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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram verificar via experimentos em mesocosmos in situ, 0s
efeitos do incremento de nutrientes sobre a estrutura e dindmica da comunidade
fitoplanctonica da lagoa de lquipari (lagoa costeira do Norte Fluminense, RJ). O
estudo também avaliou a respiracdo planctonica (fito- e bacterio-) na luz, e a
producdo priméria bruta em unidades de carbono. Os experimentos foram realizados
entre 8 a 17 de marco de 2012 — Ponto 1 e 2 a 11 de abril de 2013 — Ponto 2. Doze
mesocosmos foram dispostos para quatro tratamentos (triplicata): adicdo somente de
N (N); adicdo somente de P (P); e adicdo combinada de N e P (NP); além do controle
(controle) - 4gua da lagoa sem adi¢cdo de nutrientes. Os experimentos relacionados ao
metabolismo aquatico foram realizados concomitantemente com o de adicdo de
nutrientes utilizando trés métodos, o método de incubacéo em garrafas, “Agua Livre” e
0 novo método desenvolvido no presente estudo que utiliza isétopos estaveis de
carbono, denominado “Agua Livre com Adigdo de **C” (AL*3C). O enriquecimento com
nutrientes proporcionou modificacbes na estrutura e dinamica da comunidade
fitoplanctonica, refletindo no metabolismo aquéatico em todos os mesocosmos. A acao
sinérgica dos nutrientes no tratamento NP pbéde ser observada em relacdo a maior
biomassa, nimero de individuos e maiores taxas de respiracdo e producdo primaria
nesse tratamento. Este fato ndo foi observado nos tratamentos com adicéo
individualizada dos nutrientes, que apresentaram colimitagcdo nutricional. O método
AL'3C apresentou sempre valores positivos e superiores de fotossintese e respiracdo
do que o método de incubacdo em garrafas. Por outro lado, o método ALSC
apresentou menores valores de producdo primaria liquida. Provavelmente essas
diferencas foram observadas devido a ndo determinacéo da respiracdo na luz pelos
meétodos tradicionais. O novo método apresentou maior acuracia na determinacéo do
metabolismo aquatico determinando também a producédo e o consumo de carbono
organico dissolvido, além das trocas agua-atmosfera. Caso ocorra incremento de
nutrientes na lagoa de Iquipari, principalmente se for em conjunto, pode acarretar
sérias modificacbes no ecossistema devido ao efeito sinérgico dos nutrientes. Nesse
sentido, deve ser impedido qualquer tipo de incremento antropogénico de nutrientes
na lagoa de lquipari, a fim de evitar modificacdes na estrutura trofica do sistema,
perda de biodiversidade e altera¢des na qualidade da agua.

Palavras-chaves: eutrofizacdo; comunidade fitoplanctbnica; is6topos estaveis e
producédo primaria.
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ABSTRACT

The objectives of this study were to verify through experiments in mesocosms in situ,
the effects of nutrient enrichment on the structure and dynamics of the phytoplanktonic
community in Iquipari lagoon (coastal lagoon Norte Fluminense, RJ). The study also
evaluated the plankton respiration (phyto- and bacterio-) in the light and the gross
primary production in carbon units. Mesocosms experiments were performed in two
sampling points with different hydrochemical composition. The experiments were
carried out from March 8" to March 17" 2013 — Point 1 and from April 2" to April 11"
2013 — Point 2. Twelve mesocosms were designed for four treatments (triplicate):
addition of only N (N), addition of only P (P), combined addition of P and N (NP), and
the control, lagoon water without the addition of nutrients. Aquatic metabolism
experiments were performed concomitantly with the addition of nutrients using three
methods: bottle incubation, "free-water" and the new method developed in this study
using carbon isotope, entitled "free-water with addition of *C" (AL'3C). The nutrient
enrichment provided changes in the structure and dynamics of phytoplankton
community reflecting on aquatic metabolism. The synergistic effect of nutrients in the
NP treatment was observed in relation to the higher biomass, number of individuals
and higher respiration rates and primary production in this treatment. Treatments with
individualized addition of nutrients, N and P, showed nutritional colimitation. The AL**C
method presented always positive and greater values of photosynthesis and
respiration than bottle incubation method. Moreover, the AL*C method presented
smaller net primary production values than the bottle incubation. This difference was
probably due to the fact that bottles incubations and the traditional "free-water" method
do not measure the respiration in the light. Therefore, the new method was probably
more accurate for the determination of aquatic metabolism. The AL**C was also useful
to determine the production and consumption of dissolved organic carbon and the
water-air exchange which adds information relevant for studies associated the aquatic
metabolism. In the event of increased nutrients in the system, especially if combined
due to the synergistic effect of nutrients, severe changes may be observed in the
ecosystem. In this sense, should be avoided any level of anthropogenic nutrient
enrichment in Iquipari lagoon in order to avoid changes in the trophic structure of the
system, reduction of the biodiversity and deterioration of water quality.

Keywords: eutrophication; phytoplanktonic community; stable isotopes and primary

production.
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INTRODUCAO GERAL

As lagoas costeiras ocupam aproximadamente 13% da area continental em todo
o mundo (Barnes, 1980). Esses ecossistemas aquéticos estdo localizados proximos
ao mar, sendo ambientes rasos, dinamicos e altamente produtivos (Knoppers, 1994).
A maior parte da producéo primaria das lagoas costeiras esta associada as macrofitas
aguaticas, mas na auséncia dessa comunidade, principalmente em ambientes com
adguas mais turbidas, os organismos fitoplancténicos apresentam maior contribuicdo
para a producdo (Mahapatro et al., 2013). Os organismos fitoplancténicos habitam
ambientes de agua doce, salgada e salobra. Geralmente sdo microscopios, variando
de 1 um a 1 mm, e em caso de colénias, podem atingir tamanhos maiores com cerca
de 2 mm (Litchman et al., 2010). Os organismos fitoplanctdnicos podem ser
eucariontes ou procariontes (cianoficeas, mais conhecidas como cianobactérias),
autotréficos e representam um grupo polifilético (Falkowski et al., 2004) no qual os
individuos pertencentes ndo possuem necessariamente um mesmo ancestral comum.

Em geral, a comunidade fitoplanctbnica apresenta elevada riqueza especifica
(Noges et al., 2010), o que pode ocorrer quando ha codominancia de espécies (Guo
et al., 2010). Mudancas nos fatores fisicos (temperatura e luz), biolégicos (competicdo
e herbivoria) e quimicos (principalmente nutrientes) podem influenciar essa
comunidade tanto espacial quanto temporalmente. Consequentemente, essas
alteracbes podem causar efeitos na abundancia, composicdo e distribuicdo da
comunidade fitoplanctonica (Ndges et al., 2010; Edward et al., 2011; Gu et al., 2011).

O fitoplancton tem na sua composicado macro- e micronutrientes essenciais para
sua formacdo celular e atividades enziméticas. Devido a variagdo na composi¢cao
quimica das aguas o0s nutrientes podem ser um importante regulador das
comunidades produtoras (Reynolds, 2006). A disponibilidade de diferentes formas
nutricionais pode afetar a abundancia das espécies, logo altera a composi¢ao
fitoplanctonica. Pode-se dizer que o crescimento da comunidade fitoplancténica é
limitado, saturado ou inibido devido a disponibilidade de alguns nutrientes (Reynolds,
2006; Carpenter, 2008; Zhu et al., 2010). A resposta da comunidade fitoplanctonica a
diferentes concentragbes de um nutriente limitante pode ser observada na Figura 1.
Em baixa concentracdo, Fase 1, o nutriente € limitante a comunidade fitoplancténica,
0 que é refletido na baixa biomassa. Com incremento na disponibilidade do nutriente

limitante no ambiente ocorre estimulo ao aumento de biomassa (Fases 2 e 3),



chegando a uma fase de saturacdo do nutriente (Fases 4 e 5). Nessa etapa é
cessado o aumento da biomassa fitoplanctbnica devido a exposicdo a alta
concentracdo do nutriente, e também possivel auséncia de limitacdo nutricional.
Nessas condi¢cdes, caso 0 incremento de nutriente ndo cesse, a comunidade
fitoplanctbnica pode ser inibida (Fase 6) diminuindo a biomassa devido a alta

concentracdo do nutriente e também possivel toxicidade.

Biomassa

1 2 3 4 2 5]

Concentragdo de um nutriente

Figura 1. Grafico demonstrando a resposta da biomassa da comunidade fitoplanctbnica a

diferentes concentra¢cdes de um nutriente limitante.

Os nutrientes podem entrar nos ecossistemas aquaticos de forma natural ou
devido a atividades humanas (denominadas formas antropicas ou artificiais). O
incremento na disponibilidade de nutrientes nos ecossistemas aquaticos é conhecido
como eutrofizacdo (Richardson & Jgrgensen, 1996). Como fontes naturais de
nutrientes para os corpos d’agua destacam-se a decomposi¢cédo da matéria organica, a
precipitacdo seca e Umida, material organico ou inorganico de origem al6ctone
carreados da sua bacia de drenagem via escoamento superficial e aporte do lencol
freatico, fixacdo biolégica (N2) e o intemperismo de rochas. Quando o processo é
natural, caracteriza-se por ser lento, com um gradativo acimulo de matéria organica no
ambiente. Contudo, as atividades humanas tém acelerado a eutrofizacdo adicionando
nutrientes limitantes ao crescimento das comunidades nos ecossistemas aquaticos
(Vitousek et al., 1997; Struijk & Kroeze, 2010). Devido a sua localizacdo, as lagoas
costeiras podem sofrer impactos tanto por influéncias naturais quanto antropicas
(Knoppers, 1994). O intenso uso humano as margens das lagoas gera entradas de
poluentes no sistema, com langcamento de efluentes domésticos e/ou industriais,
atividades essas que podem ser responsaveis por até 50% da entrada de P nos
ambientes aquaticos (Smith et al., 2006). Dentre os distlurbios antropogénicos, a
eutrofizacdo antropica pode ser apontada como o principal fator modificador das lagoas
costeiras, que pode resultar em degradacdo da qualidade da dgua e em alguns casos
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diminuicdo da produtividade (Rissik et al., 2009; Souchu et al., 2010). Como ac¢bes
antropicas que afetam os ecossistemas aquaticos destacam-se areas de assentamento
humano que atraem para suas margens varios empreendimentos imobiliarios; o
assoreamento da bacia hidrogréafica; o desmatamento das areas ao entorno da lagoa e
a introducao de espécies exoticas (Bennett et al., 2001; Carpenter, 2008).

Desde a década de 1970 observa-se um rapido aumento do numero de
estudos sobre a eutrofizacdo (Nixon, 2009) que continuam ganhando destaque (Smith
& Schindler, 2009; Ndelebe-Murisa et al., 2010; Zhang et al., 2015). Geralmente,
esses estudos tentam estabelecer relacdo entre o crescimento algal e as
concentracbes dos nutrientes, além de determinar os fatores limitantes para as
comunidades produtoras (Zhu et al., 2010). A relevancia de estudar o tema reflete ndo
apenas em questfes cientificas, como perda da biodiversidade e modificacdes
troficas, mas também engloba questdes sociais e politicas. A eutrofizacdo pode afetar
diretamente a disponibilidade de &gua para o consumo humano (seja urbano,
industrial, na pecuaria e agricultura), a geracéo de energia, a producdo de comida e a
renda das populacdes locais. Pode causar ainda problemas na saldde da populacéo
local e aumento dos gastos publicos (Tundisi, 2008; Smith & Schindler, 2009).

Os nutrientes nitrogénio (N) e fosforo (P) sdo considerados os principais
causadores da eutrofizacdo nos ecossistemas aquaticos (Hecky & Kilham, 1988). Em
150 anos, o fluxo global de N na biosfera aumentou de 15 Tg N por ano para
aproximadamente 187 Tg N por ano. Em relagdo ao P, o fluxo global que era de
aproximadamente 10-15 Tg P por ano no periodo pré-industrial, aumentou para 33-39
Tg P por ano (Carpenter, 2008). A atividade que contribui com a maior adicdo de N é
a agricultura, liberando cerca de 100 Tg de N ao ano em todo o mundo, enquanto a
queima de combustiveis fésseis contribui com 40 Tg N ao ano (Fields, 2004). Com
relacdo ao P, as atividades humanas liberam 75% a mais de P para o solo do que os
processos naturais como o intemperismo de rochas. As perdas de P do solo para os
ecossistemas aquaticos, as diferentes praticas agricolas e a urbanizacdo podem
incrementar as concentracdes de P nos ecossistemas aquaticos em torno de 20 Tg P
por ano (Bennett et al., 2001).

A entrada excessiva de nutrientes nos ecossistemas aquaticos pode causar
sérios problemas ambientais que tendem a variar entre os diferentes corpos d’agua.
Considerando os problemas causados pela eutrofizacdo, o aumento da biomassa das

comunidades responsaveis pela producédo primaria € uma questao de preocupacao



publica (WHO, 2002). O metabolismo aquatico também sofre modificagbes apos o
incremento de nutrientes, aumentando as taxas de fotossintese, diminuindo as
concentracfes de carbono inorganico dissolvido (CID) e aumentando o pH durante o
periodo de atividade fotossintética. O curto ciclo de vida que a comunidade
fitoplancténica apresenta e o incremento da biomassa resulta em morte e acimulo da
matéria organica, aumentando, em consequéncia, as taxas de decomposicdo (Figura
2). A decomposicdo aumenta o consumo de oxigénio dissolvido (OD), podendo gerar
a anoxia no sistema. Na auséncia de OD suficiente, um grande numero de
organismos aquaticos morre. O aumento da biomassa da comunidade fitoplanctonica
e de macrdfitas aquaticas pode impedir a navegacdo e o fluxo d’agua (Smith et al.,
2006; Nixon, 2009). Além disso, dificulta a penetracéo de luz na coluna d’agua, o que
diminui as taxas fotossintéticas e a producao de oxigénio nas camadas inferiores da
coluna d’agua. A reducao da penetracdo de luz pode refletir nos predadores e na
reducdo no crescimento das macrofitas aquaticas (Scheffer & Jeppesen, 1998). Em
eventos de eutrofizacdo, pode haver um aumento na dominancia de cianobactérias
(Smith, 2003; Soares et al.,, 2012), com algumas espécies capazes de produzir
toxinas, denominadas cianotoxinas, como a microcistina e anatoxina-a. As toxinas
podem causar danos tanto para 0S organismos aquaticos quanto para organismos
qgue utilizam diretamente os recursos disponibilizados pelo ambiente, podendo atingir
a saude humana (Soares et al., 2012) (Figura 2). Em humanos, as toxinas podem
causar, por exemplo, paralisia, diarreia, vOmitos, problemas respiratorios e
neuroldgicos, como perda da memoria, desorientacdo e coma. Outros sintomas da
eutrofizacdo séo os problemas causados em niveis troficos superiores (Soares et al.,
2012). O zoopléancton, principal predador dos organismos fitoplanctdnicos, também
pode apresentar modificacbes em sua comunidade. Nessas ocasides, a comunidade
zooplancténica tende a ser composta por organismos menores devido a baixa
palatabilidade e reduzido valor nutritivo da comunidade fitoplanctbnica que é
composta na maior parte por organismos maiores formados por colénias ou
filamentos (Cloern, 2001; Dodds, 2006; Smith et al., 2006; Schindler et al., 2008;
Smith & Schindler, 2009). A eutrofizacdo favorece e acentua a morte de peixes e
também de outros organismos que utilizam ou se alimentam de fontes oriundas do
ambiente aquatico, em decorréncia da anoxia e de toxinas que podem ser produzidas.
Os problemas causados pela eutrofizacdo também geram perdas na economia

afetando os governos, que devem investir para diminuir os efeitos acima mencionados



(Figura 2). O enriquecimento com nutriente afeta também os pescadores, as
atividades de recreacado e o turismo do local. Um resumo dos efeitos da eutrofizacdo

nos ecossistemas aquaticos pode ser observado no esquema a seguir:

Agricultura Inddstrias  Residéncias

\ /

Incremento de nutrientes

no ambiente aquéatico ModificagcBes no metabolismo
aquatico: Aumento das taxas de
Morte e aumento da matéria organica / fotossintese e elevacao do pH
\ Aumento da biomassa perifitica, . . i
- fitoplancténica e macrofitica. Reducdo da claridade da agua
Aumento da decomposi¢éo Formaco de “bloom algal’ \ (visuallestético s&o afetados)
l/ Problemas no uso para abastecimento

Depleg&o de OD (sabor/odor) \L

Mudancga na composi¢éo e producao

primaria das comunidades produtoras  ——> pgssiveis riscos a satide
(possibilidade de producgéo de toxinas)

“Morte” do ecossistema / \

Mudancgas na composi¢cdo de espécies  Diminuigdo da biodiversidade
de peixes e de outros organismos

aquéticos, aumento na probabilidade

de morte

Figura 2. Esquema ilustrando os efeitos da eutrofiza¢éo nos ecossistemas aquaticos.

Embora existam inumeros estudos que abordam a eutrofizacdo, poucos
guantificam o fluxo de carbono e sua relacdo com o enriquecimento por nutrientes em
lagoas costeiras (Staehr et al.,, 2012). Os métodos que determinam o metabolismo
aguatico existentes até o momento, com excec¢ao dos que utilizam isotopos estaveis,
nao consideram a respiracdo na luz e subestimam os resultados sobre o metabolismo
aquatico (maiores detalhes ver secdo 2.5.8). Assim, o desenvolvimento de um novo
método na determinacéo do metabolismo aquético utilizando isétopos estaveis (**C) e
que permite quantificar a producao primaria liquida (PPL), respiracdo (R) e producédo
priméria bruta (PPB), além da producdo e do consumo de COD permitira um melhor
entendimento da relacdo do metabolismo aquético com a eutrofizagéo.

As hipoéteses testadas no presente estudo foram:
1 — a densidade, biomassa e composi¢cao da comunidade fitoplanctonica devem

ser positivamente correlacionadas com a adicdo de nutrientes jA& que a adicdo de
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nutrientes estimula o incremento da biomassa e da densidade e gera modificacbes na
composicdo da comunidade.

2 — o efeito da adicdo combinada dos nutrientes favorecera a ocorréncia de
modificacdes na biomassa, densidade e composicdo da comunidade do que as adi¢gbes
individualizadas, devido a acdo sinérgica dos nutrientes.

3 — 0 enriquecimento com nutrientes favorecera a ocorréncia do metabolismo
autotrofico porque, embora a eutrofizacdo favoreca tanto os produtores primarios
quanto os microorganismos heterotroficos, o metabolismo que tende a ser favorecido
em eventos de enriguecimento por nutrientes é o autotrofico.

O objetivo geral da tese foi verificar via experimentos em mesocosmos in situ,
os efeitos do incremento de nutrientes (nitrogénio e foésforo inorganicos) sobre a
estrutura (densidade e diversidade) e dinamica (alteracbes nas populacdes ao longo do
tempo) da comunidade fitoplanctonica da lagoa de Iquipari.

Considerando a importancia do metabolismo aquatico para um melhor
entendimento sobre a eutrofizacdo, o estudo também avaliou a respiracdo planctonica
(fito- e bacterio-) na luz, e a producéo primaria bruta em unidades de carbono a partir
de um novo método de determinagdo do metabolismo aquético. Nesse caso, espera-se
obter respostas relacionadas ao metabolismo aquatico e ao ciclo do carbono em lagoas
costeiras.

A presente tese esta estruturada em dois capitulos. O capitulo 1 trata da
resposta da biomassa, densidade e composicdo da comunidade fitoplanctbnica a
adicao de nutrientes. O capitulo 2 aborda o desenvolvimento de um novo método para
a determinacdo do metabolismo aquatico e avalia o balanco metabdlico ap6s a adicao

de nutrientes. Além dos capitulos, ha as consideracdes finais e a conclusao.



CAPITULO 1

EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO ARTIFICIAL DE NITROGENIO E FOSFORO
INORGANICOS SOBRE A COMUNIDADE FITOPLANCTONICA EM UMA LAGOA
COSTEIRA: UM EXPERIMENTO EM MESOCOSMOS

1.1. Justificativa

Nas ultimas décadas, devido a maior ocorréncia da eutrofizagdo antropica,
observa-se um aumento do numero de estudos que abordam essa temética (Nixon,
2009), incluindo em suas avaliacbes, em grande parte, a resposta da comunidade
fitoplanctonica (Das & Panda, 2010; Ogbuagu & Ayoade, 2012). Dentre os fatores
reguladores dos organismos fitoplanctbnicos, estima-se que as alteracbes fisico-
guimicas da agua sejam responsaveis por 90% da variacdo na densidade
fitoplanctonica. Os 10% restantes estariam relacionados aos fatores biolégicos, como
competicao e herbivoria (Ishaq & Khan, 2013).

Qual seria a importancia em estudar a composi¢cdo, biomassa e resposta da
comunidade fitoplancténica em relacdo ao incremento de nutrientes em ecossistemas
aguaticos continentais? Estudos indicam que os processos de eutrofizacdo podem
causar impacto no clima global, na estrutura tréfica dos ecossistemas aquaticos, na
qualidade da &gua, saude e economia local (Vitousek et al., 1997; Wang & Lu, 2004;
Smith et al., 2006; Edwards et al., 2011; O’Neil et al., 2012). Devido a resposta da
comunidade fitoplanctonica a alteracdes no ambiente aquatico, a sua composicao &
uma importante ferramenta para o0 monitoramento e manejo desses ambientes (Das &
Panda, 2010; Guo et al., 2010; Palleyi et al., 2011; Kankal & Warudkar, 2012; Ogbuagu
& Ayoade, 2012; Ishaq & Khan, 2013).

Ha varias décadas diferentes tipos de experimentos vém sendo realizados, in situ
e ex situ, a fim de se obter maior compreensédo sobre as respostas da comunidade
fitoplanctbnica a enriquecimentos por nutrientes. A partir desses experimentos €
possivel identificar também o nutriente limitante, as diferentes relacdes troficas, e a
influéncia do sedimento sobre a coluna d"agua. Além disso, é possivel realizar testes
para recuperar sistemas impactados (Reynolds, 1996; Lagus et al., 2007). Esses
experimentos podem englobar diferentes volumes de &agua, sendo realizados em

pequena escala (< 1 m®), denominados microcosmos ou bioensaios, e em maior escala
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(> 1.000 m®), denominados macrocosmos. Em escalas intermediarias a esses valores
0s experimentos sdo chamados de mesocosmos (UNESCO, 1991). As avaliacbes
consistem basicamente em isolar uma area, ou incubar amostras de agua em frascos.
De acordo com o objetivo de estudo, podem ser controladas condi¢cdes de luz,
temperatura, salinidade e as comunidades que serdo utilizadas. A maior parte dos
estudos envolve a adicdo de nutrientes, principalmente N e P, mas também alguns
abordam a diluicdo de nutrientes, simulando oligotrofia (Hecky & Kilham, 1988; Arocena
et al., 2003; Crossetti & Bicudo, 2005; Romo et al., 2005; Marinho & Azevedo, 2007; Xu
et al.,, 2010; Mette et al., 2011; Muhid et al., 2013). A partir da realizacdo de
experimentos in situ e ex situ é possivel obter informacdes preditivas que possam
alertar para a prevencao de maiores impactos aos ecossistemas aquaticos auxiliando
No manejo e conservacao desses ecossistemas.

Ambientes que recebem elevadas concentragbes de nutrientes tendem a
aumentar a biomassa de poucas espécies, consideradas mais adaptadas as
modificacdes, enquanto leva a morte de espécies menos adaptadas, diminuindo a
biodiversidade do ecossistema aquatico (Romo et al., 2005; Guo et al., 2010; Palleyi et
al., 2011; Tao, 2011; Kankal & Warudkar, 2012; Katsiapi et al., 2012). Essa resposta da
comunidade pdde ser observada através de experimentos realizados em mesocosmos.
Nesse caso, foram observadas alteracfes na diversidade apdés o enriquecimento de
nutrientes: a biomassa algal aumentou, chegando até a incrementar a biodiversidade
inicial. Entretanto, ao final, esta diminuiu (Guo et al., 2010; Qin et al., 2013).

