtis ordenadas
por uma analise coordenadas principais € as variaveis explicativas foram o tempo
(TO e T1) e as concentragbes de vinhaca. As abundancias das espécies foram
padronizadas utilizando a transformagdo de Hellinger e as concentragcdes de

vinhaga foram transformadas em log antes da analise.

A partir dos dados de abundancia, verificaram-se quais as espécies mais
representativas ao longo do experimento (veja Resultados e Discussao), que, entao,

foram investigadas em mais detalhes utilizando regressdes multiplas utilizando a
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abundancia (log) como variavel resposta e o tempo e a vinhaga (log) como variaveis

explicativas.

Por fim, calculamos a diversidade beta dos pares das comunidades, antes e
depois da contaminagéo através do indice de Bray-Curtis e dos seus componentes.
Os componentes utilizados foram de troca de abundancias balanceadas e de
gradiente de abundancias unidirecionais, analogas as medidas de troca de espécies
e de aninhamento de comunidades, mas considerando a abundancia das espécies e
nao apenas a incidéncia (BASELGA, 2013). Com esses indices de diversidade beta,
foram utilizadas regressdes lineares com as concentragdes de vinhaga (log) para
identificar como ocorrem as mudangas quando as comunidades sdo impactadas por

vinhacga.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados oito taxons de zooplancton durante o experimento, sendo
quatro de Copepoda (Mesocyclops longisetus (Thiébaud, 1912), Microcyclops
finitimus Dussart, 1984, Tropocyclops prasinus meridionalis (Kiefer, 1931),
Notodiaptomus spinuliferus Dussart & Matsumura-Tundisi, 1986, dois Cladocera
(Bosmina longirostris (O. F. Mlller, 1776) e Moina minuta Hansen (1899), além de
Rotifera e Chydoridae, os quais ndo foram separados em nivel de espécies. Dessa
taxa, Rotifera foi o grupo mais dominante (92% da abundancia total no
experimento), seguido de dois copépodes que foram relativamente abundantes, N.
spinuliferus com 5% da abundancia total e T. prasinus com 2%. Comparando a
riqueza zooplanctonica do experimento com dados de sistemas Iénticos reais (e.qg.
Represa do Fazzari - local onde as amostras inoculadas foram coletadas),
encontra-se uma baixa riqueza. Ainda assim, mesmo com uma composi¢cao
simplificada do zooplancton, os resultados possuem generalidades que podem ser
uteis ao entendimento das dindmicas ecologicas de sistemas aquaticos
contaminados por vinhacga, levando em consideragdo nosso desenho experimental

controlado e abordagem ecologica de comunidades.

A analise quimica da vinhaga revelou que a concentragao de nitrogénio total

foi de 135+0.13 (mg/L) e a de fosforo total 0,22 £0.01 (%m/v). Tais concentragdes de
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nutrientes afetaram as variaveis fisicas e quimicas da agua. E possivel observar na
PCA abaixo (Figura 4) e na tabela 1 que com a contaminagdo de vinhaga a
condutividade e a turbidez da agua aumentam, em contrapartida o oxigénio
dissolvido e o pH diminuem, isso se deve potencialmente ao fato da mudanga do

estado de trofia da agua.

Temperatlira
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Figura 4 - Andlise de componentes principais indicando a variagao das caracteristicas da agua

em relagdo a concentracao de vinhaga utilizada em experimento de mesocosmos.

A temperatura ndo teve relacdo com a contaminacdo, indicando que a
incidéncia de luz nao afetou os parametros fisicos e quimicos no experimento de
forma diferenciada entre os mesocosmos. Neste sentido, deve-se ressaltar que as
variaveis oxigénio dissolvido e pH sdo de suma importancia para a vida aquatica,
sendo variaveis utilizadas em monitoramentos de sistemas aquaticos praticados por
orgaos ambientais (e.g. CETESB). O potencial hidrogenibnico - pH, de acordo com
Esteves (2011), é de importancia para estudos de ambientes aquaticos, pois o pH
oferecera condigdes ou ndo de sobrevivéncia das espécies. Souza (2012) afirma
que pH tem forte influéncia na selecdo das assembleias zooplanctdnicas e os
impactos nos organismos ocorrem em relagdo ao crescimento e a reprodugao

refletindo em alteragées na abundancia e riqueza. Esteves (2011) sugere ainda que,
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com a diminuicdo do oxigénio dissolvido, ocorre 0 aumento do gas carbdnico,

consequentemente diminuindo pH.