Com base em monitoramentos realizados, observa-se que em resposta ao
enriguecimento por nutrientes nos ecossistemas aquaticos, algumas espécies
fitoplanctonicas, denominadas dominantes, sdo capazes de se adaptar a ambientes
poluidos e ser amplamente distribuidas por resistirem a distirbios. Por exemplo, em
condi¢cdes desfavoraveis, o aumento da biomassa de espécies dominantes pode
ocorrer mesmo com o declinio das concentracdes de OD (Alvarez-Gongora & Herrera-
Silveira, 2006; Guo et al., 2010). Por isso, algumas espécies sdo conhecidas pela sua
tolerancia a poluicdo, como algumas pertencentes a classe Euglenophyceae (Euglena
spp.) e Chlorophyceae como Dicloster acuatus e Pediastrum sp. associadas
normalmente a aguas poluidas com elevada disponibilidade de matéria organica
(Ndebele-Murisa et al.,, 2010; Katsiapi et al., 2012; Chopra et al., 2013). As
cianobactérias, grupo responsavel por grande parte dos “blooms algais” (rapido

aumento ou acumulacédo de uma populacao algal em um sistema aquatico) apresentam
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também preferéncia por esses tipos de ambientes. Entretanto, esse grupo pode
dominar também em ambientes com baixa concentracdo de nutriente (Soares et al.,
2012), como as espécies Aphanizomenon flos-aquae, Cylindrospermopsis raciborskii,
Microcystis aeruginosa, por serem capazes de fixar N atmosférico (Dokulil & Teubner,
2000; Crossetti & Bicudo, 2005; Qin et al., 2013). Em eventos de eutrofizacdo, pode
ocorrer também mudanca de espécies caracteristicas de boa qualidade da agua (como
pequenas diatomaceas céntricas) para cianobactérias (Katsiapi et al., 2011). No
reservatorio Marathonas na Grécia, avaliado por Katsiapi et al., 2011, embora em
termos de biovolume os resultados obtidos apresentassem bons indicadores de
qualidade de agua, a alta contribuicdo de cianobactérias, caracteristicas de ambientes
eutréficos como Microcystis aeruginosa e Anabaena bergii sugeriu a ocorréncia de uma
qualidade da agua ruim.

Em relacédo as lagoas costeiras, embora seja conhecida a importancia desses
ecossistemas, poucos estudos descrevem as comunidades aquaticas nesses
ambientes no Brasil (Branco et al., 2008). Além disso, a resposta da comunidade
fitoplanctbnica ao incremento de nutrientes também € pouco avaliada. Até meados de
2014, apenas nove estudos realizaram experimentos com adicdo de nutrientes em
lagoas costeiras no Brasil (Kozlowsky-Suzuki & Bozelli, 2002; Guariento, et al., 2010;
Hennemann & Petrucio 2010; Marotta, et al., 2010; Carlsson et al., 2012; Fonte et al.,
2012; Marotta et al., 2012; Carneiro, et al., 2013; Peixoto, et al., 2013). Os dados foram
obtidos a partir de um levantamento dos artigos publicados em um site de busca
“Google Académico” utilizando as palavras-chave: coastal lagoon, nutrient, mesocosm,
phytoplankton e Brazil. Dos nove trabalhos, somente dois avaliaram a composi¢cdo da
comunidade fitoplanctbnica, enquanto os demais realizaram a avaliacdo apenas da

biomassa fitoplanctonica na forma de clorofila-a.

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo verificar via experimentos em mesocosmos in
situ, os efeitos do incremento de nutrientes (N e P inorganicos) sobre a estrutura
(densidade e diversidade) e dindmica (alteracdes nas populac¢des ao longo do tempo)

da comunidade fitoplanctonica da lagoa de Iquipari.
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O trabalho testou as hipdteses de que: a densidade, biomassa e composi¢ao
da comunidade fitoplancténica devem ser positivamente correlacionadas com a adicao
de nutrientes. A adicdo combinada dos nutrientes resultara em maior biomassa,
densidade e modificagbes na composicdo da comunidade fitoplanctonica do que as
adicles isoladas em funcdo da acéo sinérgica dos nutrientes.

1.2.2. Objetivos Especificos

- ApGs uma Unica adi¢do de nutrientes verificar a variagdo temporal, durante os 10
dias de experimento das condicbes fisico-quimicas da coluna d’agua dos
mesocosmos por meio de: temperatura, pH, salinidade, OD, alcalinidade total e

concentragdes de nutrientes particulados e dissolvidos;

- Verificar o nutriente limitante ao crescimento fitoplanctbnico e as possiveis
alteracbes na estrutura da comunidade devido ao enriquecimento nutricional

artificial;

- Relacionar as variacdes da estrutura da comunidade fitoplancténica com os fatores
fisico-quimicos da agua enriquecida e da agua natural da lagoa durante o periodo de

estudo.

1.3. Materiais e Métodos

1.3.1. Descricéao do local

O presente estudo foi realizado em uma lagoa costeira, situada no norte do
estado do Rio de Janeiro, municipio de Sao Joao da Barra, Brasil (latitudes 21°44°20” e
21°48’12”S, e longitudes 41°01°34” e 41°02’04”0). A lagoa de Iquipari esta inserida na
Reserva Particular de Patrim6nio Natural Fazenda Caruara podendo ainda ser
considerada um ecossistema pouco impactado.

Esse ambiente aquatico encontra-se geologicamente sobre depdsitos
sedimentares flivio-marinhos quaternarios, que tém sua génese relacionada ao
processo de formacdo do delta do rio Paraiba do Sul (Lamego, 1955). A lagoa
apresenta 10 km de extensédo e regides com diferentes caracteristicas hidroquimicas.
Entre os extremos é possivel destacar uma regido que esta mais proxima a barra,

porcdo norte, e que recebe maior influéncia marinha. A porcdo norte, em relacéo a
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porcdo sul, apresenta também maior distancia de uma margem a outra (cerca de 100 m
de largura), predominando na regido um metabolismo autotrofico. Nesta regido foi
estabelecido um local de experimentagdo denominado como Ponto 1 (21°44°42” S e
41°01”38” O). No outro extremo, o Ponto 2 (21°48'23” S e 41°01'51" O) (Figura 1.1),
na porcao sul, localiza-se numa regido que apresenta margens mais proximas (cerca
de 50 m de largura) e a bacia de drenagem é recoberta por vegetacdo de restinga. As
aguas ali presentes sdo ricas em substancias humicas, recebem grande influéncia de
origem terrestre com significativo aporte de matéria organica aléctone (Suzuki et al.,
2002), predominando um metabolismo heterotrofico.

A bacia de drenagem da lagoa é utilizada para monocultura da cana-de-acucar
ou lavoura de subsisténcia, pasto e apresenta também areas com vegetacdo de
restinga. A regido onde esta inserida a lagoa apresenta periodos de maior precipitacéo
entre os meses de novembro a janeiro e o clima da regido € caracterizado como
tropical sub-umido seco. O volume total anual de chuva nos Gtimos dez anos variou
entre 800 a 1.200 mm (UFRRJ, Campus Campos dos Goytacazes) com temperatura
média em torno de 24°C. A baixa incidéncia de chuvas nos meses de maio a agosto
(média anual dos ultimos nove anos nesse periodo igual a 36 mm) caracteriza o
periodo seco da regido, enquanto que os meses de dezembro a marco (média anual
dos ultimos nove anos nesse periodo igual a 113 mm) caracterizam-se como periodo
chuvoso. No ano de 2013, periodo dos experimentos, a precipitacdo média anual foi de
1.291 mm, com a maior precipitacdo pluviométrica média no més de mar¢o (300 mm)
(UFRRJ, Campus Campos dos Goytacazes). O solo da regido € arenoso, pobre em
nutrientes, de facil percolacdo, faciltando o aporte de nutrientes (muitas vezes
adicionado nas culturas ao redor da lagoa para incrementar a producédo) das areas

mais elevadas para o sistema aquatico (Suzuki et al., 2002).
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Figura 1.1. Mapa da lagoa de Iquipari, com a localiza¢éo dos dois pontos amostrais.

1.3.2. Desenho experimental

1.3.2.1. Mesocosmos

Antes da realizacdo dos experimentos, dois experimentos pilotos utilizando os
mesocosmos foram realizados no Ponto 1. O primeiro foi realizado em um periodo seco
(precipitacdo pluviométrica média igual a 20,6 mm em agosto de 2011) e o outro em
um periodo chuvoso (precipitagdo pluviométrica média igual a 177 mm em janeiro de
2012) (INMET, Estagdo Campos Sado Tomé). Esses experimentos foram realizados a
fim de determinar o periodo total de experimento, a periodicidade das coletas, além de
verificar a adequacgao do enriquecimento nutricional. Nesta etapa foi realizado apenas o
experimento com as adicfes dos nutrientes, referente ao Capitulo 1 da tese. Durante
os experimentos pilotos foi possivel observar que os dez dias foram suficientes para a

comunidade fitoplancténica responder a adicdo dos nutrientes, alterando a biomassa e



13

as caracteristicas fisico-quimicas da agua, principalmente devido ao curto ciclo de vida
das comunidades estudadas (Grossart, 2010; Winder & Cloern, 2010).

Os experimentos em mesocosmos do presente estudo foram realizados nos
dois pontos anteriormente descritos no periodo compreendido entre os dias 8 a 17 de
marco de 2013 no Ponto 1, e de 2 a 11 de abril de 2013 no Ponto 2. A
operacionalizacdo de experimentos concomitantes foi impossibilitada em funcdo da
distancia entre os Pontos 1 e 2, de cerca de 6 km. O periodo dos experimentos
compreendeu o final do periodo considerado chuvoso, permitindo uma melhor
manipulagdo dos experimentos devido a maior profundidade da coluna d’agua e
estabilidade hidrodinamica, principalmente no Ponto 2, de mais dificil acesso.

Os mesocosmos, constituidos de caixas plasticas, com dimensdes iguais a
38,5 cm de altura, 37,1 cm de largura e 39,5 cm de comprimento, totalizando 56 L
foram amarrados a bambus fixados no sedimento e mantidos flutuantes nos pontos de
experimentacédo isolando o sedimento (Figura 1.2). Apés a instalagdo dos mesocosmos
a agua da lagoa total (sem nenhum processo de filtracdo) foi colocada cuidadosamente
em cada mesocosmo com o auxilio de um balde até completar o volume de 40 L. Em
um primeiro momento, a fim de determinar as concentracdes dos nutrientes na lagoa,
dois dias antes da realizacdo de cada experimento pela parte da manha foi realizada

coleta de amostra de agua (Ct0).

Corda

) Caixa plastica

) Coluna d'agua

Bambu

/ﬁ—b Sedimento
Figura 1.2. Esquema dos mesocosmos (caixas plasticas) amarrados a bambus que foram

fincados no sedimento da lagoa. Os mesocosmos isolaram o sedimento.

As adicbes dos nutrientes NH4;NO3; e KH,PO, foram realizadas em

concentracdo cinco vezes maior do que as encontradas na agua da lagoa (Tabela 1.1).
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Esse nivel de enriquecimento foi escolhido, pois é semelhante aqueles encontrados
em lagoas costeiras brasileiras eutrofizadas, como observado por Fonseca (2002),
Souza et al. (2003), Fonseca (2006) e Andrade et al. (2012). As concentragbes de
nutrientes obtidas nesses estudos apresentaram variacoes entre 0,1 e 58 pM de N-
amoniacal, nitrato entre 0,03 e 14 uM, e ortofosfato variando entre 0,1 e 4,5 pM.

Os tratamentos foram compostos pelas seguintes condi¢cdes experimentais:
adicao somente de N (N); adicdo somente de P (P); e adicdo combinada de N e P (NP);
além do controle (controle) - agua da lagoa sem adicdo de nutrientes (Tabela 1.1).
Cada tratamento foi realizado em triplicata, totalizando doze mesocosmos em cada
ponto amostral (Figura 1.3).

Tabela 1.1: Composic¢ao dos enriguecimentos nutricionais (N e P) utilizados nos mesocosmos.

Cédigo n Agua da lagoa no inicio dos experimentos (UM)
Ponto 1 Ponto 2
] Cto 11(NH,"), 0,1 (NO3) 25 (NH,"), 3,5 (NO3)
Agua da lagoa dois dias e 0,6 (H,PO,%) e 5,5 (H,PO,%)
antes dos experimentos
Reagente Cadigo n Enriguecimentos (uUM) Enriguecimentos (UM)
Ponto 1 Ponto 2
Nenhum Controle 3 e e
NH,NO; N 3 55 (NH,") + 0,5 (NO3) 125 (NH,") + 17,5 (NO3)
KH,PO, P 3 3 (H.PO,%) 27,5 (H,PO,%)
NH,NO3 NP 3 55 (NH,") + 0,5 (NO3) 125 (NH,") + 17,5 gNog)
KH,PO, 3 (H,PO,) 27,5 (H,PO,™)

As adi¢cdes dos nutrientes ocorreram apenas uma vez, no inicio de cada
experimento que tiveram a duracdo de 10 dias. Apenas durante o segundo
experimento, no Ponto 2, ocorreu precipitagdo pluviométrica, nos dias 3 e 4 de abril,

com 1 e 6 mm de chuva, respectivamente (INMET, Estagdo Campos Sdo Tomé).
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Figura 1.3. Fotos das disposi¢cées dos mesocosmos no Ponto 1, a esquerda e no Ponto 2, a

direita.

1.3.2.2. Amostragem

Cerca de 600 mL de amostra de agua foram coletadas em cada mesocosmos
no 1°, 2° 4° 6° 8° e 10° dias para determinar a alcalinidade total (Gran, 1952 —
titulador Mettler DL-21), concentracdo de clorofila-a, nutrientes dissolvidos e
particulados. As coletas foram realizadas utilizando garrafas de polietileno (capacidade
de 2 L) no meio da coluna d’agua de cada mesocosmo, a aproximadamente 20 cm de
profundidade. As amostras dissolvidas utilizadas para analises dos nutrientes foram
filtradas em filtros GF/F (47 mm) com o auxilio de uma bomba a véacuo.

Valores de temperatura da agua e pH (pHmetro portétii Metrohm 826,
resolucdo 0,001), condutividade elétrica (condutivimetro portatii WTW 350, resolucéo
0,1 uS/cm, precisédo = 0,5%) e oxigénio dissolvido (oximetro portatil YSI 55, resolucéo
0,01 mg L™, precisdo igual a + 0,3 mg L™) foram medidos in situ em todos os dez dias
de experimento no meio da coluna d’agua de cada mesocosmo, aproximadamente a 20
cm de profundidade nos dois pontos estudados. Um resumo com os horarios de cada
medicao pode ser observado a seguir.

Dia 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10°
3
6 e 18h 10h 6 e 18h 10h

Figura 1.4. Fluxo esquemaético indicando os horarios de cada medicdo ao longo dos 10 dias de

experimento. Os dias em que foram realizadas coletas de agua estao destacados em italico.

As amostras para analise quantitativa do fitoplancton foram coletadas em

subsuperficie em cada mesocosmos diretamente da coluna d’agua as 10 horas ou as
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18 horas, dependendo do dia de coleta (Figura 1.4). As amostras foram acondicionadas
em frascos de vidro neutro e imediatamente fixadas com lugol acético (Vollenweider,
1974). Algumas amostras também foram coletadas para analise qualitativa utilizando-
se uma rede de plancton do tipo cilindro — cénica com malha 20 ym e abertura de 30
cm de didametro de boca - através de arrasto horizontal na superficie da lagoa (no 1° e
10° dia de experimento) e em cada mesocosmo no ultimo dia de experimento. As
amostras de rede foram imediatamente fixadas com solucdo de lugol e utilizadas para
auxilio na identificacdo dos organismos, e também para sanar possiveis duvidas acerca
da identificacdo das espécies registradas.

Para acompanhar o estabelecimento do perifiton uma folha plastica foi fixada no
fundo de cada mesocosmo com auxilio de fita adesiva. A coleta foi realizada somente
no ultimo dia de experimento, 10° dia. Parte da folha plastica foi cortada e colocada em
um frasco de vidro contendo 50 mL de agua deionizada. No laboratério as amostras
contidas nas folhas plasticas foram raspadas com auxilio de uma espatula e sua area
medida. A agua contendo o perifiton foi filtrada e o material particulado foi utilizado para

a determinacao da biomassa perifitica por meio de clorofila-a.

1.3.3. Determinac¢des Quimicas
1.3.3.1.1. Clorofila-a

A clorofila-a total associada ao material particulado foi extraida em acetona 90%
durante 24 horas, no escuro, a partir de filtros triturados com o auxilio de uma espétula,
com 7 mL do extrator em tubos falcon (15 mL). Apés este periodo, os tubos foram
centrifugados (centrifuga Excelsa Baby Il) durante 20 minutos (~3000 rpm), para
separacdo do sobrenadante. A clorofila-a foi determinada em um espectrofotébmetro
(UV-Vis 160-A Shimadzu) nos comprimentos de onda de 750, 665, 664, 647 e 630 nm
através do método tricromatico de Jeffrey & Humphrey (1975). Para a biomassa
perifitica na forma de clorofila-a os resultados foram obtidos em pg cm, utilizando as

férmulas propostas por Parsons et al., (1984) modificadas para perifiton:
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Clorofila- a = 11,85 X Ages — 1,54 X Aga7— 0,08 X Agzo

2 Cyxv

cm™ =
9 AR Xxp

Onde: A, = absorbéancia no comprimento de onda X, sendo Aggs, Asa7, Agzo COrrigidos com 1x
A750-

C, = valor obtido para clorofila-a;
v = volume de acetona;

AR = &rea raspada;

p = passo Optico da cubeta.

1.3.3.1.2. C, N e P na fracéo particulada

O C e o N total particulado foram determinados através de um analisador
elementar CHNS/O (Perkin Elmer, modelo 2400 Series II). O P nesta fracdo foi
determinado sob a forma de ortofosfato, apds a digestdo das amostras em tubo de
vidro contendo solucédo de 5 mL de K;S,0g 2% por 0,5 h a 120 °C em sistema de
autoclave (Hongve, 1994). A fracdo sollvel foi submetida a uma reacao colorimétrica e
a absorbancia do complexo gerado, azul fosfo-molibdato foi medida a 885 nm por
espectrofotometria (Carmouze, 1994).

Os filtros destinados a estas analises foram pesados antes e apés a filtracao
(peso seco final e inicial), utilizando uma balanca analitica com precisao de 0,1 mg.

1.3.3.1.3. Nutrientes na fracdo dissolvida

Para analises de nitrato, nitrito e ortofosfato foram utilizados o cromatografo de
ions Metrohm, modelo 861 Advanced Compact IC (analises de anions e cations)
detector de condutividade, e 0 modelo 844 UV/VIS Compact IC (analisa nitrito e nitrato
em concentragdo menor), detector de UV/VIS. A silica soluvel reativa foi realizada
através do meétodo colorimétrico, por oxidacdo com molibdato de amoénio, acido
sulfurico, acido oxalico e acido ascorbico por espectrofotometria. O N-amoniacal foi
determinado pelo método colorimétrico e leitura em espectrofotbmetro (Carmouze,
1994).
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O P-total dissolvido foi determinado através da oxidacdo/digestdo de amostras,
através da oxidacdo com persulfato de potassio e digestdo em autoclave e,
posteriormente, jA em temperatura ambiente, adicionando-se solucdo de acido
ascorbico e solugdo &cida de molibdato de aménio para realizacdo de medida
colorimétrica em espectrofotbmetro UV/VIS de duplo feixe (Carmouze, 1994).

1.3.3.2. Comunidade Fitoplancténica

1.3.3.2.1. Anédlise qualitativa

A andlise qualitativa da comunidade fitoplancténica foi realizada através da
utilizacado das amostras de rede fixadas com solucao de lugol, e também através das
amostras de contagem, apos estas serem analisadas quantitativamente.

Para identificacdo dos tdxons e obtencdo da lista de espécies foi utilizado o
microscépio 6tico Zeiss Axioplan 350 C com aumento de até 1000 vezes, equipado
com camara clara e ocular de medicdo e microscoépio invertido Zeiss 135 Axiovert, com
aumento de 400 vezes. Os organismos foram identificados com auxilio de material
bibliogréfico especializado, analisando-se caracteristicas morfologicas e morfométricas
da vida vegetativa.

1.3.3.2.2. Andlise quantitativa
1.3.3.2.2.1. Densidade fitoplancténica

A contagem do fitoplancton foi realizada a partir da sedimentacdo de
subaliquotas das amostras coletadas utilizando-se camara de sedimentacdo de
Uthermohl (Uthermdéhl, 1958) em microscopio invertido Zeiss 135 Axiovert, com
aumento de 400 vezes, apdés um tempo minimo de sedimentacdo de 12 horas. O
volume sedimentado (entre 5 e 25 mL) foi dependente da densidade de organismos na
amostra.

O procedimento de contagem escolhido foi 0 dos campos aleatorios, descritos
por Uehlinger (1964). As coordenadas dos campos foram geradas por computador e 0s
campos localizados na platina do microscopio. O numero de campos aleatorios a
serem contados (de 25 a 100) foi dependente do numero de organismos de uma
mesma amostra encontrados em um campo de observacdo. O critério utilizado para
determinacdo do numero de campos a serem contados foi o que procura alcancar 100

individuos da espécie mais abundante. De acordo com Lund et al. (1958), isto permite
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trabalhar com intervalos de confianca de +/- 20 % da média, a um nivel de significancia
de 95 %, o que é considerado como suficiente para estudos desta natureza. Durante a
contagem, cada célula, colbnia, cenobio ou filamento foi considerado como um
individuo.

Os resultados foram expressos em individuos por unidade de volume (mL),

calculado pela formula modificada de Wetzel & Likens (1979):

Onde: N = Numero de células (ou individuos) por mL
n = nimero de células (ou individuos) contadas
A = Area total da cAmara
a = area contada (nUmero de campos x area do campo)
V = Volume total sedimentado

1.3.3.2.2.2. Biovolume

Para obtencado dos valores da biomassa celular fitoplanctdnica foram estimados os
volumes celulares das algas encontradas, utilizando-se o método de transformacéo das
células em figuras geométricas tridimencionais proposto por Edler (1979). De acordo
com Margalef (1983), multiplicando-se os valores numéricos de uma dada espécie pelo
volume médio de sua célula, obtém-se um valor aproximado da sua biomassa.

Na determinacao dos volumes celulares foram medidos cerca de 20 individuos das
espécies mais abundantes para cada tratamento descrito acima. Ja para os taxons
menos abundantes foram medidos pelo menos 40 individuos ao longo de todos os
tratamentos durante todo o periodo de estudo. As medidas foram obtidas utilizando-se
0 microscopio 6ptico comum equipado com camara ocular de medicdo e 0 microscopio
invertido também equipado com camara ocular micrométrica. As médias aritméticas
obtidas de cada espécie foram entdo multiplicadas pelos seus resultados obtidos na
contagem do numero de individuos estimando-se os biovolumes de todos os taxons

sendo os resultados expressos em pm?®.
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1.4. Andlise dos dados

Devido a possibilidade de evaporacdo durante os 10 dias de experimento o0s
resultados obtidos foram corrigidos de acordo com a salinidade em cada mesocosmo
ao longo dos dias a partir da multiplicacdo da concentracdo obtida pela razéao
salinidade inicial:final.

Estatistica descritiva como meédia e desvio padrdo foram utilizados para
expressar os resultados. Todos os dados obtidos foram comparados atraveés de analise
de variancia (ANOVA). Os resultados significativos da ANOVA foram distinguidos com
o teste de Tukey-Kramer. Em caso de variancias desiguais foi realizado o teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis e a posteriori de Dunn. Todos em nivel de significancia (a) =
0,05.

Correlacbes de Spearman e Pearson foram utilizadas entre as variaveis:
nutrientes dissolvidos, nutrientes particulados, clorofila-a e também em relacdo a
fotossintese, respiracdo e producdo primaria, a = 0,05. Estes foram selecionados de
acordo com as variancias dos resultados comparados. Para variancias iguais foi
utilizada a correlagéo de Pearson e desiguais foi utilizada a correlagdo de Spearman
(Software Statistica 7).

As analises multivariadas, Analise dos Componentes Principais (ACP) e
Andlise de Correspondéncia Canbnica (ACC) foram realizadas através do software PC-
ORD versao 5.0. A ACP foi utilizada para avaliar agrupamentos de variaveis abidéticas
gue poderiam caracterizar diferentes tratamentos e a ACC foi utilizada para explicar as
possiveis relagdes entre a comunidade fitoplanctdnica e as variaveis ambientais. Para
obtencdo das matrizes de covariancia, os resultados das variaveis foram transformados
em “logaritmo natural + constante” [log (X+1)]. O coeficiente de correlacdo adotado foi o
de Pearson e Kendall (r), que resulta da relagdo entre os valores da ordenacao, ou
seja, posicdo das unidades na constru¢cdo da ordenacdo. Para realizar a andlise de
ACC foram construidas duas matrizes, a matriz principal com 0s o numero de
individuos pertencentes as classes da comunidade fitoplanctbnica e a matriz
secundaria contendo os dados abidticos. A significancia dos dois principais eixos

canénicos foi avaliada utilizando o teste de Monte Carlo (999 permutacdes; p<0,05).
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1.5. Resultados

1.5.1. Parametros fisico-quimicos

A 4gua da lagoa, Ct0, caracterizou-se por pH bésico (igual a 8,0) no Ponto 1, e
acido (igual a 6,7) no Ponto 2. O Ponto 1 apresentou salinidade maior (8,0) do que o
Ponto 2 (1,1). As aguas apresentavam-se pouco oxigenadas na parte da manha,
abaixo de 30% de saturacdo, e com alcalinidade elevada, maior que 3 mEq L™ em
ambos os pontos. Com o0 aprisionamento da &gua nos mMesocosmos ocorreu
incremento significativo do pH e OD em ambos os pontos (Tabela 1.2).

Tabela 1.2: Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos nos dois pontos
experimentais (n = 3). Para CtO, foi realizada apenas uma medigdo no primeiro dia de
experimento. As letras diferentes indicam se ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos.

Ponto 1 Ct0 Controle N P NP
T (°C) 28 28+1,3 28+1,3% 28+1,3" 28+1,3%
pH 8,00 8,79+0,1" 8,79+0,1" 8,81+0,2" 9,03+0,2°
OD (mg LY 2,2 6,2+0,9* 6,4+1,0" 6,6+1,0" 7,6+1,0%
Salinidade 8,07 9,74+1,6" 8,76+1,5" 8,85+1,6" 8,74+1,6"
Alc (mEq L™) 4,59 4,35+0,1* 4,5+0,1* 4,62+0,1" 4,37+0,1*
Ponto 2 Ct0 Controle N P NP
T (°C) 25 26+0,4" 26+0,4" 26+0,4" 26+0,4"
pH 6,7 8,23+0,3" 8,47+0,3" 8,28+0,3" 8,88+0,6"
OD (mg L™) 0,9 2,3x0,1" 2,6+0,03* 2,3x0,1" 2,9+0,04"
Salinidade 1,06 1,58+0,24 1,51+0,24 1,44+0,2 4 1,35+0,2 4
Alc (mEq L™ 3,25 2,95+0,1* 2,63+0,1° 2,490,115 2,48+0,1°

Entre os tratamentos, a temperatura da &agua ndo apresentou variacao
significativa, refletindo a temperatura da agua da lagoa, com valores entre 25 - 30 °C e
25 - 29,5°C nos Pontos 1 e 2, respectivamente (Tabela 1.2). Para pH e OD, o
tratamento NP apresentou os maiores valores médios, com valores de pH em ambos
os pontos de até 9,5 e de OD de até 13,0 mg L™ no Ponto 1 e de até 4,5 mg L™ no
Ponto 2 (Figura 1.5).

Em ambos os pontos os valores de OD nao apresentaram diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos. O OD tendeu a apresentar os maiores valores no 2°
dia de amostragem no Ponto 1 e ao final do 3° dia no Ponto 2. No Ponto 1 o pH médio
variou entre 8,8 (controle e NP) a 9,5 (NP), com o tratamento NP diferindo
estatisticamente dos demais (H; p<0,05). Neste ponto, como observado para OD,
observaram-se os maiores valores de pH no 2° dia de experimento. No Ponto 2 os

valores de pH variaram entre 7,4 (Controle) a 9,5 (NP), mas sem diferenca significativa
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(Tabela 1.2). Os valores de pH e OD foram mais elevados ao final dos dias (1°, 2°, 3° e
9°, as 18 horas) do que no inicio do dia (as 6 horas). Apesar de ndo diferentes
estatisticamente, observou-se uma tendéncia de incremento nos valores de pH ao
longo do experimento no tratamento NP; enquanto nos demais tratamentos, apos o 3°
dia, observou-se declinio (Figura 1.5).

Para temperatura e salinidade ndo foi observada diferenca entre os tratamentos
em ambos os pontos (Tabela 1.2). Com relacdo a alcalinidade, no Ponto 1, ndo se
observou diferenca entre os tratamentos. No Ponto 2 os tratamentos controle e N; e NP

em relacdo ao controle e N (H; p<0,05) apresentaram diferenca estatistica (Tabela 1.2).
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Figura 1.5. Variacdo média e desvio padréo do pH e OD (mg L™ (n = 3) ao longo dos 10 dias

de experimento nos Pontos 1 e 2, as 6h, 10h e 18h.
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1.5.2. Nutrientes

Em ambos os pontos onde foram realizados os experimentos, a variacdo na
concentragcdo de ortofosfato e N-amoniacal dentro dos mesocosmos foi abrupta ja no
primeiro dia nos mesocosmos enriquecidos (Figuras 1.6 e 1.7).

No Ponto 1, o ortofosfato apresentou diminuicdo de mais de 50% neste 1° dia.
A partir do 4° dia observou-se valores de ortofosfato semelhantes entre todos os
tratamentos, com média igual a 0,9+0,2 uM. As concentracdes de P-total dissolvido
apresentaram padrdo semelhante as concentracdes de ortofosfato e N-amoniacal. Os
valores diminuiram cerca de 70% e 60% do 1° para o 2° dia nos tratamentos com
adicdo de P (P e NP, respectivamente). Praticamente as concentracdes nesses
tratamentos se igualaram as concentragcdes médias dos demais tratamentos, que
estiveram em torno de 1,5+0,3 a 2+0,2 uM (Figura 1.6). As concentracdes de N-
amoniacal apresentaram diminuicdo em torno de 80% e 98% nos MesocosmMos
enriquecidos com N (N e NP) do 1° dia de experimentacdo para o 2° dia. O tratamento
N apresentou diferenca estatistica do controle e do tratamento P (H; p<0,05). Por outro
lado, os valores de nitrato (Figura 1.6) apresentaram incremento nestes mesmos
tratamentos no 2° dia (N e NP), 8° dia (N) e 10° dia (NP) indicando a oxidacdo de
grande parte do N-amoniacal a nitrato. Este mesmo nitrato, que chegou a apresentar
concentracdo no 2° dia de até 38+9 UM nos tratamentos N e NP apresentou oscilagéo
das concentracdes ao longo dos dias. O tratamento N diferiu estatisticamente do
controle e do tratamento P (H; p<0,05). As concentracdes de nitrito apresentaram um
padrdao consistente de incremento ao longo do tempo nos tratamentos enriquecidos
com N. O silicato reativo apresentou padrdo de diminuicdo de suas concentracfes ao
longo do tempo em todos os tratamentos, chegando a praticamente se esgotar nos

tratamentos controle, N e P.
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Figura 1.6. Média e desvio padréo dos nutrientes dissolvidos (n = 6) ao longo dos dez dias de

experimento no Ponto 1.

No Ponto 2, a queda nas concentracdes de P-total dissolvido, ortofosfato e N-
amoniacal foram mais gradativas ao longo do experimento do que no Ponto 1. No
Ponto 2 os tratamentos com adicdo de P (P e NP) apresentaram concentracao de
ortofosfato no 2° dia de experimento 88% maior do que o controle e o tratamento N. A
partir do 4° dia ocorreu uma diminuicdo nas concentracdes de ortofosfato, e o
tratamento P manteve a concentracdo média em torno de 12+0,1 uM até o 10° dia,
enquanto o tratamento NP apresentou maior diminui¢cdo ao longo do tempo, chegando

a um valor médio de 30,3 uM no 10° dia (Figura 1.7). O controle apresentou diferenca
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estatistica para o tratamento P, enquanto o tratamento N diferiu estatisticamente dos
tratamentos P e NP (H; p<0,05). Com relacdo aos tratamentos que nao receberam
adicao de ortofosfato, controle e tratamento N, estes apresentaram padrdo semelhante
de diminuicao ao longo do tempo (Figura 1.7).

Os tratamentos P e NP apresentaram queda nas concentracdes de P-total
dissolvido iguais a 36% e 88% do 1° até o 10° dia de experimento, respectivamente. O
controle e o tratamento N apresentaram concentracdo média maxima de 2,2+0,2 uM
durante os dez dias (Figura 1.7). Os tratamentos P e NP apresentaram diferenca
estatistica em relacdo ao controle e o tratamento N (H, p<0,05). As concentragdes de
N-amoniacal apresentaram diminuicdo em torno de 85% e 74% nos mMes0ocosmos
enriquecidos com N (N e NP) do 1° dia de experimentacdo para o 2° dia. O tratamento
N apresentou diferenca estatistica do controle e do tratamento P (H; p<0,05). Como
observado no Ponto 1, os valores de nitrato (Figuras 1.6 e 1.7) apresentaram
incremento nestes mesmos tratamentos (N e NP) no 2° e 6° dia no Ponto 2 e também
oscilagcédo das concentragdes ao longo dos dias. O tratamento N diferiu estatisticamente
do controle e do tratamento P (H; p<0,05). Com relacdo as concentracdes de nitrito
apenas o tratamento NP e em menor intensidade o tratamento N apresentaram
aumento nas concentracdes até o 6° dia de experimento. A concentracdo de nitrito foi
deplecionada no controle no 6° dia. O silicato reativo apresentou cerca de 50% de
diminuicdo em sua concentracdo, chegando ao minimo de 13+2,2 uM no tratamento
NP (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Média e desvio padrdo dos nutrientes dissolvidos (n = 6) ao longo dos dez dias de

experimento no Ponto 2.

Em relagdo a fragdo particulada, no Ponto 1, as concentragcbes de P-

particulado nos mesocosmos ndo apresentaram uma tendéncia clara ao longo do

experimento, e os tratamentos P e N apresentaram as maiores variagdes. Ao longo dos

dias de amostragem, o tratamento P apresentou valores médios variando de 2,2+0,4

uM a 3,5+0,1 uM enquanto o tratamento N apresentou valores médios entre 1,7+0,1 a

4,6+0,2 uM (Figura 1.8). Pode-se observar, entre os tratamentos, tendéncia ao declinio

nas concentragcbes ao longo do tempo, excetuando-se o 8° dia nos tratamentos
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enriquecidos, que apresentaram 0s maiores valores neste dia. A maior concentracao
meédia de P-particulado ocorreu no tratamento NP (Figura 1.8).

O tratamento NP apresentou o maior valor médio de N-particulado, igual a
171+7 pM. Esse tratamento apresentou tendéncia de incremento nos valores de N-
particulado até o 8° dia, decaindo no 10° dia (queda de cerca de 41%). Neste 10° dia,
também os tratamentos controle e N apresentaram valores médios menores que nos
dias anteriores (Figura 1.8). Estes tratamentos e o tratamento P apresentaram
oscilagbes pequenas nas concentragcbes de N-particulado ao longo do periodo
experimental, em torno de 143, 145 e 132 uM, respectivamente. Até o 8° dia, as
concentracdes de C-particulado variaram entre 903 a 1676 pM, mas, no 10° dia, em
todos os tratamentos, as valores aumentaram, para 3773 pPM no controle, e
aproximadamente 7100 pM nos tratamentos N, P e NP (Figura 1.8).

No Ponto 2, embora o tratamento NP tenha apresentado os maiores valores
médios dos nutrientes particulados, para P-particulado, os valores apresentaram
declinio gradativamente ao longo dos dias, chegando a uma média igual a 0,7+0,1 uM.
Este mesmo padréo foi observado nos tratamentos N e P do 1° ao 10° dia. A queda
dos valores de P-particulado foi em média de 77% para o tratamento NP e de 59% nos
tratamentos N e P (Figura 1.8).

A tendéncia de declinio nos valores de N-particulado ao longo do experimento
no Ponto 2 foi mais evidente nos tratamentos controle e P apds o 2° dia, quando foram
observados os maiores valores médios para estes tratamentos. Ja os tratamentos NP e
N apresentaram picos no 4° e 6° dias, respectivamente, e apos, seguindo os demais
tratamentos, apresentaram declinios chegando a valores préximos aos apresentados
pelos demais tratamentos (Figura 1.8). O tratamento NP apresentou um pico de
incremento nas concentragdes de C-particulado no 4° dia. Com excec¢ao do tratamento
N, que apresentou um suave aumento nas concentragdes de C-particulado entre 0 4° e
8° dia, nos demais tratamentos ocorreram reducédo dos valores de C-particulado até o
final do experimento (Figura 1.8). As concentracfes de C-particulado apresentaram
forte correlagdo com as concentragcdes de N-particulado (r = 0,92, p<0,0001,

Spearman).
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Figura 1.8. Média e desvio padrdo das concentrages dos nutrientes particulados (n = 6) ao
longo dos dez dias de experimento. Os gréaficos da esquerda sdo referentes aos resultados
obtidos no Ponto 1, e os da direita séo referentes ao Ponto 2.

1.5.3. Comunidade fitoplancténica: biomassa e estrutura

A biomassa fitoplanctdnica medida como clorofila-a apresentou tendéncia de
diminuicdo nos seus valores ao longo do tempo em ambos 0s pontos de
experimentacdo em praticamente todos os tratamentos. Destaca-se a diferenca entre
as concentragdes iniciais que aponta o Ponto 1 como mais produtivo, com valor inicial

de 207 pg L™ e o Ponto 2 com cerca de metade deste valor, 110 pg L™. Apenas o
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tratamento NP, em ambos o0s pontos, apresentou incremento significativo na
concentracédo de clorofila-a em algum momento do experimento (2° dia no Ponto 1 —
231 g L™ e 4° dia no Ponto 2 - 417 pug L™ (Figura 1.9). No Ponto 2 as concentragées
de N-particulado e C-particulado apresentaram forte correlagdo com as concentragdes
de clorofila-a (r = 0,83 e 0,87, p<0,0001, Spearman, respectivamente).

A relagéo entre clorofila-a e densidade fitoplanctdnica ndo foi observada no
Ponto 1, uma vez que as maiores densidades foram verificadas no tratamento N, tanto
no 4° quanto no 10° dia, quando a densidade alcancou 36.167 ind mL™. No Ponto 2 a
densidade fitoplanctdnica (Figura 1.10) mostrou decréscimo ao longo do tempo em
todos os tratamentos, diferindo do incremento de clorofila observado no tratamento NP
no 4° dia. Os menores valores de densidade estiveram relacionados aos tratamentos
controle e P, enquanto os maiores ao tratamento N no 4° dia e NP no 10° dia (Figura
1.10).
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Figura 1.9. Média e desvio padrdo da biomassa fitoplanctbnica (n = 6) por meio da clorofila-a

nos dias avaliados nos Pontos 1 e 2.

Nas aguas iniciais (Ct0), em ambos 0s pontos, a comunidade fitoplancténica era
composta por 80% de Cyanophyceae, 18% por Bacillariophyceae e menos de 3% por
Chlorophyceae e Cryptophyceae.

No Ponto 1 das Cyanophyceae destacaram-se com 76% do numero de
individuos. Limnothrix sp., Synechocystis aquatilis e Anabaenopsis elenkinii f. circularis
foram os taxons mais representativos. Limnothrix sp. representou 57% do numero de
individuos (Figura 1.10). No Ponto 2 Aphanocapsa delicatissima apresentou

dominancia de mais de 80% no numero de individuos (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Numero de individuos obtidos no 4° e 10° dias de experimento e na agua da
lagoa, Ct0, nos Pontos 1 e 2.

Durante os dez dias de experimento a comunidade apresentou mudanca em
namero e composi¢do entre os tratamentos (Figura 1.10). Apesar disso, no Ponto 1, a
classe Cyanophyceae sempre foi o grupo de maior abundéancia com mais de 70% do
namero de individuos e 95% do biovolume total, em todos os tratamentos. Entretanto,
no Ponto 2, jA no 4° dia ocorreu uma mudanca na comunidade. A classe
Cryptophyceae passou a compor mais de 80% da comunidade fitoplancténica em todos
os tratamentos, predominando Rhodomonas sp. e Cryptomonas marssonii. No ultimo

dia de experimento, com excecdo do controle e N que continuaram apresentando
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dominancia de Cryptophyceae, os tratamentos P e NP passaram a ter o dominio da
classe Cyanophyceae, com 50 e 90% do numero de individuos, respectivamente,
predominando Synechocystis aquatilis.

No Ponto 1 o biovolume no 4° e 10° dia foi composto na maior parte por
Limnothrix sp. (Cyanophyceae) em todos os tratamentos, com excec¢do do controle no
10° dia, com maior biovolume representado por Epigloeosphaera brasilica
(Cyanophyceae) (Figura 1.11). J4 no Ponto 2, o maior biovolume até o 4° dia esteve
associado a classe Cryptophyceae, com mais de 40% do biovolume no tratamento N,
52% do biovolume no controle e 97% no tratamento P. No tratamento NP a classe
Euglenophyceae, representada principalmente com Trachelomonas sp., apresentou
37% do biovolume. A classe Cryptophyceae apresentou o segundo maior biovolume,
com Cryptomonas marssonni representando 28% do biovolume. No décimo dia, a
classe Cryptophyceae predominou em biovolume, com Cryptomonas marssonii
dominando em todas as condicfes experimentais, com excecdo do tratamento NP.
Neste tratamento a classe Bacillariophyceae apresentou 78% do biovolume, com o

predominio de Cyclotella sp. (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Biovolume obtidos no 4° e 10° dias de experimento nos Pontos 1 e 2 e na agua da
lagoa, CtO.

1.5.4. Comunidade perifitica: biomassa

Em relacao a clorofila-a perifitica, apés dez dias de experimento, no Ponto 1 e 2,
ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos. Entretanto, no Ponto 1, o
tratamento N apresentou o menor valor médio (0,01 pg cm™), e os tratamentos P e NP
apresentaram os maiores valores médios, em torno de 0,08 e 0,07 pg cm?

respectivamente. No Ponto 2 a maior concentragdo media foi obtida no tratamento NP.
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As concentracdes neste tratamento foram 51, 81 e 97% maiores que o tratamento N, P

e controle, respectivamente (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Média e desvio padrdo da biomassa perifitica (n = 6) na forma de clorofila-a no

10° dia de experimento nos Pontos 1 e 2.

1.5.5. Andlise dos Componentes Principais (ACP)

No Ponto 1 a ACP mostrou, entre as caracteristicas abidticas nos
mesocosmos, que 85% da variabilidade dos dados foi explicada nos dois primeiros
eixos, com 64 e 21%, respectivamente. No lado positivo do eixo 1 foram alocadas a
maioria dos tratamentos e dias, negativamente correlacionados com os nutrientes, pH e
OD. No lado negativo do eixo 1 os tratamentos N e P (2° dia) e NP (2°, 4° e 8° dias)
correlacionaram-se fortemente com o pH e OD, possivelmente devido a maior atividade
metabdlica nesses tratamentos e dias. No eixo 2 os tratamentos controle e N (8° e 10°
dia), P (2° e 8° dia) e NP (2° e 10° dia) correlacionaram-se positivamente com 0s
valores de pH e OD. Os demais dias correlacionaram negativamente com as
concentracbes dos nutrientes, o que representa menor atividade metabdlica e menor

consumo dos nutrientes (Figura 1.13).



Tabela 1.3: Correlacdo das varidveis abioticas (n =
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24) com 0s componentes principais no

Ponto 1.
Variavel Eixo 1 Eixo 2
P-PO,* -0,928 -0,275
P-total dissolvido -0,895 -0,655
Si-SiOo, -0,746 -0,392
pH -0,602 0,718
oD -0,784 0,496
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Figura 1.13. ACP com os valores médios das variaveis abibticas em cada tratamento nos dias

1, 2, 4, 6, 8 e 10. Abreviagbes: P-total = fésforo total, Si-SiO, = silica, OD= oxigénio dissolvido,

Cont — 1 = controle 1° dia, Cont — 2 = controle 2° dia, Cont — 4 = controle 4° dia, Cont — 6 =
controle 6° dia, Cont — 8 = controle 8° dia, Cont — 10 = controle 10° dia, N—1=N- 1°dia, N—-2
=N- 2°dia, N-4=N- 4°dia, N-6=N- 6°dia, N-8=N- 8°dia, N-10=N- 10°dia, P —
1=P- 1°dia,P-2=P- 2°dia,P-4=P- 4°dia,P-6=P- 6°dia,P-8=P- 8°dia, P -
10=P - 10°dia, NP-1=NP - 1°dia, NP -2 =NP - 2°dia, NP -4 =NP - 4°dia, NP -6 =NP
- 6°dia, NP-8=NP - 8°diae NP —-10=NP - 10° dia.
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No Ponto 2 a ACP apresentou que 71% da variabilidade dos dados foi
explicada nos dois primeiros eixos, com 52 e 19%, respectivamente. No lado negativo
do eixo 1 foram alocados os tratamentos P (em todos os dias amostrados) e NP (dia 2
e 4) mais associados aos valores de P-total dissolvido e ortofosfato (Tabela 1.4). Nesse
caso, representa excesso de fésforo principalmente no tratamento P que esteve mais
associado a elevada concentracdo de fésforo e menor biomassa algal. O que néo
ocorreu, por exemplo, nos dias finais, 8° e 10°, no tratamento NP, controle e tratamento
N (Figura 1.14). Na parte positiva do eixo 2, o tratamento P (dias 4, 6, 8 e 10) associou-
se mais fortemente com as concentracdes de P-total, reforcando o excesso de fosforo

nesse tratamento.

Tabela 1.4: Correlacdo das variaveis abidticas (n = 24) com 0s componentes principais no

Ponto 2.
Variavel Eixo 1 Eixo 2
N-NH," -0,533 -0,753
N-NO; -0,509 0,000
P-PO,* -0,898 0,297
P-total dissolvido -0,861 0,449

Si-SiO, -0,712 -0,354
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1.5.6. Analise de Correspondéncia Candnica (ACC)

Figura 1.14. ACP com os valores médios das variaveis abibticas em cada tratamento nos dias
1, 2, 4, 6, 8 e 10. Abreviacdes: P-total = fosforo total, Si-SiO, = silica, N-NH," = N-amoniacal, N-
NO; = nitrito, Cont — 1 = controle 1° dia, Cont — 2 = controle 2° dia, Cont — 4 = controle 4° dia,
Cont — 6 = controle 6° dia, Cont — 8 = controle 8° dia, Cont — 10 = controle 10° dia, N—1=N- 1°
dia, N-2=N- 2°dia, N-4=N- 4°dia, N-6=N- 6°dia, N-8=N- 8 dia, N-10=N -
10°dia, P-1=P- 1°dia,P-2=P- 2°dia,P-4=P- 4°dia, P-6=P- 6°dia, P-8=P -
8°dia, P—10=P - 10°dia, NP -1 =NP - 1°dia, NP —2 = NP - 2°dia, NP —4 = NP - 4° dia,
NP —6 =NP - 6°dia, NP-8=NP - 8°diae NP —-10=NP - 10° dia.

No Ponto 1 a ordenacdo dos dados através da ACC explicou 61 e 32% dos
dados biolégicos nos eixos 1 e 2, respectivamente. A correlagdo de Pearson entre
espécie e ambiente foi alta em ambos os eixos (Tabela 1.5) indicando uma forte relacao
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entre as variaveis abioticas e o fitoplancton (Figura 1.15). O mesmo foi observado
através do teste de Monte Carlo que indicou significancia na ordenacao entre os eixos 1

e 2 (p<0,05).

Tabela 1.5: Sintese da ACC para os tratamentos.