Figura 5 - Mesocosmo contaminado com Vinhaga destacando a clara diferenga de turbidez e

coloragao.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da agua nos mesocosmos contaminados com

vinhaga. Medicoes realizadas no dia 26/06/2019.

Mesocosmo Vinhaca (ml) pH Condutividad Turbidez OD  Temperatura
e (uS) (NTU)  (mg/ °C
1)
A3V1 (controle) 0 8,19 0,043 7 8,47 21,2
A4V2 (controle) 0 7,91 0,039 8 7,7 21,2
E4V3 (controle) 0 8,10 0,035 9 8,19 15,4
A2V4 2 7,99 0,037 3 8,44 21
D5V5 4 6,85 0,027 5 7,6 19,3
E6V6 8 6,78 0,026 6 6,3 17,7
A1V7 15 7,15 0,04 6 7,54 21,1
C2vs 32 7,02 0,03 8 7,2 19,4
B1V9 62 6,75 0,031 7 6,21 20,5
B3V10 125 6,65 0,032 9 6,55 20,7
B12V11 250 6,73 0,072 8 5,75 20,6
E1V12 500 6,87 0,036 9 4,83 17,7
C5V13 1000 6,84 0,065 2 3,42 19,9
B6V14 2000 6,39 0,104 1 0,07 20,1
C3V15 4000 6,10 0,155 27 0,04 19,1
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A NMDS indicou que tanto o efeito do tempo quanto o efeito da vinhaga é
aparente, separando e estruturando as comunidades nos dois eixos do grafico
(Figura 6). Destaca-se que as comunidades n&o impactadas se encontram mais
proximas entre si e as comunidades impactadas estdo ao redor. Considerando o
tempo como fator (Figura 6, lado direito), pode-se identificar que as comunidades
antes e depois tendem a ter comunidades distintas. Esta estruturagdo foi
estatisticamente suportada pela PERMANOVA, que indicou efeito tanto da vinhaga

como do tempo na composigao das comunidades (Tabela 2).
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Figura 6 - Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico, discriminando as
comunidades de zooplancton em experimento de mesocosmos em relagdao a concentragao de

vinhaga e o tempo de experimento.

Tabela 2 - Resultados da PERMANOVA, realizada com as comunidades de zooplancton, tendo

como variaveis explicativas vinhaga e tempo.

Graus de liberdade Estatistica F R2 P Valor
Vinhaga 1 45.020 0.41911  0.001
Tempo 1 35.398 0.32953  0.001
Residuals 27 0.25136
Total 29
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Com o intuito de descrever em detalhes a variacdo das comunidades
impactadas pela vinhaga, foram utilizados graficos de dispersdo com médias
moveis. A partir dos graficos abaixo (figura 7 e 8), observa-se que as comunidades
inicialmente possuiam menor dominancia (abundéncias similares entre as varias
espécies) e que Notodiaptomus spinuliferus, Tropocyclops prasinus e principalmente
rotiferos dominaram apdés 29 dias de experimento, independentemente da

contaminacgao (Figura 8).
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Figura 7 - Taxons zooplanctonicos em mesocosmos antes da contaminagdo de vinhaga.
Cada ponto indica o log da abundancia em um determinado mesocosmo. As linhas de
tendéncia representam médias moéveis. No inicio, esperava-se que as abundancias fossem

similares entre os mesocosmos (linha de tendéncia linear).
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Figura 8 - Comunidades de zooplancton em mesocosmos apoés 29 dias da contaminagao de
vinhaga. Cada ponto indica o log da abundancia em um determinado mesocosmo. As linhas
de tendéncia representam médias méveis. O eixo X indica o gradiente de vinhaga em log(L).
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Para detalhar a dindmica das populagbes dos trés grupos dominantes