Resultado da sintese Eixol Eixo?2
Autovalores 0,046 0,024
Variancia explicada (%) 61 32
Correlacao de Pearson (espécie-ambiente) 1 1

Teste de Monte Carlo
Autovalores - p 0,002 0,002

Correlacao espécie-ambiente 0,99 0,99

A ACC mostrou que o P-total dissolvido foi a variavel mais importante para a
ordenacdo do eixo 1 enquanto no eixo 2 as variaveis mais importantes foram pH e OD
(Tabela 1.6). A classe Cyanophyceae apresentou a mais alta correlacdo com o P-total
dissolvido, enquanto a classe Bacillariophyceae foi a Unica classe que se correlacionou
negativamente. As classes Cryptophyceae e Euglenophyceae correlacionaram-se mais
forte e positivamente com o pH e OD, enquanto a classe Bacillariophyceae
correlacionou-se negativamente. A classe Euglenophyceae esteve mais associada ao

tratamento NP no 4° e 10° dia do que as demais classes (Tabela 1.7).

Tabela 1.6: Correlacao das variaveis abiéticas (n = 9) com os componentes principais no Ponto

1.

Variavel Eixo 1 Eixo 2
N-NH4" -0,101 -0,159
N-NO3" 0,134 0,191
P-PO,* 0,157 -0,196
P-total dissolvido -0,195 0,494
Si-SiO, 0,097 -0,344
pH -0,008 0,621
oD -0,082 0,618

Alcalinidade total 0,071 -0,247




Tabela 1.7: Correlacdo das variaveis biologicas (n = 9) com os eixos 1 e 2 no Ponto 1.

Variavel Eixo 1 Eixo 2
Cyanophyceae 0,662 -0,338
Chlorophyceae -0,062 -0,257
Cryptophyceae -0,643 0,440
Bacillariophyceae -0,091 -0,744
Euglenophyceae 0,298 0,394
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Figura 1.15. ACC com os valores meédios das variaveis abioticas e biéticas em Ct0 e em cada
tratamento nos dias 4 e 10. Abrevia¢des: P-total = foésforo total, OD= oxigénio dissolvido, Ct0 =
agua da lagoa, Cont — 4 = controle, Cont — 10 = controle 10° dia, N-4=N- 4°dia, N-10=N -
10° dia, P-4 =P - 4°dia, P—-10=P - 10° dia, NP -4 =NP - 4°diae NP —10 = NP - 10° dia.



39

No Ponto 2 a ACC explicou 92 e 4,6 % dos dados bioldgicos nos eixos 1 e 2,
respectivamente. A correlacéo de Pearson entre espécie e ambiente foi alta em ambos
0s eixos (Tabela 1.8) e o teste de Monte Carlo indicou significancia entre os eixos 1 e 2
(p<0,05) o que indica forte relacdo entre as variaveis abioticas e o fitoplancton (Figura
1.16).

Tabela 1.8: Sintese da ACC para os tratamentos.

Resultado da sintese Eixol Eixo?2
Autovalores 0,732 0,036
Variancia explicada (%) 92 4,6
Correlacdo de Pearson (espécie-ambiente) 1 1

Teste de Monte Carlo
Autovalores - p 0,001 0,001

Correlacao espécie-ambiente 0,99 0,95

A ACC apresentou o OD como a variavel mais importante para a ordenagado do
eixo 1. No eixo 2 a alcalinidade total foi a varidvel mais importante para a ordenacéo dos
dados (Tabela 1.9). A classe Cyanophyceae apresentou a maior correlacdo com o OD,
enquanto a classe Cryptophyceae apresentou a correlacdo mais negativa. No eixo 2, as
classes Bacillariophyceae e Euglenophyceae apresentaram maior correlacdo com a
alcalinidade total (Tabela 1.10).

Tabela 1.9: Correlagao das variaveis abitticas (n = 9) com os componentes principais no Ponto
2.

Variavel Eixo 1 Eixo 2
N-NH," 0,428 -0,146
N-NOz -0,438 0,071
P-PO,* -0,144 0,299
P-total dissolvido -0,210 0,338
Si-SiO, -0,044 0,248
pH -0,373 0,004
oD -0,755 -0,138

Alcalinidade total 0,007 -0,452
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Tabela 1.10: Correlagé@o das variaveis biolégicas (n = 9) com os eixos 1 e 2 no Ponto 2.

Variavel Eixo 1 Eixo 2
Cyanophyceae 0,775 -0,111
Chlorophyceae -0,222 -0,477
Cryptophyceae -0,730 -0,320
Bacillariophyceae -0,071 0,626
Euglenophyceae -0,499 0,369
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Figura 1.16. ACC com os valores médios das variaveis abiéticas e bidticas em CtO e em cada

tratamento nos dias 4 e 10. Abreviacdes: P-total = foésforo total, OD= oxigénio dissolvido, Ct0 =

agua da lagoa, Cont — 4 = controle, Cont — 10 = controle 10° dia, N-4=N- 4°dia, N-10=N -
10°dia,P-4=P- 4°dia, P-10=P - 10°dia, NP—4=NP - 4°diae NP —-10=NP - 10° dia.

A classe Cyanophyceae esteve associada ao CtO e ao tratamento NP no 10°

dia, devido a modificagdo da composicdo da comunidade fitoplanctbnica de
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Cyanophyceae para Cryptophyceae no 4° dia de experimento. No 10° dia a classe
Cyanophyceae retomou a dominancia no tratamento NP (Tabela 1.10). As demais
classes correlacionaram-se negativamente com o eixo 1. As classes Cryptophyceae e
Chlorophyceae associaram-se mais fortemente com os tratamentos controle, N e P no
4° dia de experimento. No eixo 2 apenas as classes Bacillariophyceae e
Euglenophyceae apresentaram correlacéo positiva (Figura 1.16). Com excecdo de NP
no 10° dia e N no 4° dia, os tratamentos com adi¢cdo de N associaram-se positivamente
com a alcalinidade total. Em relagcdo ao controle e tratamento P, esses tratamentos
apenas associaram-se positivamente no 10° dia de experimento (Tabela 1.10).

1.6. Discusséao

1.6.1. Resposta da biomassa fitoplanctonica a adicao de nutrientes

Em ecossistemas aquaticos é esperado que o incremento de nutrientes leve a
mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas da agua e alteracées na biomassa e na
composicao fitoplanctbnica (Estrada et al., 2003). De fato, estas alteracdes puderam
ser observadas nos experimentos realizados (Figuras 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, 1.9 e 1.10).
Entretanto, a maior modificacdo parece ter decorrido do préprio confinamento das
aguas nos mesocosmos, uma vez que as concentracdes de clorofila-a e as densidades
fitoplanctbnicas mostraram decréscimo em relacdo as aguas originais, especialmente
no Ponto 1 devido principalmente a sedimentagéo e herbivoria (maiores detalhes item
2.5.3). Embora essas modificagbes tenham sido evidentes, o0s parametros
determinados foram sensiveis a metodologia utilizada, com os mesocosmos e adicdo
de nutrientes. As lagoas costeiras sdo conhecidas pelo elevado hidrodinamismo,
resultante do aporte de energia externa na forma de constantes ventos (Knoppers,
1994). Assim, o confinamento de suas aguas pode explicar as respostas em termos de
diminuicdo da biomassa pelagica pelo processo de sedimentacdo dos organismos. O
incremento em biomassa fitoplanctonica observado no Ponto 2 nos primeiros dias de
experimento pode estar relacionado a populagcdes que apresentam uma relativa
motilidade, como as Cryptophyceae, que podem se manter na coluna d’agua.

Muitos estudos experimentais com a comunidade fitoplancténica visam
acompanhar a composicao e variagbes da comunidade em relagdo a sua biomassa,
geralmente na forma de clorofila-a. Os resultados obtidos utilizando a clorofila-a como

indexador de biomassa fitoplanctdénica sdo em muitos casos considerados equivalentes
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aos dados de densidade obtidos a partir de microscopia (Xu et al., 2010). Por exemplo,
se a biomassa fitoplanctbnica aumentar apés a adicéo isolada de N, mas ndo apos a
adicao de P, esta indicaria limitacdo por N no sistema de estudo (Lin et al., 2008). As
adicbes de N e P em conjunto podem também estimular o incremento de biomassa,
apresentando efeito sinérgico. O sinergismo pode ser observado a partir de
comparacoes de tratamentos onde foi realizada a adi¢do individualizada dos nutrientes
com tratamentos onde foram realizadas adicbes combinadas. Quando ocorre maior
estimulo ao incremento da biomassa fitoplancténica no tratamento com adicdo
combinada dos nutrientes, em relagdo aos tratamentos com adi¢do individualizada,
pode ser concluida a ocorréncia de sinergismo (Paerl et al, 2011). A colimitagdo por
nutrientes pode ser também observada a partir desses tipos de avaliacdes. Nesse
caso, os tratamentos com adi¢ao individualizada de N ou P podem n&o apresentar
aumento nas concentracdes de clorofila-a, principalmente quando comparada a
biomassa do tratamento com adicdo combinada, N + P (Muhid et al., 2013). Embora
mudancas na composicdo da comunidade fitoplancténica ocorram com maior
frequéncia apés a adicdo de nutrientes, a composicdo da comunidade também pode
nao ser alterada apods eventos de incremento de nutrientes (Muhid et al., 2013), o que
nao ocorreu no presente estudo, que apresentou modificacbes na comunidade
fitoplanctonica ao longo dos dias dos experimentos.

Em ambos os pontos, a maior biomassa na forma de clorofila-a ocorreu no
tratamento com adicdo combinada de N e P. O maior incremento de biomassa na
forma de clorofila-a observado nesse tratamento foi seguido também de maiores
concentracfes de OD e pH do que os tratamentos com adicao individualizada (Tabela
1.2 e Figura 1.5), o que sugere maior produtividade primaria sob esta condi¢édo
experimental (Sabater et al.,, 2000). As maiores modificagbes no tratamento NP
sugerem a ocorréncia de efeito sinérgico devido a adicdo combinada dos nutrientes
adicionados (Elser et al, 1990; Elser et al., 2007; Gruner et al., 2008; Paerl et al, 2011).
Os tratamentos com adi¢Oes individualizadas de N e P n&do apresentaram diferencas
entre eles. Quando camparados ao tratamento NP, estes ndo estimularam o
incremento de biomassa. Esse fato sugere limitagcdo pelo outro nutriente que nao foi
adicionado nos tratamentos com adi¢ao individualizada, ou seja, colimitagdo nutricional.
Nesse caso, por exemplo, a adicdo apenas de N, pode ter gerado ou aumentado a
limitacdo por P, enquanto a adicdo somente de P pode ter contribuido para a

ocorréncia ou aumento de limitagao por N (Muhid et al, 2013).
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O efeito sinérgico péde ser observado também em relacdo & comunidade
perifitica em ambos os pontos de experimentacdo. Entretanto, a adicdo individualizada
de P estimulou maiores concentracdes de biomassa, semelhante ao observado em NP
(Figura 1.12). Este fato indica que no Ponto 1, a comunidade perifitica € mais limitada
por P, pois a adicdo individualizada de N n&o influenciou a ocorréncia de elevada
biomassa na forma de clorofila-a. No Ponto 2, ao contrario, o0 N pareceu ser mais
limitante & essa comunidade do que o P, observando-se maior incremento em

biomassa no tratamento N.

1.6.2. Limitac&o nutricional

A razao nitrogénio inorganico dissolvido (NID, nitrato+nitrito+N-amoniacal) e
ortofosfato, que é uma ferramenta utilizada para avaliar a limitag&o nutricional, confirma
a colimitacdo nutricional (Dortch & Whitledge, 1992) (Tabela 1.11). Em ambos os
pontos, o controle e o tratamento com adicao individualizada de P foram limitados por
N (NID:P-orto <10), enquanto o tratamento N foi limitado por P (NID:P-orto >30). O
tratamento NP ndo apresentou limitacdo por nutrientes (NID:P-orto ~16) no Ponto 1,
enquanto no Ponto 2, apresentou limitacdo por N. Estas diferentes limitacdes podem
ter alterado a comunidade no Ponto 2: de cianocolonial para Cryptophyceae e outra vez
para cianobactérias, com a presenca de Synechocystis aquatilis que é capaz de fixar N
(Crossetti & Bicudo, 2005).
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Tabela 1.11: Razédo molar NID:ortofosfato (orto-P) para os dois pontos amostrais em cada dia de coleta. As concentracdes médias dos nutrientes

estdo em uM.

Razéo Razéo Razéo Razéo Razéo Razéo
NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P Limitacéo
Ponto 1 1° dia Limitacdo 2° dia Limitacéo 4°dia Limitacéo 6° dia Limitacéo 8° dia Limitacdo 10° dia Limitacdo = média
Controle 1.1:1.2=09 N 15:13=12 N 5.0:1.1=45 N 4.6:0.89 =5.2 N 3.6:08=45 N 4.8:05=10 N N
N 56.6:1.2 = 47 P 47:0.9 =52 P 45:1.2=375 P 31.3:1.0=31.3 - 30.2:0.5=60 P 16.4:0.65=25 - P
P 1.2:.3.7=0.3 N 24:14=17 N 11:08=14 - 2.9:0.7=4.2 N 1.9:08=24 N 25:05=5 N N
NP 56:3.7 =15 - 29.5:1.7=17 - 23.4:12=19 - 11.0:0.7 = 15.7 - 98:14=7 N 19:0.8=24 - Nenhuma
Razao Razao Razéo Razéo Razéo Razao
NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P NID:orto-P Limitacéo
Ponto 2 1° dia Limitacdo 2° dia Limitacdo 4°dia Limitacdo 6° dia Limitacdo 8° dia Limitacdo 10° dia Limitacdo = média
Controle 15.2:2.3=6.6 N 22:16=14 N 49:16=3 N 1.4:11=12 N 1.3:092=14 N 2:0.69=29 N N
N 157:2.3 =68 P 94:1.6 =59 P 34:1.2=28 - 57.1:1=57 P 21/0.9 =23 - 32:0.53=60 P P
P 14.9:29=0.5 N 45:13=0.3 N 3.8:11=0.3 N 2.9:11=0.26 N 1.1:10=0.11 N 1.9:9.4=0.2 N N
NP 157:29=54 N 111:14=18 N 30:11=28 N 38:9=4 N 5:43=1.1 N 24:27=09 N N

Legenda: ( - ): nenhuma limitagao.

Limitac&o por N: razéo NID:orto-P < que 10; limitac&o por P: razéo NID:orto-P > que 30.

Por meio da razdo NID:orto-P, 11:0.6 = 18, a agua da lagoa, (Ct0), no Ponto 1 nao indicou limitacao nutricional. No Ponto 2, a razao NID:orto-P de

28:5.5 = 5.2 indicou limitag&o por N.
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Outra ferramenta utilizada em estudos limnolégicos €é a razdo P-
particulado:clorofila-a. Nos Pontos 1 e 2 o tratamento N apresentou na maior parte dos
casos 0s menores valores da razdo P-particulado:clorofila-a o que sugere maior
biomassa e limitagcdo por P nesse tratamento. Como esperado, o tratamento P
apresentou excesso de fosforo, principalmente no Ponto 2 (Figura 1.17). Os valores
obtidos a partir da razdo reforcam o observado através da razdo NID:orto-P, que
sugere limitacdo nutricional por nitrogénio no controle e no tratamento P em ambos os
pontos amostrais. No tratamento NP pode ter ocorrido leve limitagdo por N, como
observado também através da razdo NID:orto-P no Ponto 2. Embora esse tratamento
tenha apresentado maiores concentracdes de clorofila-a, a adicdo combinada dos
nutrientes ndo estimulou ao maior incremento da biomassa quando observados os
valores obtidos a partir da razao P-particulado:clorofila-a com o valores do tratamento
N (Figura 1.17).
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2504 2504
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50- 504

P-particulado:clorofila-a (UM M)
P-particulado:clorofila-a (UM M)
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Figura 1.17. Valores obtidos a partir da razdo P-particulado:clorofila-a (UM pM) (n = 6) durante o 2°,

4°, 6°, 8° e 10° dias de experimento nos dois pontos amostrais.

Com relacdo a fracdo particulada dos nutrientes foram obtidas as razdes C:N,
N:P, C:P e também C:clorofila-a. Os valores encontrados foram comparados aos
indicadores de deficiéncia nutricional proposto por Healey & Hendzel (1980). Neste
caso, ha intervalos que estabelecem o grau de limitacdo nutricional a partir de cada
razao. Para a classificacdo, sao utilizados os termos: nenhuma, moderada ou severa

limitagcdo, como observado na Tabela 1.12.
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Tabela 1.12: Valores indicadores da deficiéncia nutricional a partir das razdes C:N, N:P, C:P e
C:clorofila-a. (Fonte: Hecky et al., 1993).

Unidade Razao Deficiéncia Nenhuma Moderada Severa
MM:pm C:N N <8,3 8,3-14,6 >14,6
HUM:pM N:P P <22 - >22
MM:pm C.P P <129 129-258 >258
UmpgL*  C:clorofila-a Geral <4,2 42 —-8,3 >8,3

A comunidade fitoplancténica na lagoa de Iquipari, nos dois pontos amostrais,
apresentou durante os dias dos experimentos algum grau de limitacdo nutricional por N
e P (Tabela 1.13). O Ponto 1 apresentou maior limitagdo nutricional do que o Ponto 2,
como observado a partir da razédo C:clorofila-a que indica limitacdo geral. No Ponto 1
os intervalos de limitacdo nutricional apresentaram moderada e severa limitacdo. No
entanto no Ponto 2 a limitagdo nutricional geral foi caracterizada como severa apenas a
partir do 6° dia no controle e tratamento P a qual manteve-se no 8° dia. No 10° dia, a
limitacdo ocorreu também no tratamento N (Tabela 1.13).
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Tabela 1.13: Valores médios (n = 6) obtidos a partir da razdo dos nutrientes particulados e

clorofila-a: C:N, C:P, N:P (uM uM) e C:clorofila-a (uM pg L) em ambos os pontos

experimentais durante o 1°, 2°, 4°, 6°, 8° e 10° dia de experimento.

Pontol C:N C:P N:P C:clorofila-a Ponto2 C:N C:P N:P  C:clorofila-a
1° dia CtO 7* 4.4%* 1°dia CtO 12%* - 2*
2°dia Controle 8* 361** 46*** 8** 2° dia Controle 10* 160** 15* 2*
N 8*  650** g1r** QH* N 13** 158** 12* 2*
P 7* 310%** 43 7** P 10  82* 8* 1*
NP O**  368*r**  42%** 6** NP 9**  36* 4* 1*
4° dia Controle 43*** 1232*** 209%** 40 *** 4° dia Controle 8.3** 53* 6* 1*
N 7% 602*%**  83rx* 13*** N 8* 264  34%** 3*
P 8*  309*** 3grx* 28*** P 9 207 23*** 2*
NP 7*  262%** 35 8** NP 7* 89* 13 0.6*
6° dia Controle 9** 387*** 43*** 20%** 6° dia Controle 9 259  30*** 10***
N B60*** 3473*** 5@*** 153*** N 8* 135** 16* 1*
P 8*  566***  T4rx* 26%** P 13**  144** 11* 10%**
NP 8*  266***  32%x* 14%*=* NP 14 110* 8* 1*
8° dia Controle 7*  389*** 5h*** 13*** 8° dia Controle 10**  80* 8* 10***
N O**  248**  2Q%** 10%** N 11** 167** 15* 2*
P 59*** 2009*** 34*** 7H*x P 7* 48* 6* 4.4%*
NP 7% 326%**  47rr* 11%** NP 8%  184** 23*** 2*
10° 10°
dia Controle 8*  462*** 60*** 4Qx** dia Controle 8* 364*** A48*** 70%**
N 8* 1016*** 131*** 32*** N 8* 663*** 86*** 10***
P 9** 564*** 66*** 32*** P 8* 377*** 50*** 109***
NP B60*** 2375%** AQ*** 119%** NP 7% 179%* 25%* 4*

Legenda: * indica nenhuma limitagéo,
** indica moderada limitacéo e
*** indica severa limitacéo.

Embora as limitagbes nutricionais sugeridas pelas razbes obtidas utilizando os

nutrientes dissolvidos e particulados tenham apresentado alguns contrastes, pode ser

observada a ocorréncia de colimitacdo nutricional também quando avaliada as formas

particuladas. Provavelmente, a diferenca entre os resultados obtidos utilizando as

razdes dissolvidas e particuladas estdo associadas as baixas concentracbes de P-

particulado obtidas no presente estudo. Contudo, embora as concentracbes de P-

particulado tenham sido baixas em relagdo as concentracdes de C-particulado e N-

particulado (Figura 1.8), as concentracdes de P-total (somatério da forma dissolvida

com a particulada) ndo podem ser consideradas baixas. Os valores médios indicam em

ambos os pontos um estado eutrofico (Carlson, 1977). A maior parte do P-total no

Ponto 1 foi observada na fragéo particulada, enquanto no Ponto 2, nos tratamentos P e
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NP, as maiores concentracdes estiveram presentes na fracdo dissolvida (Figuras 1.6,
1.7 e 1.8).

A severa limitacdo por P em todos os dias no Ponto 1 e principalmente no 10°
dia no Ponto 2 a partir das razbes N:P, C:P e C:clorofila (Tabela 1.13) e a
predominéancia dos intervalos com nenhuma ou moderada limitagcdo por N a partir da
razdo C:N (Tabela 1.13) podem estar associados a diferentes fatores. As formas
organicas e inorganicas de N sdo mais soluveis e disponiveis do que as formas
fosfatadas, o que geralmente, tende a aumentar a limitagdo por P em lagoas. Soma-se
a isso, o fato de que os solos das restingas caracterizam-se por ser pobre em P (Souza
& Davide, 2001) o que reduz o aporte deste composto para 0s ecossistemas aquaticos.
Quando observado o ciclo do P, algumas caracteristicas podem ser observadas. O
intemperismo das rochas libera pouco P biologicamente aproveitavel e a presenca de
plantas terrestres interceptam e retém a maior parte dos compostos dissolvidos de
fésforo. Além disso, a capacidade de adsorcédo do fosfato a particulas ou precipitado
com ferro, manganés ou carbonato de calcio, dificultam sua disponibilizacdo para os
organismos fitoplanctonicos (Esteves, 1998).

A baixa concentracdo de P-particulado estd associada geralmente a auséncia de
poluicdo e baixas concentracfes de soélidos suspensos. A ocorréncia de chuvas tende a
aumentar a entrada de soélidos suspensos, carbono organico dissolvido e carbono
organico particulado a partir do escoamento superficial e erosdo do solo, favorecendo
ao aumento da fracdo particulada (Arreghini et al., 2005). No caso do ecossistema de
estudo, a lagoa de lquipari, ainda € um ecossistema pouco afetado por atividade
antropicas. Soma-se a isso, principalmente no Ponto 2, a baixa ocorréncia de
precipitacdo pluviométrica no més que foi realizado o experimento, média do més igual
a 58 mm, pode ter contribuido para a baixa concentracdo de P-particulado nesse ponto.

Outros indicativos de severa limitacao por P no Ponto 1 podem ser observados a
partir da comunidade perifitica, limitada por P, e dominancia da classe Cyanophyceae
na lagoa e durante o0s experimentos. Nesse ponto, a classe Cyanophyceae
correlacionou-se positivamente com as concentracdes de ortofosfato a partir da ACC.
Algumas cianobactérias apresentam vantagens competitivas quando ha limitacado por P
no ambiente porque apresentam a capacidade de estocar P quando este esta
disponivel no meio e utilizad-lo em periodos de necessidade (Dokulil & Teubner, 2000).
A capacidade de estocagem de P por algumas Cyanophyceae pode explicar a

dominancia dessa classe na lagoa de Iquipari.
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Quando comparados os Pontos 1 e 2 com relagédo as concentragbes de C e N
particulados observa-se, respectivamente, valores aproximadamente 10 e 3 vezes
maiores no Ponto 1 (Figura 1.8). Os baixos valores da fracdo particulada no Ponto 2
podem estar associados a dominancia de organismos pertencentes a classe
Cryptophyceae que apresentam espécies capazes de realizar a mixotrofia. Este
dominio de Cryptophyceae no Ponto 2 pode ter favorecido a ocorréncia de menores

concentracfes da fracdo particulada nesse ponto (Crossetti & Bicudo, 2005).

1.6.3. Indicadores de estado tréfico e composicado da comunidade fitoplanctdénica

Em ambientes aquaticos, uma forma de classificagcdo dos corpos d’agua
consiste em diferenciar o grau de trofia, avaliando a qualidade da dgua em relacéo ao
enriquecimento por nutrientes. Entre os extremos, os sistemas ultraoligotréficos sédo
caracterizados por concentracdes de P-total e clorofila-a em torno de 0,02 uM e 0,04
ug L™, com transparéncia da coluna d’agua de até 64 metros. Enquanto ambientes
hipereutroficos podem chegar a apresentar concentracbes de P-total e clorofila-a
superiores a 1,5 pM e 20 pg L™, com transparéncia inferior a 1 metro (Carlson, 1977).

No presente estudo, na agua da lagoa, Ct0, as concentracdes de clorofila-a
foram altas (207 e 110 pg L™, Pontos 1 e 2, respectivamente), com baixa transparéncia
da coluna d’agua (30 e 25 cm nos Pontos 1 e 2) (Tabela 1.2), sugerindo um estado
hipereutrofico (Carlson, 1977). Nao foram utilizadas concentracdes de P-total para
calcular o indice de estado trofico, porque devido a problemas operacionais ndo ha
dados de P-particulado em Ct0. Essas caracteristicas também podem ser encontradas
em lagoas costerias da regido, como a lagoa de Grussai, localizada ao norte da lagoa
de lquipari, porém mais afetada pela urbanizacdo, que apresenta geralmente altos
valores de pH (8 — 10) e alcalinidade total (3 — 5 mEq L™), supersaturacéo de OD e alta
concentracéo de clorofila-a (60 — 300 pg L™) (Suzuki et al., 1998).

Ao longo dos dias dos experimentos, embora as concentracdes de clorofila-a
tenham diminuido (Figura 1.9), em todos os mesocosmos no Ponto 1, e no Ponto 2
com excecdo do controle (eutrdfico) e do tratamento P (mesotréfico), manteve-se a
condicao hipereutréfica no 10° dia de experimento (Carlson, 1977). Nos dois pontos
estudados, a agua da lagoa apresentava 80% da composicado fitoplanctonica de
organismos da classe Cyanophyceae. O filo Cyanobacteria é o mais antigo dos

organismos fitoplanctdnicos e um dos principais responsaveis por blooms algais,
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destacando-se como principais géneros formadores de blooms: Anabaena, Microcystis
e Cylindrospermopsis (O’Neil et al., 2012; Soares et al., 2012). As cianobactérias
apresentam também tolerancia a ambientes com elevado pH e séo capazes de tolerar
alto grau de variabilidade ambiental (Brookes & Carey, 2011; Soares et al., 2012;
Rigosi et al., 2014). A lagoa de Iquipari em CtO (Tabela 1.2) apresentou todas essas
caracteristicas, o que pode explicar a dominéancia dessa classe nos dois pontos
experimentais.

Nesse estudo, ocorreu a predominancia de cianobactérias néo fixadoras de N,
como Limnothrix sp., no Ponto 1, e Aphanocapsa delicatissima no Ponto 2, e de
espécies fixadoras de N, nos Pontos 1 e 2, como Synechocystis aquatilis e
Anabaenopsis elenkinii f. circularis. Entretanto, a partir de visualizagdes no
microscépio, observou-se a nao ocorréncia de heterocitos, que sao células que
apresentam como funcdo a fixacdo de N, na espécie Anabaenopsis elenkinii f.
circularis. Este fato pode indicar que o N estava disponivel no meio, ndo havendo a
necessidade de fixacdo atmosférica, que apresenta um gasto energético elevado
(Falconer, 2005). A ocorréncia de processos de regeneracdo dos nutrientes
nitrogenados pode ter ocorido, principalmente de nitrito e nitrato, nos tratamentos N e
NP, como pode ser observado nas Figuras 1.6 e 1.7 Embora modificacbes na
comunidade tenham ocorrido nos dois pontos, no Ponto 1 a classe Cyanophyceae
sempre dominou em namero e biovolume (Figuras 1.10 e 1.11).

Durante décadas, estudos tém abordado a razdo N:P de Redfield (1958) para
acessar a limitacdo nutricional fitoplanctonica (Hecky et al., 1993; Dodds, 2006).
Segundo essa razdo, uma razdo N:P >16:1 indica limitacdo por P, enquanto uma razao
N:P <16:1 indica limitacdo por N. Um ponto que gera questionamento sobre a
viabilidade da utilizacdo da razdo de Redfileld € que esta negligencia a importancia da
concentracdo do nutriente sobre o crescimento da comunidade fitoplanctonica (Xu et
al., 2010). A razéao atdmica N:P na fracdo dissolvida na agua da lagoa, Ct0, no Ponto 1
foi igual a 18, sugerindo ligeira limitacdo por P, 0 que ndo ocorreu segundo 0sS
resultados obtidos a partir da razdo Dortch & Whitledge (1992) e a partir das razbes
dos nutrientes particulados. As razfes indicaram em CtO n&o limitagdo nutricional
(Tabela 1.11) e moderada limitacdo geral a partir da razdo C:clorofila-a (Ponto 1)
(Tabela 1.13), respectivamente. Nesse ponto, mesmo sugerindo a ocorréncia de
moderada ou nao limitagdo nutricional, a comunidade fitoplanctbnica foi

suficientemente sensivel para apresentar modificacdes na sua biomassa e composi¢cao
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apos a adicdo dos nutrientes. Este fato demonstra a importancia da concentracdo dos
nutrientes e ndo apenas da proporcéo em relagao ao controle algal (Cuvin-Aralar et al.,
2004).

No Ponto 2, a baixa raz&o N:P, igual a 5, em Ct0O, que sugere limitagao por N, foi
observada também através da razdo NID:ortofosfato e da razdo C:N (Tabelas 1.11 e
1.12). Essa condicdo provavelmente favorecia a predominancia da classe
Cyanophyceae, principalmente Microcystis aeruginosa, que dominava na agua lagoa. A
classe Cyanophyceae caracteriza-se também por ocorréncia em ambientes com baixa
razdo N:P, mesmo estando relacionadas a lagos eutréficos e processos de eutrofizacédo
(Kim et al.,, 2007). Contudo, apés a modificacdo na (s) concentracdo (¢des) dos
nutrientes, diminuiu a vantagem competitiva desse grupo, permitindo com que as
Cryptophyceae dominassem (Crossetti & Bicudo, 2005). Essas modificagdes foram
claramente observadas ja no 4° dia de experimento. A classe Cryptophyceae passou a
compor mais de 80% da comunidade fitoplanctbnica em todos os tratamentos,
predominando Rhodomonas sp. e Cryptomonas marssonii. A classe Cryptophyceae
apresenta ampla distribuicdo em lagos humicos e em ambientes estaveis com elevada
disponibilidade de nutrientes (Phlips et al., 2010), caracteristicas que ocorreram no
Ponto 2. As criptoficeas geralmente aparecem apos o declinio de outras algas porque
sua capacidade de locomocdo e de assimilacdo da matéria organica Ilhes conferem
vantagens em ambientes com populacdes senescentes. Provavelmente esses fatos
ocorreram no presente estudo com a senescéncia das cianoficeas e posterior
estabelecimento das criptoficeas (Crossetti & Bicudo, 2005). Contudo, ao longo dos
dias, as variacbes nas concentracbes dos nutrientes podem ter favorecido a
modificacdes da comunidade para dominio novamente da classe Cyanophyceae no
tratamento NP no 10° dia. Um exemplo disso é que a razdo NID:orto-P apresentou
diminuicdo ao longo dos dias de experimento sob essa condi¢cdo experimental (Tabela
1.11).

1.6.4. Razao clorofila-a:densidade

Géneros com tamanho pequeno (nano- e picoplanctdnicos, que apresentam
tamanho entre 0,2 a 20 um) apresentam preferéncias por ambientes com maior
disponibilidade de nutrientes. Geralmente, as cianobactérias podem apresentar

dominancia em nimero, mas devido a ocorréncia de organismos com células pequenas
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outros grupos algais podem apresentar maior biovolume (Muhid et al., 2013), como
observado no Ponto 2, em Ct0 e no 10° dia de experimento. Embora a classe
Cyanophyceae apresentasse maior numero, no tratamento NP a diatoméacea Cyclotella
sp. predominou em biovolume.

No Ponto 1, apesar de o tratamento NP ter apresentado maior biomassa
fitoplancténica na forma de clorofila-a, no 4° e 10° dia, o0 numero de individuos foi maior
no tratamento N. A classe Cyanophyceae apresentou maior numero de individuos
nesses dias (Figura 1.10), mas a contribuicdo de clorofila-a a partir da razéao clorofila-
a:.densidade foi baixa (Tabela 1.14). Por outro lado, no tratamento N, a classe
Chlorophyceae que apresentou baixa densidade no 4° e 10° dias contribuiu com os
maiores valores obtidos através da razéo clorofila-a:densidade. A maior biomassa em
Ct0 pode estar associada também ao alto conteddo de clorofila-a presente na classe
Chlorophyceae, como pode ser observado na Tabela 1.14.

No Ponto 2 CtO apresentou elevado numero de individuos em relacdo aos
mesocosmos, com alta contribuicdo de clorofila-a oriunda das classes
Bacillariophyceae, Cyanophyceae e Cryptophyceae. Quando comparados os pontos,
observa-se altos valores da razéo clorofila-a:densidade em Ct0 no Ponto 2 o que pode
estar relacionado a limitacdo por luz, devido a ocorréncia de aguas ricas em
substancias humicas o que favorece a predominancia de organismos maiores e com
relativa motilidade, como as Cryptophyceae. No 4° dia, NP apresentou alto contetddo de
clorofila-a, com as classes Chlorophyceae e Euglenophyceae apresentando 7,4 e 3,4
pg Cla.cel . A alta concentracéo de clorofila-a por individuo pode estar associada a
maior disponibilidade de nutrientes nessa condicdo experimental. Deste modo, no
periodo até o quarto dia, a comunidade estaria alocando recursos para 0 crescimento
celular nesse tratamento. O tratamento N, com maior nimero de individuos no 4° dia,
apresentou menor concentracdo de clorofila-a por individuo do que o tratamento NP.
No 10° dia o numero de individuos diminuiu 78%, o que demonstra que a mudanca da
comunidade de Cryptophyceae para Cyanophyceae possa ter influenciado nas

concentracoes de clorofila-a (Tabela 1.14).
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Tabela 1.14: Valores obtidos a partir da razdo clorofila-a:densidade (pg Cla.cel™).

Ponto 1 1°dia 4°dia 4°dia 4°dia 4°dia 10°dia 10°dia 10°dia 10°dia

Ct0 Controle N P NP  Controle N P NP
Cyanophyceae 0.10 0.08 0.03 0.08 0.03 0.01 0.01 0.05 0.03
Chlorophyceae 1.06 0.12 0.17 0.09 0.08 0.02 0.11 0.10 0.11
Cryptophyceae 0.24 0.01 0.01 0.02 0.02 0.03 0.03 0.01 0.05

Bacillariophyceae - 0.02 0.01 0.02 0.06 0.01 0.03 0.08 0.03
Euglenophyceae - 0.01 0.00 0.01 0.08 - - - -
Ponto 2 1°dia 4°dia 4°dia 4°dia 4°dia 10°dia 10°dia 10°dia 10°dia
Ct0 Controle N P NP Controle N P NP
Cyanophyceae 2.52 0.09 0.45 0.27 0.34 0.56 0.10 0.02 0.01
Chlorophyceae - 0.60 0.31 0.18 7.40 0.32 0.07 0.11

Cryptophyceae 2.51 0.01 0.11 0.02 3.42 0.22 0.32 0.16 0.58
Bacillariophyceae 4.02 0.73 0.38 0.01 0.60 0.18 0.28 0.10 0.43
Euglenophyceae 0.33 0.12 0.15 0.15 4.04 0.21 0.89 0.06 0.58

1.6.5. Eutrofizacao e futuras direcdes

Em muitos ecossistemas aquaticos ocorre colimitacdo nutricional, com o0s
produtores primarios apresentando maior resposta ao enriquecimento por mais de um
nutriente, geralmente N e P (Elser et al.,, 2007). As atividades antrépicas, como a
liberacdo de efluentes domeésticos e industriais, na maioria das vezes, liberam em
conjunto para os ecossistemas aquaticos esses nutrientes (Withers et al., 2014), o que
potencializa a ac¢do sinérgica, como destacado pelos experimentos realizados, causando
maiores alteracdes na biomassa e estrutura da comunidade.

A lagoa de Iquipari pode ser considerada segundo a Organizacdo para
Economia e Desenvolvimento (OEDC) (Vollenweider & Kerekes, 1982) e por meio do
indice de estado tréfico (Carlson, 1977) como um ambiente aquatico eutrofizado
(concentracdo de clorofila-a >100 pg L™, e transparéncia da coluna d’agua inferior a 0,03
metros). Esta caracteristica € esperada em lagoas costeiras tropicais devido a sua
localizagc&o entre o continente e o ambiente marinho, em local de baixa altitude, o que
potencializa o aporte de materiais da sua bacia de drenagem, quando localizada em
altitudes maiores. Em tais ambientes, o aporte de energia externa sob a forma de
radiacdo solar e ventos incrementa a atividade biologica no sistema, resultando em
elevada producgéo primaria (Suzuki et al., 2002). A dominancia de cianobactérias na agua
da lagoa e durante os experimentos, principalmente no Ponto 1 séo indicativos de que
medidas de manejo e conservacdo da lagoa de lquipari devem ser realizadas. Embora

nesse ecossistema aquatico ainda nao tenha ocorrido “blooms” de cianobactérias e
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producdo de toxinas, a reducdo da biodiversidade pode ser um problema a ser
enfrentado. A ndo ocorréncia de macrofitas aquaticas submersas ja € observada ao longo
da lagoa em resposta ao aumento da biomassa fitoplanctbnica e diminuicdo da
transparéncia da coluna d’agua. Caso ocorra o incremento de nutrientes na lagoa de
lquipari alteragbes na composicdo, domindncia e na sucessdo da comunidade
fitoplancténica sdo esperadas, podendo ocorrer “bloom” algal de espécies potencialmente
toxicas e também modificagbes na cadeia trofica, resultando em maiores alteracfes

principalmente se ocorrer o aporte de ambos o0s nutrientes.

1.6.6. Conclusoes

- O enriquecimento por nutrientes alterou a estrutura e dindmica da comunidade
fitoplanctbnica. Porém, o confinamento da agua nos mesocosmos alterou as
caracteristicas fisico-quimicas da agua e influenciou a biomassa e o numero de individuos
gue passaram a apresentar menor numero do que o observado inicialmente na agua da

lagoa, CtO.

- Embora os resultados dos parametros obtidos a partir dos experimentos nos
mesocosmos tenham sido diferentes dos encontrados na lagoa, a metodologia utilizada

foi sensivel para observar alteragfes entre os tratamentos.

- A primeira hipétese de que a densidade, biomassa e composicdo da comunidade
fitoplanctonica correlacionaria positivamente com a adicdo de nutrientes foi refutada. A
adicdo de nutrientes estimulou esses dados ecoldgicos. Contudo, a ocorréncia de
limitacdo e colimitacdo nutricional detectada ao longo dos experimentos nos tratamentos
com adicéo individualizada dos nutrientes impossibilitaram uma resposta mais clara da

comunidade apés a adicao do nutriente.

- No presente estudo a adicdo de apenas um nutriente estimulou a limitagcdo pelo outro
nutriente. Na fracdo dissolvida foi possivel observar claramente a ocorréncia de
colimitac&o nutricional em ambos os pontos. Neste caso, o tratamento P foi limitado por N
enquanto o tratamento N foi limitado por P. Com relacdo a fracdo particulada, as
respostas de limitagdo nutricional ndo foram tao claras, o que pode ser devido as baixas

concentracbes de P-particulado. Contudo, em ambos os pontos ocorreu algum grau de
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limitagéo por N ou P, ndo podendo descartar o valor desses nutrientes sobre o controle da

biomassa fitoplanctonica.

- A segunda hipétese de estudo, de que a adicdo combinada dos nutrientes resultaria em
maior biomassa, densidade e modificacbes na composicdo da comunidade em relacéo
aos tratamentos com adicdo individualizada foi aceita. A acdo sinérgica dos nutrientes
tende a estimular e incrementar as respostas da comunidade fitoplanctonica, diminuindo

ou evitando a limitagc&o nutricional, o que foi observada no presente estudo.

- O predominio em numero de individuos e biovolume da classe Cyanophyceae foi
evidente no estudo, principalmente devido as caracteristicas encontradas na lagoa, como
por exemplo, estado eutréfico, altas concentracdes de clorofila-a, baixa transparéncia,
além de elevado pH, condicdes propicias para o desenvolvimento de organismos

pertencentes a essa classe.

- Embora essas caracteristicas sejam esperadas em lagoas costeiras tropicais, a
dominancia de cianobactérias na agua da lagoa e durante os experimentos sao
indicativos de que medidas de manejo e conservacao da lagoa de Iquipari devem ser
consideradas.

- Caso ocorra o incremento de nutrientes, principalmente se forem fontes concomitantes
de N e P, ndo apenas alteragbes na composicdo, dominancia e na sucessao da
comunidade fitoplanctonica sao esperadas, mas também modificacbes em toda a cadeia
trofica, como a auséncia de macréfitas aquaticas submersas que ja € observada na agua

da lagoa.
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CAPITULO 2

APLICACAO DE ISOTOPOS ESTAVEIS DE CARBONO NA DETERMINACAO DA
PRODUCAO PRIMARIA E RESPIRACAO PELAGICA NA LAGOA DE IQUIPARI
(SAO JOAO DA BARRA, RJ)

2.1. Justificativa

O metabolismo aquatico pode ser traduzido como o balango entre a producdo
priméria bruta (PPB), sintese de matéria organica, e respiragdo (R)/degradacao,
resumida na seguinte equacao: CO,+H,0<(CH,0)+0, A PPB ocorre a partir da
assimilacao do carbono inorganico em biomassa vegetal com liberacdo de oxigénio, no
caso da fotossintese aerdbica. Ainda existe outro tipo de fotossintese como a
anaerobica ou fotorreducdo que utiliza o gas sulfidrico como doador de elétrons e
resulta em liberacdo de S,, sempre em presenca de luz, mas que ndo sera abordada
no presente estudo. A R e a decomposi¢cdo consomem oxigénio, liberando carbono na
forma inorganica, isto é, CO,, ap0s a oxidacdo completa do carbono organico. A
respiracdo e a decomposicao ocorrem na presenca ou ndo de luz, durante as 24 horas
do dia. A producado primaria liquida (PPL) é a diferenca entre a PPB e R (Grace &
Imberger, 2006; Tuttle et al., 2008; Staehr et al., 2012).

O estudo do metabolismo aquatico sempre foi um dos aspectos mais
importantes em investigacfes limnologicas e oceanograficas (Staehr et al.,, 2012).
Diferentes objetivos norteiam os estudos que determinam medidas metabdlicas em
ecossistemas aquaticos. Dentre eles, podem ser destacados: (1) a determinacdo do
estado trofico do ecossistema; (2) a avaliacdo do balanco entre as trocas com o0s
sistemas adjacentes; (3) e as respostas do metabolismo as atividades naturais e
antropicas. Adicionalmente, a avaliacdo do metabolismo permite o conhecimento sobre
o ciclo global do carbono e também a identificagdo das fontes e sumidouros de CO;
atmosfeérico (Staehr et al., 2012).

A producdo primaria frequentemente é limitada pela disponibilidade de
nutrientes. Nesse sentido, em eventos de eutrofizagdo ha a tendéncia de ocorrer
aumento da producédo priméaria e alterac6es nos processos hiolégicos e fisico-quimicos.
A entrada externa de nutrientes para a lagoa aumenta a biomassa dos produtores
primarios, as taxas de fotossintese e o pH da agua. O aumento da biomassa causa
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diminuicdo da transparéncia da agua e aumento das taxas de decomposi¢cdo da
matéria organica diminuindo as concentracbes de OD e podendo causar a anoxia. A
importancia dos nutrientes no controle algal e sobre o metabolismo aquatico foi
observado em alguns estudos que abordam a reducéo da entrada do nutriente limitante
(Cooke et al., 2005). Contudo, embora seja conhecida a importancia da eutrofizacdo
sobre o metabolismo aquatico, o limite entre as possiveis vantagens e desvantagens
desse processo e sua influéncia sobre o metabolismo aquatico ainda ndo estdo
totalmente claras.

Os microrganismos sd80 0s responsdveis por grande parte da fotossintese e
respiracdo na maioria dos ecossistemas aquaticos (Fouilland & Mostajir, 2010). Dentre
eles, podem ser destacados os organismos fitoplanctonicos, que sdo a base da cadeia
trofica nesses ecossistemas e importantes no ciclo global do carbono (Marra, 2009).
Além do fitoplancton, bactérias e também organismos maiores, como as macrofitas
aguaticas e peixes, participam ativamente do metabolismo nesses ecossistemas
(Grace & Imberger, 2006). Dentre os produtores primarios o fitoplancton normalmente é
responsavel por entre 0,03 a 18% da producdo primaria anual dos ecossistemas
lacustres. As macrofitas aquéticas submersas apresentam producédo primaria anual que
pode variar de zero a 76%, enquanto a comunidade perifitica apresenta variagcdo na
producado entre 0,03 a 11%. A ampla diferenca observada para a mesma comunidade
ocorre porque ha diferentes tipos de ecossistemas aquaticos e diferentes regides
climatolégicas. Com relagédo a respiracao, a comunidade planctbnica é a responsavel
por aproximadamente 97% da respiracdo nos ecossistemas aquaticos lacustres (93%
realizada pelo bacterioplancton), enquanto a comunidade benténica é responsavel por
apenas 3% (Westlake, 1963; Joiris, 1977; Vadeboncoeur & Steinman, 2002).

Além da composicdo e dominancia dos organismos, outros fatores influenciam
o0 metabolismo do ecossistema aquatico. Desta forma, os fatores locais e regionais, a
partir de variacdes na vegetacdo e geomorfologia, tempo de residéncia da massa de
agua, e também variacbes que ocorrem durante o dia, meses, estacbes e anos
(radiacdo solar e temperatura), disponibilidade de nutrientes e matéria organica,
refletem em todo o ecossistema alterando as taxas metabodlicas (Staehr et al., 2007,
Staehr et al., 2010; Tank et al., 2010; Gu et al., 2011). Com relagdo aos nutrientes, a
resposta do metabolismo aquéatico pode causar tanto efeitos positivos, como, aumento
da produtividade, quanto efeitos negativos, como a anoxia no sistema. O incremento de

nutrientes pode influenciar também na entrada e saida de CO, do ecossistema
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aguatico o que reflete no ciclo global do carbono (Marotta, 2006; Kemp et al., 2009;
Staehr et al., 2012).

Desde a década de 1920, diferentes técnicas foram criadas a fim de mensurar
as taxas metabdlicas de ecossistemas aquaticos, baseadas na estequiometria da
fotossintese (Kohler, 1998). O trabalho pioneiro, nesta area, foi 0 de Gaarder & Gran
(1927), no qual se determinou a variacdo nas concentracdes de OD, utilizando garrafas
claras e escuras em incubacoes.

Atualmente existem diferentes métodos para determinacdo do metabolismo
aquético, que variam na precisdo e escala temporal e espacial (litros para Km®, hora
para anos) (Staehr et al., 2012). Dentre os principais métodos existentes para avaliacdo
do metabolismo aquatico, destacam-se: 1) incubacdo em garrafas ou camaras, 2) o
método da “Agua Livre”, que analisa variacdes nas concentracdes de OD e de CO,, 3)
utilizacdo de is6topos radioativos e estaveis, 4) sensoriamento remoto e 5) balanco de
massa de C, N e P (Staehr et al., 2012; Carvalho, 2013; Hoellein et al., 2013).

Estudos indicam que nenhum destes métodos € precisamente confiavel e
permite a quantificacdo do metabolismo com exatiddo (Tank et al., 2010; Staehr et al.,
2012; Carvalho, 2013). Quando comparados os métodos, os resultados geralmente sédo
inconsistentes entre eles (Yacobi et al., 2007). Um dos problemas encontrados consiste
em gue na maioria dos métodos, a producdo da matéria organica pela comunidade
planctbnica é determinada pela diferenca entre a fotossintese diurna e a respiracdo
durante um periodo de 24 horas. Contudo, a respiracdo é mais dificil de ser medida do
gue a fotossintese, devido as taxas mais baixas e porque as técnicas disponiveis para
determinar a fotossintese ndo séo eficientes na determinacéo da respiracdo (Markager
et al., 1992).