(Rotifera, N. spinuliferus, T. prasinus) foram utilizadas regressées multiplas com a

concentracdo da vinhaca e o tempo como variaveis explicativas. Os rotiferos se

tornam dominantes ao longo do experimento sem efeito da vinhaga, pois

comunidades com menor abundancia inicial mantiveram o padrédo no final (Tabela

3). Este resultado indica que mesmo concentragbes muito altas de vinhaca (e.g. a

maior concentracdo da vinhaga correspondia a 1% do volume total do sistema - 4

litros em 400 litros) ndo afetam o crescimento populacional de rotiferos.

Tabela 3 - Regressdao multipla dos grupos de zooplancton mais abundantes no experimento,

com vinhaga e tempo como variaveis explicativas.

Taxa Fatores Estimativas Erro padréo Valor da P valor
estatistica t

Rotifera Intercepto 4.0502 0.4454 9.093 <0.0001
Vinhaga -0.1829 0.1038 -1.762 0.0893
Tempo 6.0726 0.8841 6.868 <0.0001

N. spinuliferus Intercepto 5.57656 0.31638 17.626 <0.0001
Vinhaga -0.37213 0.07372 -5.048 <0.0001
Tempo 1.77040 0.62797 2.819 <0.0001

T. prasinus Intercepto 3.5841 0.4870 7.360 <0.0001
Vinhaga -0.1837 0.1135 -1.619 0.117
Tempo 1.7582 0.9666 1.819 0.080
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Notodiaptomus spinuliferus apresentou variagdo na abundéancia explicada
tanto pelo tempo como pela vinhaga. No grafico (Figura 9), pode-se verificar uma
relagdo negativa entre a concentracdo de vinhaga e a abundéncia da espécie.
Apesar do efeito significativo do tempo, pode-se observar no grafico que N.
spinuliferus possuiu abundancias similares entre os tempos, principalmente nos
mesocosmos controle, sendo fortemente influenciado pela vinhaga, um bom
indicativo para o uso da espécie como monitora de impactos da vinhaga em
sistemas aquaticos. Matsumura-Tundisi & Tundisi (2003) apontam que algumas
espéecies de copépodes calandides sdo sensiveis a variacbes de determinadas
variaveis, especialmente em relagdo a condutividade elétrica, o que pode explicar a

variagao para esta espécie.

Nota-se que a abundéncia de Tropocyclops prasinus nao foi explicada pelo
tempo ou pela vinhaca, sendo também uma espécie resistente a vinhaga. Em
grandes concentragdes de vinhaga, apos 20 dias da contaminagéo, encontram-se
apenas Rotiferos e Tropocyclops prasinus, porém, dado o fato de que rotiferos
dominam normalmente em qualquer situagao, T. prasinus aparenta ser uma especie
especialmente importante em sistemas com presenca de vinhaca. Além disso, os
resultados marginalmente significativos da vinhaga em Rotifera, bem como do
tempo para T. prasinus, sugerem que em um prazo mais longo, 1. prasinus deve

dominar estes sistemas.

De modo geral, as regressdes multiplas indicam que N. spinuliferus tende a
decair com a contaminagao por vinhaga e T. prasinus tende a resistir, sendo,
portanto, potenciais espécies a serem investigadas em detalhes. Tropocyclops
prasinus é reconhecidamente uma espécie resistente a variagbes ambientais, sendo
comumente dominante em sistema mesotroficos e eutréficos, assim como em
sistemas temporarios como bromélias, pogas e locais com baixo pH (SILVA 2011,
REID & JANETZKY 1996, BRUNO et al. 2002; PERBICHE-NEVES et al., 2013,
2016). Essa espécie possui uma estratégia reprodutiva de gerar poucos ovos, mas
de grande tamanho (REID & JANETZKY 1996), o que potencialmente auxilia na
sobrevivéncia dos imaturos em situagdes de baixo pH, OD, caracteristicos de

sistemas eutrofizados.
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Apesar do potencial de T prasinus para ambientes contaminados por
vinhaga, deve-se ressaltar que essa espécie possui uma fenologia que implica em
uma maior abundancia no outono e inverno e com baixa precipitagdo, e
Notodiaptomus spinuliforus tem maior abundancia no outono e verédo
(ELLOSWORTH & BLINN 2003, PERBICHE-NEVES et al. 2007) e portanto, levando
em considerac¢ao o periodo do ano no qual foi coletado o zooplancton a abundancia
de T. prasinus e N. spinuliforus pode ser explicada também pela fenologia das

especies.

rotifera.1.15.
tropo.1.15.