Embora a maior parte das concentracbes de OD e carbono inorganico
dissolvido (CID) no ambiente aquéatico sejam regulados pelo metabolismo dos
organismos submersos (Cole et al., 2000), as mudancas em suas concentracdes
podem ocorrer também devido a processos como:

v Entrada de substancias de origem aléctone no sistema;

v Interagdes fisico-quimicas induzidas pela luz solar, como a foto-oxidagao,
ocasionando perda significativa de CO,; e a fotorrespiracdo, que pode reduzir a
eficiéncia da fotossintese devido & competicdo de O, e CO, pela enzima Rubisco,

v Trocas com a atmosfera (Hanson et al, 2006), que devem ser

consideradas na avaliacdo do metabolismo aquatico.
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Um resumo com as vantagens e desvantagens de cada método utilizado no

presente estudo é realizado a seguir.

1- Método de incubacéao em garrafas

O meétodo de incubacdo em garrafas foi criado em 1927 (Gaarder & Gran,
1927) e ainda é amplamente utilizado. Inicialmente as incubacdes eram realizadas no
claro e no escuro medindo as variagdes nas concentracdes de OD e CID na agua.
Posteriormente, as incubac¢des puderam ser realizadas somente no claro a partir do
acumulo de **C adicionado na agua e também a partir da adicdo de is6topos estaveis
como 0 *C e 0. Pelo método de incubacdo em garrafas é possivel controlar o
experimento e caso seja 0 objetivo do estudo, integrar o sedimento, avaliando o
metabolismo pelagico-bentbnico (Staehr et al., 2012).

O método de incubacdo em garrafas que avalia as variacbes nas
concentracfes de OD ou CID é simples, barato e determina especialmente a PPB e R
da coluna d’agua. Entretanto, este método mede diretamente apenas a PPL e a R
(Grace & Imberger, 2006). Outra questao que deve ser considerada € a baixa precisdo
desse método em ambientes oligotréficos, visto que as variacdes tanto no OD quanto
de CID durante o tempo de incubacdo podem nao ser significativas. As medi¢des
realizadas no campo que abrangem varias horas durante o dia podem avaliar periodos
onde a producdo priméria geralmente € inibida, horario préximo ao meio dia. No outro
extremo, o curto tempo dos experimentos, geralmente 12 horas, gera dificuldades de
capturar eventos de alta produtividade. Além desses problemas, quando avaliada as
variacdes nas concentracbes de OD e CID pelo método de incubacdo em garrafas é
assumido que a respiracdo na luz € igual a respiracdo no escuro (Bower et al., 1987;
Carvalho, 2013).

Em relacdo a incubacdo em garrafas a partir da adicdo do isétopo radioativo
4C, se aincubacdo dura poucas horas, assume-se que é medida a PPB. Os resultados
da PPB podem ser erréneos, porque o **C respirado volta para a 4gua e é usado
novamente na producdo primaria, o que pode ndo estar relacionado com a PPB
(Carvalho, 2013).

O método que utiliza incubacgdes e isétopos estaveis permite que as medigcdes
sejam feitas com menos erros e com medi¢cdes reais da PPB. Embora existam

inUmeras vantagens, a utilizacdo de métodos com isOtopos estaveis também
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apresentam desvantagens, como a utilizacdo de quimicos perigosos, por ainda ser uma
técnica custosa devido aos equipamentos e materiais, além de requerer profissionais
capacitados e treinados para a utilizacdo dos aparelhos, o que dificulta sua ampla
utilizacao (Carvalho, 2013).

Para todas as variacdes do método de incubacdo em garrafas, os resultados
apresentam algumas incertezas como modificacdes no ambiente referentes aos efeitos
da incubacdo. Os efeitos de incubacdo podem causar, por exemplo, deplecdo de
nutrientes, alteracdo na hidrodinamica, remocao do efeito da reaeracdo, o que pode
gerar resultados errbneos. As trocas entre diferentes massas d'agua (se existirem) e as
trocas entre a atmosfera e a agua devem ser consideradas quando é avaliado o
metabolismo aquético (Grace & Imberger, 2006). A técnica pode ainda apresentar
problemas com a escala de tamanho do experimento (Grace & Imberger, 2006; Tank et
al., 2010) e as diferencas metodolégicas empregadas em cada estudo podem dificultar
comparacdes. Muitas vezes 0s autores ndo descrevem minuciosamente a metodologia
utilizada, deixando de informar, por exemplo, o tamanho dos recipientes utilizados e as

variacfes nas intensidades luminosas (Chen et al., 2000; Staehr et al., 2010).
2- Método da “Agua Livre”

Esse método foi primeiramente utilizado em recifes de corais por Sargent &
Austin em 1949, mas foi com Odum e colaboradores, a partir de 1955, avaliando o
metabolismo de rios, lagos e também recifes de corais, que a utilizacdo da técnica
evidenciou sua importancia para os estudos sobre o metabolismo aquético (Staehr et
al., 2010). O método da “Agua Livre” é o mais utilizado atualmente para avaliacdo do
metabolismo aquatico (Staehr et al., 2010; Tank et al., 2010) e abrange uma grande
escala espacial (Staehr & Sand-Jensen, 2007). Este método é determinado a partir do
balanco entre fotossintese e respiracdo, além de considerar a troca entre a atmosfera e
agua a partir de mudancas nas concentracdes de OD, CID e is6topos de oxigénio, 'O
(Staehr et al., 2010).

O método da “Agua Livre” requer medidas precisas da concentracdo de OD e
CID. Devido a sua realizacdo in situ, em ambientes turbulentos, podem-se obter
resultados incertos devido as variacbes nos gases que ocorrem durante as medicdes.
Embora seja mais dificil trabalhar com sistemas abertos, este método traz resultados

mais concretos e realistas (Carvalho, 2013).
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A técnica da “Agua Livre” apresenta também pontos negativos. Por exemplo,
se utilizados sensores, estes devem ser colocados em locais onde ha producédo e
consumo de oxigénio. Dependendo do posicionamento das sondas, pode haver
modificacdes nas estimativas. Além disso, devido a utilizacdo de sondas avancgadas, 0o
custo deste método tem se elevado, o que dificulta sua utilizagcdo concomitante em
vérias regides do ecossistema de estudo (Staehr et al., 2010).

A heterogeneidade horizontal e vertical do ecossistema € um dos problemas
relacionados a esse método. Apenas a utilizacdo de um sensor ndo consegue
determinar o metabolismo de todo lago, sendo dificil integrar as zonas mais profundas.
As caracteristicas fisicas do ecossistema também podem atrapalhar a identificacdo da
influéncia dos componentes biolégicos no metabolismo. O método da “Agua Livre” ndo
€ capaz de identificar qual componente, seja fitoplancton, algas bentdnicas ou
macréfitas aquaticas submersas, € o principal responsavel pela PPL — a PPB néo é
medida diretamente, pois a respiracdo no claro ndo é conhecida — e também pela
respiracdo (Grace & Imberger, 2006; Carvalho, 2013). Outra desvantagem refere-se a
presenca, especialmente em ambientes com zonas litoraneas bem desenvolvidas, de
macréfitas emersas que podem representar um importante integrante da producéo
primaria do ecossistema — estas ndo sdo incluidas no céomputo do metabolismo
utilizando o método da “Agua Livre”.

Atualmente existem diversos métodos para determinar a PPL de macrdfitas
emergentes. Uma revisao completa sobre este tema pode ser obtida em Santos (2004).
Outra incerteza é a dificuldade de avaliar com precisdo o fluxo de O, entre o ar e a
agua (Staehr et al., 2010). As concentracdes de OD e a respiracdo que ocorrem no
sedimento podem néo ser detectadas por sensores na coluna d’agua, subestimando as
taxas de heterotrofia béntica (Hoellein et al.,, 2013). Os fatores reguladores do
metabolismo aquatico como OD, temperatura da agua, profundidade de mistura,
latitude, dia do ano, altitude, salinidade, vento, irradiancia, COD, P-total e clorofila-a,
devem ser levados em consideracao quando calculado o metabolismo de ecossistemas
aquaticos utilizando a técnica da “Agua Livre” (Staehr et al., 2010).

Como vantagem, o método da “Agua Livre” ndo utiliza quimicos perigosos
(Kohler, 1998). Este € um método alternativo ao método de incubacdes em garrafas,
pois evita os erros oriundos do ‘efeito garrafa’ nas medi¢des, proporcionando
resultados mais realistas. O método utilizando sondas apresenta alta qualidade na

determinacao do OD, como medida em todos os componentes do sistema, além de ser
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de facil coleta de dados, com taxas diarias de PPL, R e PPB (Staehr et al., 2012;
Carvalho, 2013).

Os métodos de incubacdo em garrafas e “Agua Livre”, com excecéo daqueles
que utilizam is6topos estaveis, medem a fotossintese e a respiracdo separadamente,
embora 0s processos ocorram simultaneamente, o que pode gerar dados errbneos
(Bower et al., 1987; Carvalho, 2013).

3- Método Agua Livre com adicdo de *C (AL*3C)

No presente estudo foi desenvolvido um novo método de determinacdo do
metabolismo aquatico utilizando a adicdo de **C. A adicdo de *C permite a modelagem
do sistema de forma que as medi¢cdes da fotossintese e respiracdo sejam feitas
diretamente e sem necessidade de incubacdes no escuro. A PPL por este novo método
€ calculada a partir da diferenca entre o COP final e inicial, levando em consideracédo a
producado e o consumo de COD.

A fotossintese e a respiracdo além de alterarem a quantidade de OD e de Cl,
também modificam as propor¢cdes de isOtopos estdveis sendo assim possivel a
utilizacdo de isétopos estaveis na determinacdo do metabolismo aquatico (Carvalho,
2013). Os métodos que existem até o momento utilizam is6topos estaveis de oxigénio
parra determinacdo do metabolismo aquético em sistemas abertos e fechados. Embora
este método apresente algumas vantagens em relagdo aos métodos tradicionais,
algumas incertezas ja foram encontradas para esses métodos (Carvalho, 2013).

Em relacdo a utilizacdo de is6topos de carbono ha apenas um estudo até o
momento que determina o metabolismo aquatico em sistemas fechados (Carvalho &
Eyre, 2012). O presente estudo é um trabalho pioneiro na determinacdo do
metabolismo aquéatico utilizando isétopos estaveis de carbono em sistemas abertos. A
utilizacdo de isétopos estaveis na determinacdo do metabolismo aquético permite
avaliar diretamente a PPB porque determina a respiracdo na luz. Além disso, a
realizacdo de experimentos em sistemas abertos diminui os efeitos referentes a
incubacédo o que gera resultados mais realistas (Carvalho, 2013).

Os is6topos estaveis de carbono sdo o *C e *C. A abundancia do **C na
superficie terrestre é de 98,89%, enquanto de °C é igual a 1,11% (Fry, 2008). As
diferencas entre os isotopos de carbono vao aléem da abundancia. A presenca de um

néutron a mais no nucleo do isétopo estavel mais pesado (**C) resulta em reacées
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mais lentas do que ocorre no isétopo estavel mais leve (**C) (Fry, 2008). Neste sentido,
as células durante a fotossintese preferencialmente absorvem mais rapido o **C do que
o 3C, processo conhecido como fracionamento isotépico. A mudanca na propor¢éo de
isétopos deve-se também ao CO, liberado durante a respiragdo que apresenta a
composicao isotopica proxima a da matéria organica (Fry, 2008; Carvalho, 2013).

Para realizacdo dos experimentos utilizando isOtopos estaveis deve ser
realizada inicialmente uma coleta da agua no ambiente de estudo e posterior anéalise da
concentracdo de CID. Ap6s conhecida a concentracdo de CID, antes de comecgar 0
experimento, é realizada a adicdo do *3C (bicarbonato de sédio, 99% enriquecido com
13C), com uma concentracdo 2 a 5% maior do que a concentracédo de CID presente na
agua. A adicdo de °C ao invés de *?C nos experimentos ocorre devido a velocidade
das reacdes que ocorrem no **C serem mais lentas do que no **C. Apés o periodo de
incubacdo, as amostras sao filtradas em filtros que passaram por pré-combustdo
(~400-500 °C). Os filtros séo acidificados com solucéo de HCI, secos em estufa a 60°C
e colocados em um dessecador, para posterior analise dos is6topos estaveis de
carbono. Enquanto na fragdo dissolvida é adicionado geralmente cloreto de mercurio
para preservacdo da amostra até a analise. Maiores detalhes sobre o novo método
estdo no item 2.3.1.3.

Um resumo dos pontos positivos e negativos de cada técnica utilizada na
determinacdo do metabolismo aquatico utilizada no presente estudo pode ser
observado na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Resumo dos pontos positivos e negativos dos trés métodos utilizados no presente

estudo para a determinacdo do metabolismo aquatico. Adaptado de Staehr et al. (2012).

Método

Pontos positivos

Pontos negativos

Incubagédo em

garrafas

“Agua livre”

AL®C

Medida direta

Controle do experimento
MedigOes precisas

Pode separar os componentes
do ecossistema, discriminando a
respiracéo e producdo dos

diferentes componentes

Medi¢des de todos os
componentes do sistema

Facil coleta de dados

Medidas precisas com estimativa
mais alta do metabolismo

Curto tempo para detectar a
produtividade

Sensores variados

Nao ocasiona alteracdes fisico-
guimicas (luz, temperatura,

nutrientes, etc).

Medido em todos os
componentes do sistema
Método sensivel

Permite estimar a respiracéo na

luz

Contaminagéo e problema com a
escala; variacdo de resultado entre as
réplicas e intensivo trabalho

Altera a fisico-quimica, pode ocorrer
supersaturacao de O,.

Problema na converséo de O, para C
Diferencas metodoldgicas que
dificultam comparacdes entre os
estudos

Troca ar-agua de dificil quantificacao

Dificuldade para quantificar o fluxo ar-
agua. Nao isola diferentes
componentes do ecossistema
Fatores fisicos como vento e
temperatura podem atrapalhar o
biolégico

N&o determina a respiracado
anaerdbica

Heterogeneidade do ambiente —
ambientes estratificados ou com
grande fluxo de aguas subterraneas
comprometem as medi¢des

Nao possui réplicas

Alto custo
Troca ar-agua de dificil quantificacao
Quimicos perigosos

Intensivo trabalho na amostragem
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2.2 Objetivos
2.2.1. Objetivo Geral

Avaliar a respiragdo plancténica (fito- e bacterio-) na luz, e a producgéo primaria
bruta em unidades de carbono na lagoa de Iquipari a partir de um novo método de
determinacdo do metabolismo aquatico, a fim de obter respostas relacionadas ao
metabolismo e ao ciclo do carbono em lagoas costeiras.

O estudo ainda testou a hipdtese de que o enriquecimento com nutrientes
favorece a ocorréncia de um metabolismo autotrofico devido ao incremento na

producado primaria em relacdo aos processos degradativos.

2.2.2. Objetivos Especificos

1 - Comparar os valores de producdo primaria bruta e respiracdo medidos através do
método de incubacdo em garrafas com o novo método Agua Livre com adicdo de *C
(AL*3C).

2 - Quantificar diversos fluxos de carbono, incluindo sua entrada e saida para a
atmosfera, fotossintese, respiracdo e producdo e consumo da matéria organica

dissolvida a partir das concentracées de CID e **C.

3 - Relacionar o enriguecimento por nutrientes em cada mesocosmo com 0s resultados

obtidos pelos métodos avaliados.

2.3. Materiais e Métodos
2.3.1. Metodologia

Concomitantemente aos experimentos de adicdo de nutrientes realizados nos
mesocosmos nos Pontos 1 e 2, descritos na secao 1.3, Materias e Métodos do Capitulo
1, nos doze mesocosmos, considerando o controle, 4gua da lagoa sem adicdo de
nutrientes e os tratamentos enriquecidos por nutrientes, N, P e NP, também foram
realizados experimentos relacionados ao metabolismo aquatico. Para isso, trés

métodos foram utilizados, incubacdo em garrafas, “Agua Livre” e o novo método AL*3C.
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Os resultados fisico-quimicos e biologicos obtidos no Capitulo 1 foram utilizados na
discussdo dos resultados desse capitulo. As metodologias empregadas em cada

meétodo para determinacdo do metabolismo aquatico sao descritas a seguir.
2.3.1.1. Método - Incubacdo em garrafas

O método de incubacdo em garrafas determina o metabolismo a partir de
variacdes nas concentracdes de OD que foram medidas com o auxilio do oximetro
(oximetro portétil YSI 55). Para o experimento de incubagdo em garrafas, duas garrafas
com capacidade de 50 mL, uma clara e uma escura (coberta com papel aluminio),
cheias com a agua presente no mesocosmo no dia do experimento foram colocadas no
fundo de cada mesocosmo. A partir da variagdo nas concentracfes de OD pode-se
estimar a respiracdo e a fotossintese. Na garrafa clara, é determinada a fotossintese
liquida. Como a fotossintese ocorre apenas na presenca de luz, na garrafa escura é
possivel, a partir da modificacdo na concentracdo de OD, determinar a respiracdo. O

metabolismo aquatico pode ser obtido a partir das seguintes formulas:

PPL = (OD)garrafa_clara*—(OD)inicial
R =(OD)inicial — (OD)garrafa _escura™

Onde: * significa apds o periodo de incubacéo.

Os experimentos de incubacdo em garrafas foram realizados nos doze
mesocosmos, no 1°, 3° e 9° dia de experimento, com incubacfes que compreenderam
o periodo das 6 as 18 horas, totalizando 12 horas de experimento. Neste caso, as
amostras de agua foram retiradas cuidadosamente das garrafas a fim de evitar a
formacado de bolhas e perdas de OD para a atmosfera, colocadas em um béquer para

posterior medicdo com o oximetro.
2.3.1.2. Método — “Agua Livre”

Como o método de incubagdo em garrafas, o método “Agua Livre” foi
determinado a partir da variagdo das concentrac6es de OD com o auxilio do oximetro.
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Este método permite obter dados sobre a PPL diurna e respiracdo (periodo noturno),
calculando o metabolismo total do sistema. Além da fotossintese e respiracdo, ainda
pode ser incluida as trocas de oxigénio com a atmosfera como fonte ou perda de O, A

PPL foi calculada pela seguinte formula:

PPL = (OD)tarde — (OD)manha

As medicdes de OD pelo método “Agua Livre” foram diarias, as 6 horas e 18
horas no 1°, 2°, 3° e 9° dia em cada mesocosmo. Nos demais dias as medi¢des foram
realizadas as 10 horas em todos os casos com o auxilio do oximetro colocado dentro de
cada mesocosmo na hora da medicéo.

Para calcular o balanco metabdlico foram utilizados dados da soma da
atividade biologica diurna e noturna de cada dia de experimento com o auxilio do
programa bioflux que efetua célculos levando em consideracdo as trocas com a
atmosfera (Carmouze, 1994). A partir de dados obtidos de alcalinidade total,
temperatura e salinidade foram calculadas as concentragdes das diferentes formas de
CO, e TCO, total em cada mesocosmo, utilizando um modelo de associacdo idnica
proposto por Carmouze (1994). Para este método, um valor negativo da atividade
biolégica indica um sistema autotrofico (R<PPL), e resultados positivos, indicam

metabolismo heterotréfico (R>PPL).

2.3.1.3. Método — Agua Livre com adicdo de *C (AL*3C)

Este método é baseado em medicdes diretas de CID e § *3C, que mede as taxas

de respiracdo e fotossintese na luz baseado em unidades de carbono. Nos
mesocosmos, 0 fluxo de carbono pode ser nas formas dissolvidas, CID e COD e
particulada, COP. O modelo é um particionamento porque leva em consideracdo apenas
o COP presente na coluna d’agua dos mesocosmos. A comunidade perifitica por estar
aderida a um substrato n&o foi considerada nos céalculos. Para maiores explicacdes ver
secdo 2.5.7. O mesmo ocorreu com as trocas entre a atmosfera que foi considerada
como ndo pertencentes ao sistema (Figura 2.1). Para a realizagdo dos célculos é
considerada a excrecao de COD. Nesse caso, considera-se tanto a excreg¢do pela
comunidade fitoplanctdnica quanto da comunidade zooplancténica, pois foram utilizadas
as concentracdes de COP e COD nos célculos. Os fluxos de carbono no sistema podem

ser descritos como:



if=ii+r—p+ai—ia(l)

of=o0i—r+p-dp+dc(2)

df = di + dp — dc (3)

Onde: if = CID final,

ii = CID inicial,

r = respiracao;

p = fotossintese;

ai = entrada de carbono para o sistema;
ia = perda de carbono do sistema,;
of = COP final,

oi = COP inicial;

dp = producéo de COD;

dc = consumo de COD;

df = COD final;

e di = COD inicial.
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Nessas equacdes o CID é diretamente determinado pela entrada e saida de

carbono do sistema, respiracéo e fotossintese da comunidade fitoplancténica, enquanto

o COP é determinado pela fotossintese da comunidade fitoplancténica, respiracao,

producdo e consumo de COD. O COD é resultado da sua producao e do seu consumo,

e 0s calculos sdo independentes de todos os outros processos (fotossintese,

respiracdo, entrada e saida de carbono do sistema). A fotossintese da comunidade

fitoplanctbnica e respiracdo sdo independentes da entrada e saida de carbono do

sistema, mesmo se considerado a parte de fora do sistema, nesse caso, o perifiton e a

troca com a atmosfera. A entrada e saida de carbono do sistema sdo dependentes de

todos os outros calculos (Figura 2.1).
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COD |— |COP | == | CID

Producao Fotossintese

Dentro do sistema

Figura 2.1. Fluxo de carbono dentro dos mesocosmos, compreendendo as formas dissolvidas
e particuladas e os respectivos processos de consumo, producao, respiracado e fotossintese. A
comunidade perifitica e a entrada e saida de carbono do sistema ndo foram considerados como

pertencentes ao sistema.

Do mesmo modo, o balanco molecular para o is6topo mais pesado, **C, pode

ser escrito como:
Fif x if = Fii xii+ Frxr—Fp x p + Fai x ai — Fia x ia (4)
Fof x of = Foi x oi — Frxr+ Fp x p — Fdp x dp + Fdc x dc (5)
Fdf x df = Fdi x di + Fdp x dp — Fdc x dc (6)

Onde F é a fracdo *C/(**C+3C) sendo possivel definir 3 sistemas de equacdes,
cada uma com 2 equacdes: uma para as Equacdes 1 e 4, outra para as Equacgdes 2 e
5, e outra para as Equacdes 3 e 6. Rearrumando estes pares de equacdes € possivel

escrever:
ai=[Fiax (if—r+p—ii) + Fr xr—Fp x p + Fii x ii — Fif x if|/(Fia — Fai) (7)
p = [Fr x (of — dc + dp — oi) + Foi x oi — Fof x of + Fdc x dc — Fdp x dp]/(Fr — Fp) (8)
dp = [Fdc x (df — di) + Fdi x di — Fdf x df]/(Fdc — Fdp) (9)

O objetivo é resolver o modelo para ai, ia, r, p, dp e dc. Para isso, &€ necessario
encontrar dp e dc para encontrar r e p, para finalmente encontrar ai e ia. Para isso,

alguns parametros precisam ser estimados. Os parametros que podem ser diretamente



70

medidos sao: ii, if, Fii, Fif, oi, of, Foi, Fof, di, df, Fdi e Fdf. Os parametros que precisam
ser estimados, ou seja, ndo podem ser medidos diretamente séo: Fia, Fai, Fr, Fp, Fdp e
Fdc (Tabela 2.2).

Tabela 2.2: Estimativa dos valores para os parametros nhdo medidos diretamente.

Parametro Realizacdo da estimativa Referéncia

estimado

Fp E assumido como a média de Fi inicial e Fi final multiplicada Goericke et al.,
pelo fator de fracionamento na fotossintese (Bp, que varia entre 1994.
0.975 e 0.985).

Fr E assumido como variando entre a média de Fo inicial e Fo Carvalho & Eyre,
final, e 99% do valor de Fp. 2011.

Fdp E assumido que varia como Fr.

Fdc E assumido como igual a média de Fdi e Fdf.

Fai E assumido como um valor que varia entre a composicdo Zeebe & Wolf-
atmosférica (F = 0.01102441) e uma mistura desse valor com Gladrow, 2001.

uma do carbono gerado por uma possivel respiracdo de
carbono novo pelo perifiton, gerando um valor que é a média
entre 0.01102441 e Fp.
Fia E assumido como a média de Fi inicial e Fi final multiplicada Zeebe & Wolf-
pelo fator de fracionamento na transferéncia da agua para Gladrow, 2001.

atmosfera (Bia, 0.99).

Para alguns parametros estimados sao utilizados valores médios dos
parametros medidos (Tabela 2.2) a fim de simplificar os célculos. Embora seja correto
usar uma abordagem dindmica, com os valores variando ao longo do tempo, a
matematica envolvida seria muito complexa e com pouca modificacdo dos resultados
apresentados.

Fp, Fdc e Fia sdo os valores médios de F nos compartimentos relevantes
multiplicados por fatores de fracionamento. Para Fr, Fdp e Fai, no entanto, 0 mesmo
nao ocorre. No caso de Fr, o fator preponderante € a existéncia ou ndo de respiracao
de carbono novo, e também o fato de que parte do COP é composto por detritos (ndo
respiram nem produzem COD); mas pode ser substrato para respiragao e producao de

COD. Neste caso, se o carbono que sai do COP apresenta 6 **C semelhante & média

do COP ele é considerado como j& existente no sistema. Caso o valor do § **C seja
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semelhante com o valor de Fp, o COP é considerado novo no sistema. O mesmo
raciocinio vale para Fdp.

No caso de Fai, o fator que gera complexidade € a possivel participacdo do
perifiton. Se somente o perifiton contribuisse com CID no interior do sistema, o F nesse
carbono seria no méaximo igual a Fp. No entanto, foi claro no estudo que houve trocas
gasosas com a atmosfera porque o vento sempre foi intenso, com média de 5 m s™ no
Ponto 1 e de 3 m s™ no Ponto 2 (INMET, Estacdo Campos Sdo Tomé). Segundo a
escala Beaufort que classifica a intensidade dos ventos, esses ventos caracterizam-se
por brisa moderada e fraca, provocando ondulacbes de 1 metro e 60 cm,
respectivamente. Considerando o tamanho dos mesocosmos, a velocidade dos ventos
permitiu constantes movimentos na agua presente dentro deles, o que pode ter
favorecido as trocas com atmosfera. Entdo, assumiu-se que o valor maximo de Fai ndo
seria 0 maximo tedrico para o perifiton, mas sim uma mistura de 50% desse carbono
com mais 50% do carbono vindo do ar.

F e B sdo parametros utilizados para o balanco molecular, mas seus valores
sdo dificeis de serem trabalhados devido a pequena diferenca entre os valores. Entéo,
por uma questdo de clareza, ao comentar sobre os resultados dos seguintes

parametros sdo usados:
OBC=[F/(Rx(1-F)=1)]x10%%e (9)
A =[(B - Fagua) / (1 — Fagua) — 1)] X 10%%0 (10)

Onde R é a razdo *C/**C de Vienna Pee-Dee Belemnite, igual a 0.0112372.

A PPL por este método foi calculada a partir da seguinte férmula:

PPL = COP final — COP inicial + COD produgdo —COD consumo (11)

No presente estudo, inicialmente, uma andlise da concentracdo de CID foi
realizada nos dois pontos amostrais, uma semana antes de cada experimento.
Conhecida a concentracdao de CID, antes de comecar o experimento, foi realizada a
adicdo de 0,2% a mais de CID (na forma de *C) do que a concentracédo de CID

inicialmente obtida na agua da lagoa em cada mesocosmo (Figura 2.2).
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Para este método foram coletadas amostras em garrafas plasticas, evitando a
formacéo de bolhas no 1°, 3° e 9° dia de experimento, as 6 horas (tempo inicial) e as 18
horas (tempo final). As amostras foram imediatamente filtradas (filtros GF/F, 47 mm) com
auxilio de seringa em filtros que passaram por pré-combustdo (~400 - 500 °C) e
acondicionada a fracdo particulada em placas de Petri e a fracdo liquida em frascos
ambar com capacidade de 40 mL contendo 40 pL de cloreto de mercurio (10 gramas

para 100 mL) para preservacdo da amostra (Figura 2.2).

Coleta e
analise inicial - CID

|

Adicao de
NaH‘SCO3

{

Experimento -
1°, 3° e 9° dia

|

Filtragc&o - filtros:
pré-combustao
(~400-500 °C)

Z =

Fragéo particulada: Frac&o dissolvida:
filtros + HCI + Adic&o de HgCl,
estufa + dessecador

|

Analisador eJementar + Aralisador- e COTE
Espectrometro ¢
de massa + Espectrémetro
calculos de massa + célculos

Figura 2.2. Fluxo esquematico das etapas realizadas utilizando o método AL™C na

determinag&o do metabolismo aquatico na fracao particulada e dissolvida.

2.3.2. Andlises

2.3.2.1. Carbono inorgéanico na fragao dissolvida

A concentragdo de CID foi medida por coulometria, ou seja, a medicao de
coulombs usando um UIC 1055 couldmetro acoplado a um Marianda VINDTA 3C. Este

€ 0 método mais preciso para a medi¢cdo do CID disponivel atualmente (Mintrop et al.,
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2000). Amostras d’agua foram coletadas em frascos de 40 mL contendo 40 pL de
solucéo saturada de cloreto de mercurio para inibir a atividade bacteriana. Por ocasiao
da medicdo, uma aliquota de aproximadamente 20 mL da amostra foi introduzida no
VINDTA, onde ocorreu a acidificagdo quantitativa da amostra. Imediatamente apos a
reacdo, o couldmetro titula as moléculas de CO,, convertendo quantitativamente a um
acido organico, que entdo é neutralizado por moléculas de OH". Cada molécula de OH"
corresponde a certa quantidade fixa de coulombs, e essa medicdo oferece exatamente

a quantidade de CO; introduzida no equipamento.
2.3.2.2. Carbono organico na fracao dissolvida

As amostras filtradas foram transferidas para frascos de vidro ambar contendo
5% (v/v) de &cido fosférico 10%, sendo estocado em geladeira até a analise
propriamente dita. A determinacdo de COD foi realizada através de um analisador de
carbono organico total (TOC-VcpH Shimadzu acoplado a autosampler). Toda a vidraria

utilizada para essa analise foi lavada com solucéo sulfocrémica.
2.3.2.3. Carbono organico na fracdo particulada

As analises de COP foram realizadas utilizando um analisador elementar
(Flash EA, Thermo Fisher). Apos a filtragcéo os filtros foram acidificados para retirar o
excesso de carbonato, secos em estufa, embrulhados em capsulas de estanho e entdo

usados para medi¢cao do COP.
2.3.2.4. Composicdao isotépica do CID, COD e COP

A técnica utilizada consiste na estimativa da razdo isotdépica na matéria
organica da fracao particulada, por meio de um espectrometro de massa (erro analitico
da ordem de 0,2 %o), que mede a razao entre o isétopo pesado e o leve, comparando
os resultados com um padrédo. Os filtros foram colocados em um dessecador na
presenca de &cido cloridrico concentrado pelo periodo de 3 a 4 horas a fim de retirar o
excesso de carbonato e secos em estufa a 60 °C. Os filtros secos foram embrulhados
em céapsulas de estanho e entdo usados para medicdo do **COP e COP usando um

analisador elementar (Flash EA, Thermo Fisher) acoplado a um espectrometro de
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massa para medicdo de isétopos estaveis (Delta V plus, Thermo Fisher) por meio de
um redutor de fluxo (Conflo IV, Thermo fisher). As amostras foram medidas em
conjunto com substancias de referéncia (ureia e glicose) para calibracdo dos
resultados.

A proporcédo de **C no CID e COD foi determinada com o uso de um TOC
analyzer (Aurora 1030, OIC Scientific) acoplado a um espectrometro de massa (Delta V
advantage, Thermo Fisher). As amostras foram filtradas com auxilio de seringas e
acondicionadas em frascos de vidro de 40 mL contendo 40 pL de cloreto de mercurio
para inibir a atividade bacteriana, e mantidos sob refrigeracdo a 4 ‘C até a medicao.

Por ocasido da medicdo, por meio de um amostrador automatico, uma aliquota
de aproximadamente 5 mL da amostra foi transferida para o analisador de carbono
organico (Aurora 1030, Ol analytical). Uma aliquota de 1 mL foi transferida do frasco
para a camara de reacdo no analisador de carbono organico e adicionado 1mL de
acido fosférico (5%). A mistura foi borbulhada com gas He e o CO; resultante da
acidificacao foi conduzido ao espectrometro de massa. Apos a acidificacdo, 4 mL de
uma solucédo de persulfato de sddio (40%) foi adicionada a camara de reacdo para
oxidacdo da matéria organica. O CO, resultante da oxidagcdo foi também carregado
pelo He até o espectrdmetro de massa por meio de uma coluna cromatografica gasosa
onde a proporcédo de **C e *C foi medida. Os dados do espectrémetro de massa foram
usados para quantificar o **COD e *CID. As amostras foram medidas em conjunto com
substancias de referéncia (ureia e glicose) para calibracdo dos resultados (Peterson &
Fry, 1987).

Analises dos dados — AL*3C

Os fluxos foram estimados em d™, a partir de mudancas dos parametros entre
o dia 0 e 3, e entre 0 dia 3 e 9. A precisdo nas medidas utilizando isétopos foi de
+0,2%0, para CID 3 uM, para o COP 15 pM, e para o COD =10 uM. Incertezas
associadas a 3 e Fr foram tratadas de similar modo, alterando os possiveis valores
descritos para cada parametro. Todas as incertezas foram calculadas repetidas vezes
assumindo erros em cada parametro utilizando o programa Oracle Open Office Calc
3.3. No presente estudo foram utilizados os valores médios calculados para a analise

dos dados.
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2.3.2.5. Determinacao da presséao parcial de CO, (pCO,)

Devido ao metabolismo aquatico ser influenciado pela troca atmosfera-agua, no
presente estudo foi quantificada a presséo parcial de CO, (pCO,) a fim de verificar a
ocorréncia de troca com atmosfera—agua e a resposta do metabolismo aquatico a
adicdo de nutrientes em cada mesocosmos. A pCO, foi calculada por um método
indireto com o auxilio do programa CO,sys (Pierrot et al., 2006). Por este método
utilizam-se dados de diferentes parametros para a determinacdo da pCO,. Para o
calculo foram utilizados dados de alcalinidade total, pH, salinidade, temperatura,
fésforo, silica e as concentracfes de carbono inorganico obtidos em cada mesocosmo.
Os valores da pCO, acima ou abaixo do equilibrio atmosférico (380 patm) resultam,
respectivamente, na evasao ou na apreensdo liquidas desse gas (Duarte & Prairie,
2005).

2.4. Resultados
2.4.1. Oxigénio Dissolvido

2.4.1.1. Incubagdes em garrafas claras e escuras

As concentracdes de OD nas garrafas claras variaram de 0,12 mM a 0,33 mM
(Ponto 1), e 0,05 mM a 1,5 mM (Ponto 2) (Figura 2.3). No Ponto 1, a maior
concentragdo media ocorreu no tratamento NP nos trés dias avaliados, enquanto no
Ponto 2 as maiores concentragdes ocorreram no tratamento P. Nas garrafas escuras,
as concentracdes de OD variaram de 0,02 mM a 0,11 mM no Ponto 1, com as menores
concentracbes de OD em NP. Em relacdo ao Ponto 2, as concentracbes de OD nas
garrafas escuras variaram de 0,05 mM a 1,15 mM (Figura 2.3), com o tratamento P
apresentando concentracbes de OD com o0s maiores valores medios. O tratamento N e
o controle apresentaram o0s menores valores médios de OD. Nos dois pontos as
concentracbes médias de OD ndo apresentaram diferenca estatistica entre os

tratamentos.
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Figura 2.3. Valores médios e desvio padrdo de OD (mM) (n = 6) no 1° 3° e 9° dia de
experimento nas garrafas clara e escura obtidas através do método de incubagdo em garrafas
nos Pontos 1 e 2.

2.4.1.2. “Agua Livre”

As concentracdes de OD pelo método da “Agua Livre” variaram de 0,12 mM a
0,37 mM no Ponto 1, e de 0,04 mM a 0,17 mM no Ponto 2. O tratamento NP
apresentou o maior valor médio das concentraces de OD em ambos os pontos. No
Ponto 1, as maiores concentracdes de OD ocorreram no 1° e 2° dia de experimento
(Figura 2.4). Em relagdo ao Ponto 2, ocorreu um pico nas concentragdes de OD no 3°
dia em todos os tratamentos (Figura 2.4). Devido a problemas operacionais ndo ha

medicdes de OD no 1° dia de experimento no Ponto 2.
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Figura 2.4. Valores médios e desvio padrdo de OD (mM) (n = 3) obtidos através do método da

“Agua Livre”.

2.4.2. Carbono inorgéanico dissolvido

As concentracdes médias de CID variaram entre 3 mM a 3,3 mM, no Ponto 1, e

entre 2,4 mM a 2,7 mM, no Ponto 2. Nos dois pontos, o menor valor médio de CID

ocorreu no tratamento NP (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Concentracdes médias de CID (mM) e desvio padrdo (n = 6) no 1°, 3° e 9° dia de
experimento nos Pontos 1 e 2.

2.4.3. Carbono organico dissolvido

As concentracdes médias de COD nos Pontos 1 e 2 ndo apresentaram

diferenca estatistica, variando de 4,5 a 4,8 mM e 2,9 a 3,9 mM, respectivamente

(Figura 2.6). Em ambos os pontos a tendéncia apresentada foi de diminuicdo nas
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concentragbes de COD do 1° ao 9° dia, com excecdo do controle no Ponto 1 que

manteve a mesma concentra(;éo durante o experimento.
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Figura 2.6. Concentracbes médias de COD (mM) e desvio padrédo (n = 6) no 1°, 3° e 9° dia de
experimento nos Pontos 1 e 2.

2.4.4. Carbono organico particulado

Os valores médios de C-particulado variaram de 1,0 a 1,4 mM e de 0,95 a 1,29
mM nos Pontos 1 e 2, respectivamente (Figura 2.7). Em ambos os pontos 0s
tratamentos apresentaram o mesmo padrdo de resposta. A tendéncia apresentada foi
de queda nas concentracbes de C-particulado ao longo dos dias no controle e
tratamentos N e P, excetuando-se o tratamento N no Ponto 1 (com aumento do 3° para
0 9° dia). O tratamento NP apresentou aumento nas concentracdes de C-particulado no
3° dia de experimento. No Ponto 1 as concentracbes médias de C-particulado
apresentaram moderada e forte correlacdo com as concentracdes de clorofila-a do 1°
ao 3° dia, e do 3° ao 9° dia, respectivamente (r = 0,77 e 0,8, Spearman).

No Ponto 2 as concentracbes médias de C-particulado no 1° dia diferiram
estatisticamente das concentracdes médias do 9° dia (p<0,05, Kruskall-Wallis, Dunn).
Neste ponto ocorreu forte correlagdo das concentracdes de C-particulado com as

concentracdes de clorofila-a do 3° ao 9° dia (r = 1, p<0,0001, Spearman).
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Figura 2.7. Concentracbes médias de COP (mM) e desvio padrao (n = 6) no 1°, 3° e 9° dia de
experimento nos Pontos 1 e 2.

2.4.5. Composicdo isotépica (**CID, **coOD e **coOP)

As composicdes isotopicas do CID e COD mudaram em cada tratamento nos
mesocosmos como resultado da adicéo de carbono inorganico, enriquecido em **C. Os
valores de **CID diminuiram ao longo dos dois experimentos, com diferenca estatistica
entre os trés dias avaliados em ambos os pontos (p<0,01, ANOVA, Tukey) (Figura 2.8),
enquanto os valores de *COD apresentaram um padréo inverso ao **CID em todos os
tratamentos (Figura 2.8). Em ambos os pontos os valores de **COD do 1° dia diferiram

estatisticamente dos valores obtidos no 9° dia (p<0,05, Kruskal-Wallis, Dunn).
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Figura 2.8. Composicéo isotépica do CID, (**CID), COD (**COD) e COP (**COP) nos dias

avaliados, nos Pontos 1 e 2 (n = 6).

O enriquecimento com *C resultou em mudancas também no *COP. Nos
Pontos 1 e 2 os valores de *COP aumentaram em todos os tratamentos do 1° para o
3° dia, 0 que demonstra que o fitoplancton tornou-se mais enriquecido apés a adi¢éo
de 3C, pois o *3C foi rapidamente fixado por esses organismos (Figura 2.8). No Ponto
1 apenas o tratamento NP apresentou decréscimo no valor de **COP no 9° dia,
enquanto no Ponto 2 todos os tratamentos apresentaram diminuigdo nos valores do 3°
para o 9° dia de experimento (Figura 2.8). No Ponto 1 os valores de **COP do 1° dia

apresentaram diferenca estatistica para os valores obtidos entre 0 3° e 9° dia (p<0,05,
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ANOVA, Tukey). No Ponto 2 os valores de **COP do 2° dia diferiram estatisticamente

dos valores obtidos nos demais dias (p<0,05, ANOVA, Tukey).
2.4.6. Fotossintese

A fotossintese foi em média aproximadamente 73% maior no método AL*3C do
gue no método de incubacdo em garrafas no Ponto 1 (p<0,05, Kruskal-Wallis, Dunn)
(Figura 2.9), com forte correlacdo entre os métodos do 3° ao 9° dia (r = 1, p<0,0001,
correlacdo de Spearman). No Ponto 2 o0 método AL™C apresentou taxas 95% maiores
do que no método de incubacdo em garrafas, com excecéo dos tratamentos P e NP no
3° dia (superiores 48 e 45%, respectivamente). Os resultados obtidos pelos métodos
apresentaram diferenca estatistica (p<0,01, ANOVA, Tukey).

No Ponto 1 no método de incubacdo em garrafas, destaca-se uma queda dos
valores de fotossintese de 0,21 para 0,12 mM d™ no tratamento NP do 3° para o 9° dia.
Com relacdo ao método AL'3C, todos os tratamentos apresentaram uma tendéncia de
queda nas taxas de fotossintese do 3° para o 9° dia de experimento, com as maiores
taxas no tratamento NP (Figura 2.9). No Ponto 1 as concentragcbes de COD
apresentaram moderada correlacdo negativa (r = 0,6, Spearman) com a fotossintese
pelo método de incubacdo em garrafas no 9° dia e forte correlacdo positiva com os
resultados obtidos pelo método AL*3C no 3° e 9° (r = 0,89 e 0,76, Spearman).

No Ponto 2 em ambos os métodos ocorreram diminuicdes dos valores de
fotossintese do 3° para o 9° dia de experimento em todos os tratamentos (Figura 2.9).
No método de incubacdo em garrafas, as taxas nos tratamentos P e NP apresentaram

as maiores quedas, em torno de 87%.
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Figura 2.9. Valores médios e desvio padrdo da fotossintese (n = 3) pelos métodos de
incubacdo em garrafas e AL"*C, em cada tratamento, compreendendo o periodo do 1° ao 3°

dia e do 3° ao 9° dia de experimento nos Pontos 1 e 2.

2.4.7. Respiracao

O método AL™C apresentou valor médio de respiracdo aproximadamente 79%
e 100% maior do que os valores obtidos pelo método de incubacdo em garrafas nos
Pontos 1 e 2, respectivamente (p<0,05, Kruskal-Wallis, Dunn). Os métodos
apresentaram forte correlacdo no Ponto 1 (r = 0,76, Spearman) e a partir dos
resultados obtidos no 3° dia e no 9° dia (r = 0,8, Spearman) (Figura 2.10).

No Ponto 1 o tratamento NP apresentou as maiores taxas no 3° dia, com média
de 0,12 e 0,7 mM nos métodos de incubagdo em garrafas e AL'3C, respectivamente.
Para ambos os métodos todos os tratamentos apresentaram queda nos valores de
respiracdo do 3° para o 9° dia. As concentracbes de COD correlacionaram-se

positivamente com a respiracdo pelo método AL**C (r = 0,76, Spearman).
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No Ponto 2, pelo método AL'®C, o controle e os tratamentos N e P
apresentaram diminuicdo das taxas de respiracdo, ocorrendo 0 inverso com O
tratamento NP do 3° para o 9° dia (Figura 2.10). Em relagdo ao método de incubacao
em garrafas, as taxas foram negativas em todos os tratamentos, com excecao do
controle e tratamento N no 9° dia. Provavelmente, esses valores negativos estao
associados a problemas com o oximetro durante as medicdes.

As taxas de respiragcao apresentaram forte correlagdo com a biomassa na
forma de clorofila-a pelo método incubacéo em garrafas (r = 0,8, p<0,01, Spearman) e
pelo método AL**C no Ponto 1 no 3° dia (r = 0,9, Spearman). No Ponto 2 a respiracdo

apresentou forte correlacdo com a biomassa no 9° dia pelo método AL®C (r = 0,8,

Spearman).
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Figura 2.10. Valores médios e desvio padrao da respiracdo (n = 3) pelos métodos de
incubac&o em garrafas e AL™C, em cada tratamento, no 3° e 9° dia de experimento nos Pontos
le?2.
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2.4.8. Transferéncias
2.4.8.1. COD para COP

No Ponto 1, com excec¢éo do controle, as maiores transferéncias de COD para
COP ocorreram do 3° ao 9° dia, com o tratamento NP apresentando 0os maiores valores
nos dois periodos. No Ponto 2 as maiores transferéncias ocorreram até o 3° dia em
todos os tratamentos com excegdo do controle. O tratamento N apresentou o maior
valor de transferéncia até o 3° dia, e o tratamento NP o maior valor do 3° ao 9° dia
(Figura 2.11).
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o
0.2 O 0.2 —
E
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S
0.14 o 0.1
g
0.05- 0O  0.051
0
0N °
0 0
Controle N P NP Controle N P NP

Figura 2.11. Valores médios e desvio padrédo da transferéncia COD para COP do 1° ao 3° dia,

e do 3° ao 9° dia de experimento para cada tratamento nos Pontos 1 e 2.

2.4.8.2. COP para COD

Os valores médios de transferéncia COP para COD no Ponto 1 variaram de
0,04 a 0,14 mM C d™, com o tratamento NP apresentando os maiores valores médios.
No Ponto 2 os valores de transferéncia variaram de 0,01 a 0,04 mM d*. O tratamento
NP apresentou os maiores valores de transferéncia do 3° ao 9° dia (Figura 2.12). As
transferéncias COP para COD foram menores do que a transferéncia COD para COP
no Ponto 2 (p<0,05, Kruskal-Wallis, Dunn).
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Figura 2.12. Valores médios e desvio padrédo da transferéncia COP para COD do 1° ao 3° dia,

e do 3° ao 9° dia de experimento para cada tratamento nos Pontos 1 e 2.

2.4.8.3. Agua-exterior e exterior-agua

As estimativas de transferéncia agua-exterior dos mesocosmos foram
estimativas minimas porque assumem que ndo houve participagdo do perifiton na
absorcdo de carbono. Ainda assim, os valores foram elevados, proximos ou maiores
gue aqueles obtidos para os demais fluxos de carbono.

Quando as taxas de respiracao foram superiores a fotossintese a transferéncia
agua-ar predominou nos mesocosmos. O inverso também foi observado, quando a
fotossintese foi maior do que a respiracdo, a transferéncia ar-dgua que ocorreu nos
mesocosmos.

No Ponto 1 a transferéncia exterior-agua, com excec¢do do controle, e a
transferéncia agua-exterior foram maiores até o 3° dia, com o tratamento P (exterior-
agua) e N (dgua-exterior) apresentando as maiores taxas. No Ponto 2 os valores de
transferéncia exterior-agua foram inferiores as do Ponto 1, com excecao do tratamento
NP do 3° ao 9° dia. Neste ponto, a transferéncia exterior-agua e agua-exterior foram
maiores até o 3° dia de experimento no controle e tratamento N, enquanto nos
tratamentos P e NP as taxas foram maiores do 3° ao 9° dia (Figura 2.13). A
transferéncia exterior-agua apresentou valores inferiores aos da transferéncia agua-

exterior ao longo do experimento (p<0,01, ANOVA, Tukey) (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Valores médios e desvio padrao da transferéncia agua-exterior e exterior-agua do

1° ao 3° dia, e do 3° ao 9° dia para cada tratamento nos Pontos 1 e 2.