0- L L] 007 L L J 0-® L L L]

10 0 5 10 o 5 10

vinhaca.16.30. vinhaca.16.30. vinhaca.16.30.

Figura 9 - Grafico da relagdo linear dos grupos mais abundantes de zooplancton em
mesocosmos, em relagdo a concentragcoes de vinhaga. Pontos pretos indicam as

comunidades antes do impacto e vermelho apés 29 dias da contaminagdo de vinhaga.

A analise da diversidade beta, separando entre os componentes de “Troca de
Abundancias” (TA) e de “Gradiente de Abundéncias” (GA), indicou que a variagao
entre as comunidades se deu principalmente pelo componente GA (Figura 10). Ou
seja, as comunidades no momento final eram subconjuntos do momento inicial. Isso
deve ter ocorrido principalmente pela perda de espécies ao longo do experimento.
Relacionando a diversidade beta total e seus componentes com as concentracoes
de vinhaga, verificou-se que, quando separados os componentes, encontra-se uma
relagdo (modelo linear, t=3,06, P=0.009), mas nao quando utilizada a diversidade
beta total (modelo linear, t=-1.36, P=0.125). Encontrou-se que quanto maior o

impacto, maior a contribuicdo de TA e menor a de GA, sendo que esta mudanca
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mascara o efeito da vinhaga quando utilizado o indice de Bray-Curtis (Figura 11).
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Figura 10 - Boxplot das trocas de abundéncias, gradientes de abundéncias e diversidade beta

calculada pelo indice de Bray-Curtis das comunidades de zooplancton em mesocosmos

contaminados por vinhaga.
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Figura 11 - Grafico das trocas de abundancias, gradientes de abundancias e diversidade beta

calculada pelo indice de Bray-Curtis dos pares de comunidades de zooplancton (antes e

depois) em mesocosmos em relagdo as concentragdes de vinhaga.
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Deste modo, pode-se compreender que, ao longo do tempo no experimento,
as comunidades nao impactadas tornaram-se subconjuntos das comunidades
anteriores, mas as comunidades impactadas mudaram as abundancias relativas das
espécies. No caso em especifico, isso potencialmente se refere a troca de T.
prasinus por N. spinuliferus. 1sso ressalta como a vinhaca pode alterar a dindmica
natural das comunidades, modificando a forma como as comunidades variam no
tempo. Além disso, este resultado destaca a utilidade dos componentes da
diversidade beta em acessar como as comunidades se modificam frente a impactos

ambientais.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de ser usado como um fertilizante natural e considerado como um
produto de baixo impacto ambiental, a vinhaca afetou caracteristicas fisicas e
quimicas da agua e, por consequéncia, alterou as comunidades aquaticas. Este
trabalho descreve em detalhes os impactos em comunidades de zooplancton em
situagcdes controladas, em que outras variaveis foram controladas, podendo, dessa
forma, discriminar que as dindmicas observadas sao decorrentes dos impactos
gerados. Desta forma, os resultados até o momento indicam que a vinhaca gera um
padrdo de troca de abundéancias, em que algumas espécies antes dominantes
tendem a decair, e outras tendem a aumentar. No caso, Tropocyclops prasinus foi
uma espeécie resistente, mesmo em concentragdes altissimas, e Notodiaptomus
spinuliferus foi a espécie com resposta negativa mais clara em relagdo as
concentragbes de vinhaca. Estes resultados ressaltam a utilidade de estudos de

mesocosmos atrelados a tematica toxicolégica, bem como de abordagens de

comunidades, como indices de diversidade beta, em acessar impactos ecologicos.
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