Os resultados da pCO, obtidos a partir do programa CO,sys (Pierrot et al.,
2006) nos dois pontos amostrais apresentaram valores de pCO, inferiores ao valor de
equilibrio atmosférico (Figura 2.14), o que sugere um fluxo atmosfera-adgua em todos os
tratamentos e dias avaliados. Esses resultados divergem do padrdo encontrado pelo
método AL'3C, que com excecdo dos tratamentos controle e N (do 3° ao 9° dia) no
Ponto 1, apresentaram maior fluxo agua-exterior em todos os dias e tratamentos. A
diferenca observada entre os dois métodos provavelmente se deve ao uso de carbono
pela comunidade perifitica, ndo avaliada pelo método AL**C.
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Figura 2.14. Valores da pCO, obtidos através do programa CO,sys para cada condi¢édo
experimental no 1°, 3° e 9° dia. Os valores foram inferiores aos valores de equilibrio
atmosférico (380 patm) o que representa fluxo atmosfera-dgua em todos os mesocosmos e

tratamentos.
2.4.9. Producédo Priméria Liquida e Balanco Metabdlico

Os valores obtidos de PPL pelo método da “Agua Livre” apresentaram
diferenca estatistica dos métodos de incubacdo em garrafas e do método AL™C
(p<0,01, ANOVA, Tukey). O maior valor de PPL pelo método da “Agua Livre” ocorreu
no tratamento NP nos dois pontos amostrais (0,025 e 0,024 mM d™ nos Pontos 1 e 2,
respectivamente). No Ponto 1 os valores de PPL ndo apresentaram grandes
modificacdes entre o 3° e 9° dia, com excecdo do tratamento NP com queda de 0,25
mM d* para 0,15 mM d™. No Ponto 2 a PPL apresentou queda dos valores em todos
os tratamentos do 3° ao 9° dia, o que também foi observado em relagédo aos resultados
obtidos pelo método de incubacéo em garrafas (variando de 1,3 mM d* a zero) (Figura
2.15).

Em ambos os pontos o tratamento NP apresentou a maior PPL até o 3° dia
pelo método AL*3C (0,16 e 0,22 mM d*, Pontos 1 e 2, respectivamente). No Ponto 1 no
9° dia, o tratamento N (0,12 mM d*) e o controle (0,03 mM d*) apresentaram os
maiores valores de PPL, enquanto o tratamento NP o menor valor (-0,4 mM d). Em
relacdo ao Ponto 2, a PPL foi negativa em todos os dias, com excec¢ao do tratamento
NP no 3° dia (Figura 2.15).

No método de incubacdo em garrafas, no Ponto 1, a PPL apresentou maior
valor no tratamento NP até o 3° dia (0,06 mM d), enquanto no 9° dia o tratamento P
apresentou a maior PPL (0,03 mM d™). No Ponto 2 a maior PPL esteve associada ao
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tratamento P no 3° dia (1,3 mM d™). No 9° dia de experimento a PPL foi negativa no
controle e tratamento N (Figura 2.15). Um resumo com o balan¢co metabdlico obtido nos

trés métodos pode ser observado na Figura 2.16.
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Figura 2.15. Valores médios e desvio padrdo da PPL pelos métodos de incubacao em
garrafas, “Agua Livre” e AL'®C, em cada tratamento, compreendendo o 3° e 9° dia de

experimento nos Pontos 1 e 2.
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Figura 2.16. Balanco metabdlico do 1° ao 3° dia e do 3° ao 9° dia em cada tratamento pelos

trés métodos utilizados nos Pontos 1 e 2.

2.5. Discussao
2.5.1. Alteragdes fisico-quimicas

Este estudo demonstrou modificacbes na composicdo e biomassa da
comunidade fitoplanctbnica, bem como alteragcdes no metabolismo aquatico apds a
adicdo de nutrientes. As maiores atividades metabdlicas estiveram associadas ao
tratamento com adicdo combinada dos nutrientes, tratamento NP (Figuras 2.9, 2.10,
2.15 e 2.16), de modo que o efeito sinérgico da atuacdo em conjunto dos nutrientes N e
P pdde ser observado.

Nos ecossistemas aquaticos os valores de pH e OD séo influenciados por
processos de fotossintese e respiracdo/mineralizacdo. O elevado pH pode ser
indicativo da ocorréncia de elevada biomassa algal, incrementando as taxas
fotossintéticas e consequentemente o consumo de CO,. Os maiores valores de pH
(Figura 1.5) e as menores concentracdes de CID nos dois pontos amostrais ocorreram

no tratamento NP (Figura 2.5), tratamento este que apresentou maior valor médio de
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biomassa fitoplanctbnica na forma de clorofila-a (Figura 1.9). Com relacdo as
concentracbes de OD, a elevada concentracdo sugere que o ambiente apresenta
elevada atividade fotossintética, enquanto a baixa concentracdo de OD se deve
provavelmente a predominancia de processos de respiracdo/mineralizacdo. O
tratamento NP também apresentou as maiores concentracdes de OD, com excecao
dos resultados obtidos pelo método de incubacdo em garrafas no Ponto 2, o que pode
ter ocorrido possivelmente devido a problemas com o oximetro nos primeiros dias de
experimento.

No Ponto 1, pelo método da “Agua Livre”, que avalia o metabolismo aquatico
por meio das variagbes nas concentracdes de OD, observou-se que embora o
tratamento NP tenha apresentado as maiores concentracbes de OD, em todos os
tratamentos os valores foram proximos a saturacao de oxigénio, sugerindo a ocorréncia
de elavada atividade metabodlica (Figura 1.5). No entanto, esse padrdo nédo foi
observado no Ponto 2. A baixa concentracdo de OD (valor médio entre 2,3 e 2,9 mM)
(Figura 1.5) pode estar relacionada as caracteristicas fisico-quimicas da agua nesse
ponto. A densa vegetacao de restinga as margens da lagoa exporta grande quantidade
de matéria organica para dentro do ambiente aquatico, que apresenta além de altas
concentracbes de COD e de substancias humicas (importante fonte para o
metabolismo bacteriano), baixa transparéncia (Suhett et al., 2006). Essas
caracteristicas podem aumentar 0s processos de respiracdo e decomposicao,
deplecionando as concentragbes de OD da coluna d’agua (Marotta, 2006). De fato,
foram observados nesse ponto os maiores valores de respiracdo em todos os
tratamentos pelo método AL*3C do que no Ponto 1 (Figura 2.10). Soma-se a isso o fato
de que em ambientes humicos, como no Ponto 2, ha a tendéncia que ocorra aumento
da producdo e respiracdo bacteriana, principalmente devido a processos de
fotodegradacdo do COD, produzindo CO, (Suhett et al., 2006; Farjalla et al., 2009).

2.5.2. Adicao de nutrientes X balan¢go metabolico
O metabolismo aquatico € regulado por diferentes fatores como luz,
temperatura, vento, interagbes bioldgicas e nutrientes. O incremento de nutrientes

tende a estimular tanto a producédo priméaria (PP) quanto a respiracdo. Contudo, o

metabolismo autotréfico (P>R) tende a predominar em relacdo ao metabolismo
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heterotréfico (P<R) em ambientes ricos em nutrientes estimulando mais a PP do que a
R (Cole et al., 2000; Marotta, 2006; Staehr et al., 2010).

No presente estudo as respostas referentes ao balangco metabdlico entre os
trés métodos foram diferentes. Entretanto, um padrdo p6de ser observado. Em ambos
0S pontos, o tratamento com a adicdo combinada dos nutrientes, NP, até o 3° dia de
experimento apresentou metabolismo autotréfico pelos trés métodos utilizados. Este
padrao encontrado reforca a acdo de sinergismo da adicdo combinada dos nutrientes e
da maior atividade metabdlica nesse tratamento.

A ocorréncia de metabolismo heterotréfico do 3° ao 9° dia no tratamento NP
obtido através do método AL'®C pode ter ocorrido devido a diferentes fatores. As
maiores concentracdes médias de clorofila-a ocorreram até o 3° dia de experimento,
com excecdo no Ponto 2 do tratamento NP, que no 4° dia apresentou um pico de
biomassa. Nesse periodo, as atividades metabdlicas foram mais elevadas (Figuras 2.9,
2.10 e 2.15), estimulando a ocorréncia do metabolismo autotréfico, principalmente no
tratamento com adi¢cdo combinada dos nutrientes. A diminuicdo das concentracdes de
clorofila-a, no niamero de individuos e também nas concentracdes dos nutrientes
(Figuras 1.9, 1.10, 1.6 e 1.7) ocasionou diminuicdo nas taxas de fotossintese do 3°
para o 9° dia em ambos os pontos e em todos os tratamentos (Figura 2.9), o que pode
ter favorecido a ocorréncia do metabolismo heterotrofico.

Em relacdo aos demais tratamentos, levando em considera¢do o periodo de
maior atividade da comunidade (do 1° ao 3° dia), a ocorréncia de metabolismo
heterotréfico pode ser devido a colimitagdo nutricional nos tratamentos com adicéo
individualizada dos nutrientes, N ou P. A adicdo de nutrientes nesses tratamentos néo
foi capaz de estimular a ocorréncia do metabolismo autotréfico, principalmente no
Ponto 2. Ainda h& a possibilidade de que a comunidade zooplancténica possa ter
dominado nos mesocosmos, uma vez que essa comunidade nao foi removida da agua
utilizada nos experimentos. Em ambientes dominados pelo zooplancton ha
impedimento de aumento da biomassa algal, refletindo consequentemente na menor
producdo da comunidade e favorecendo o metabolismo heterotrofico (Cole et al.,
2000).
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2.5.3. Herbivoria

Como mencionado anteriormente, um fator que pode controlar a biomassa e
composicdo da comunidade fitoplancténica e que apresenta grande influéncia na
disponibilidade de nutrientes é a herbivoria ou predacdo. A capacidade de evitar a
herbivoria resulta em mudancas na comunidade fitoplancténica, na morfologia das
algas e na estrutura do sistema (Pacheco et al., 2010). O confinamento da agua, além
de ter alterado as caracteristicas fisico-quimicas (discutidos anteriormente na secédo 1,
item 1.6.1), pode ter proporcionado aumento da herbivoria (ndo quantificada no
presente estudo). Estudos realizados em mesocosmos indicam que a herbivoria pela
comunidade zooplanctdnica pode reduzir a biomassa fitoplancténica (Cole et al., 2000;
Sommer et al., 2001), bem como o controle da comunidade predadora pode permitir
aumento na biomassa da comunidade fitoplancténica (Mette et al., 2011).

A herbivoria pode ter contribuido para a diminuicdo das concentracdes de
clorofila-a e do numero de individuos dos organismos fitoplancténicos no presente
estudo. Além de impedir a “fuga” dos produtores primarios devido ao confinamento da
agua nos mesocosmos, a ndo utilizacdo de peixes planctivoros no presente estudo,
gue sédo predadores do zooplancton, pode ter aumentado as taxas de herbivoria sobre
os organismos fitoplanctonicos (Cole et al., 2000). No estudo de Mette et al. (2011), sob
condicbes de elevada disponibilidade de nutrientes e presenca de peixes, a biomassa
fitoplanctbnica se elevou devido a diminuicdo da herbivoria. Esta diminuicdo seria
resultado da presenca dos peixes, consumindo 0S organismos zooplanctonicos,
resultando em &guas mais tarbidas. Hu et al., (2013) encontraram semelhante
resultado quando removido o zooplancton, com imediata resposta do crescimento
fitoplanctonico a adig&do de nutrientes.

Em estudos que abordam a comunidade fitoplanctbnica e os fatores reguladores
dessa comunidade, ndo apenas a atuacdo dos fatores fisico-quimicos deve ser

considerada, mas também as intera¢ces bioldégicas como herbivoria e competi¢ao.

2.5.4. Producéo e consumo de COD

As concentracbes médias de COD nos dois pontos experimentais foram
elevadas (entre 2,9 a 4,8 mM). Geralmente, 0s ecossistemas aquaticos apresentam
concentracbes de COD variando entre 0,2 a 2 mM C. Alguns ecossistemas podem

apresentar concentracdes extremas, de 14 mM C, como algumas lagoas de aguas
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ricas em substancias humicas (Bertilsson & Tranvik, 2000; Amado et al., 2003). Os
processos de producdo de COD podem estar associados a excrecdo e perda devido a
lise celular das comunidades plancténicas, enquanto o consumo pode ocorrer devido a
mineralizagdo por microrganismos, fotodegradagdo e incorporacdo na biomassa dos
organismos (Bertilsson & Jones, 2003; Farjalla et al., 2009). Em muitos casos, as
concentracbes de COD estdo integradas a processos de fotossintese e respiracao, o
que foi observado no presente estudo. Em ambos os pontos, 0os processos metabdlicos
estiveram associados a producdo e consumo de COD quando comparados o0s
resultados de fotossintese e respiracdo obtidos pelo método de incubacdo em garrafas
e pelo método AL™C.

O maior consumo de COD observado do 3° ao 9° dia no Ponto 1, e do 1°ao 3°
dia no Ponto 2 podem estar associados a diminuicdo da atividade fitoplanctonica
observada no estudo. Esses organismos séo parcialmente responsaveis pela producao
e excrecdo de COD em suas atividades, incrementando 0s processos de uso ou
degradacdo de COD pelo bacterioplancton. O mesmo observa-se no tratamento NP
que apresentou além de maior biomassa fitoplancténica maior consumo de COD.

Com relacao as maiores taxas de producao de COD que ocorreram do 1° ao 3°
dia no tratamento NP em ambos os pontos e também no tratamento N no Ponto 2,
podem estar relacionadas a maior biomassa e numero de individuos nesse periodo e
tratamentos. A maior atividade metabdlica nesses tratamentos e dias podem ter
incrementado os processos de producéo e excrecdo de COD devido a maior atividade

fitoplanctonica.

2.5.5. Razdo produgdo de COD:consumo de CID e razdo consumo de
COD:entrada de CID

No Ponto 1 a maior razdo producdo de COD:consumo de CID ocorreu no
tratamento NP (até o 3° dia) e nos tratamentos N e P (do 3° ao 9° dia). No Ponto 2 o
tratamento N apresentou a maior razdo producdo de COD:consumo de CID (Figura
2.17). A alta produgcdo de COD nesses tratamentos pode estar associada a
predominancia de processos de lise celular e excrecdo pelo zooplancton em relacdo a
processos de fotossintese principalmente devido a diminuigdo da atividade metabdlica

ao longo dos dias dos experimentos (Bade et al., 2007).



Produgao de COD:Consumo de CID

Consumo de COD: Entrada de CID

94

Ponto 1 Ponto 2

11 % L (1 1°ao 3° dia
0]
b= 0.8
O .0
0.8 =
3
2
0.6
0.6 8
0
0.4 O 0.4
[0)
©
HI ﬂl ﬂl Hl '8 HI I H
s
0 3 [ ] [ ]
Controle N [ NP o Controle N P NP
Ponto 2
2 Ponto 1 a) 2
(@]
5
0.8- o 0.8- N _
©
g
0.6 — I 0.6 —
S
0.4 O 041
)
S
0.21 I g 0.2-
C
Aim i,
Controle N P NP Controle N =] NP

Figura 2.17. Valores obtidos a partir da razdo producdo COD: consumo de CID, e razéo
consumo de COD: entrada de CID nos dois pontos experimentais em cada tratamento entre o

1° e 3° dia e entre 0 3° e 9° dia.

Com relacdo a razdo consumo de COD: entrada de CID, no Ponto 1, os
maiores valores ocorreram entre o 3° e 9° dia, com excec¢ao do controle, periodo de
menor atividade metabdlica. No Ponto 2 o tratamento NP apresentou o menor valor
entre 0 3° e 9° dia. A maior biomassa e atividade metabdlica no tratamento NP podem
estar associadas ao menor valor obtido pela razdo, predominando processos de
producdo de COD e fotossintese (Figura 2.9). Neste ponto € possivel destacar também
o alto valor obtido a partir da razdo consumo de COD: entrada de CID para o controle
entre 3° e 9° dia. A menor biomassa e maior diminuicdo no nimero de individuos
observados entre 0 4° e 10° dia no controle em relagcdo aos demais tratamentos podem
ter contribuido para o maior consumo de COD em relacdo a entrada de CID.
Provavelmente, esse processo pode ter ocorrido devido a predominancia de processos
de mineralizacdo do COD pelo bacterioplancton em relacdo a processos de entrada de

CID.

El 3° ao 9° dia
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As maiores taxas de producdo e consumo que ocorreram no tratamento NP
(Figuras 2.11, 2.12) podem ser resultados da maior produtividade observada a partir
dos valores de OD e pH, refletindo na maior producdo de COD pelo fitoplancton,
excretando COD durante a fotossintese, bem como no maior consumo, o que reforga a
possivel incorporacdo de COD na biomassa bacteriana e processos de mineralizagdo
(Figuras 2.9, 2.10, 2.11 e 2.12).

2.5.6. Razéao PPB:R

A razdo PPB:R é usada como um indice para determinacdo da contribuicdo
aléctone, por meio de matéria organica de origem terrestre, ou contribuicdo autoctone,
a partir de fixacao de energia pelos produtores primarios. De acordo com essa razéo, 0
suprimento de energia do ecossistema é suportado por producdo autéctone a partir da
producdo primaria dos organismos fitoplanctdénicos, macroéfitas aquaticas e algas
bentdnicas, quando a razdo PPB:R for >1, o que sugere a ocorréncia de metabolismo
autotrofico. Quando a razéo for <1, a respiracdo é maior do que a PPB, dependendo
desse modo, da matéria organica externa, com predominancia do metabolismo
heterotréfico (Allan & Castillo, 2007).

No Ponto 1 os resultados obtidos a partir da razdo PPB:R pelo método de
incubacdo em garrafas apresentou o tratamento NP até o 3° dia, e todos os
tratamentos do 3° ao 9° dia com valores >1. Este valor sugere a predominancia do
metabolismo autotrofico, com fluxo de carbono exterior-agua (Figura 2.18). Esses
resultados convergem com os obtidos a partir do programa pCO,sys. Os valores
obtidos a partir do razdo PPB:R pelo método AL**C apresentaram algumas diferencas
dos resultados obtidos pelo método de incubacdo em garrafas. Neste caso, do 3° ao 9°
dia os tratamentos P e NP apresentaram metabolismo heterotréfico, como observado
em relacdo ao balanco metabdlico (Figuras, 2.16 e 2.18). No Ponto 2, do 1° ao 3° dia
de experimento, pelo método incubacdo em garrafas, os resultados apresentaram
valores da PPB:R <1. Os valores obtidos para respiracdo nesse ponto foram na maior
parte negativos, 0 que pode estar associado a problemas operacionais com o oximetro
durante as medi¢des nesse periodo. Nesse ponto, os valores obtidos através da razdo
PPB:R pelo método AL**C apresentaram apenas o tratamento NP no periodo do 1° ao
3° dia com metabolismo autotrofico. Nos demais tratamentos deste ponto o

metabolismo heterotrofico e o fluxo agua-atmosfera predominaram (Figura 2.18).
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Figura 2.18. Valores da razdo PPB:R (mM mM) obtidos nos dois pontos experimentais pelos
métodos AL™®C e incubacdo em garrafas. Valores >1 indicam a ocorréncia de metabolismo

autotrofico enquanto valores <1 a ocorréncia de metabolismo heterotréfico.

Embora a maior parte dos resultados referentes aos fluxos de carbono entre a
agua e o exterior ndo tenham coincidido com os resultados obtidos a partir do
programa pCO,sys, 0s resultados obtidos a partir da razdo PPB:R convergem em
100% com o balanco metabdlico obtidos pelos métodos AL'®C e incubacdo em
garrafas (com excecao do Ponto 2, provavelmente devido a problemas operacionais). A
adicdo de nutrientes estimulou a ocorréncia de metabolismo autotréfico. Contudo, por
ambos 0s métodos, essa resposta foi mais clara no tratamento com adicdo combinada
dos nutrientes. A presenca de colimitacao nutricional pode ter controlado a comunidade
fitoplanctonica refletindo na ocorréncia do metabolismo aquéatico predominantemente
heterotréfico (Figura 2.18).

Ambientes aquaticos que apresentam baixa biomassa algal ou baixa taxa de
producdo primaria tendem a apresentar a R mais alta do que a PP. Del Giorgio &
Peters (1994) sugerem que a razdo PPB:R é <1 quando a concentracéo de clorofila-a
for menor do que 17 pg L™, predominando a ocorréncia do metabolismo heterotréfico. A

lagoa de Iquipari apresenta como caracteristica alta produtividade primaria e biomassa
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algal. Com o decorrer dos dias dos experimentos, a biomassa fitoplanctonica diminuiu.
Contudo, apenas no Ponto 2, no 8° e 10° dias de experimento, no controle e tratamento
P, as concentracbes de clorofila-a foram inferiores a 17 pg L™. Considerando o
proposto por del Giorgio & Peters (1994), estas elevadas concentracdes de clorofila-a
sugerem a predominancia de metabolismo autotrofico durante os experimentos. Apesar
disso, os resultados do balanco metabdlico através dos trés métodos (Figura 2.16)
apresentaram em alguns casos a ocorréncia de metabolismo heterotréfico. Este fato
evidencia que a avaliacdo somente da biomassa fitoplanctonica pode levar a
conclusdes errdneas. A senescéncia da comunidade fitoplanctdnica observada nos
dois pontos a partir da diminuicdo na biomassa e nimero de individuos pode ser um
indicativo da ocorréncia do metabolismo heterotréfico, observado também a partir da
razdo PPB:R (Figura 2.18). Soma-se a isso a diminuicdo das taxas de fotossintese do
3° para o 9° dia que também pode ter contribuido. As diferencas metodoldgicas
empregadas em cada método, como por exemplo, a utilizacdo de garrafas nas
incubacoes, avaliacdo de OD ou CID, tamanho e escala dos experimentos, troca com o
exterior, entre outras, podem também ter influenciado nos resultados (para maiores
detalhes ver item 4.5.8). Outra questdo que deve ser considerada sdo as modificacdes
na composicdo da comunidade. Para assumir qual é o tipo predominante do
metabolismo no ecossistema aquatico € preciso cautela. Quando possivel, deve ser
levada em consideracdo a utilizacdo de mais de um método para determinacdo do

metabolismo aquético.

2.5.7. Transferéncias agua-exterior e exterior-agua

A comunidade perifitica apresenta geralmente produtividade alta em
ecossistemas aquaticos lacustres rasos, podendo exibir entre 1 a 92% (média de 43%)
da produgdo nesses ambientes (Vadeboncoeur & Steinman, 2003). No presente
estudo, as concentracdes médias de clorofila-a perifitica nos Pontos 1 e 2 variaram de
0,01 a 0,08 pg cm™? e de 0,4 a 4,6 ug cm’®, respectivamente. Essas concentracdes sao
caracteristicas de ambiente aquatico oligotrofico (concentracdes inferiores a 200 ug cm’
%) (Dodds et al., 1998). Os baixos valores de biomassa perifitica podem estar
relacionados ao curto tempo de apenas dez dias para colonizacdo da comunidade

perifitica nos substratos. Além disso, ha a possibilidade de ter ocorrido sombreamento
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do fundo dos mesocosmos pela biomassa algal presente dentro dos mesocosmos, 0
que dificultaria o estabelecimento dessa comunidade.

As diferencas de transferéncia de carbono obtidas entre o0 método AL*3C, com
transferéncia de carbono no sentido agua-exterior, e a pCO,, com transferéncia liquida
no sentido exterior-agua podem ser provavelmente devido ao metabolismo da
comunidade perifitica - ndo utilizada nos célculos para o método AL'3C devido a
guestdes operacionais. Além do curto periodo, o desenho experimental proposto tornou
invidvel a coleta do filme plastico para posterior andlise da comunidade perifitica ao
longo dos dias de experimento. Caso a comunidade perifitica tenha apresentado alta
participacdo no metabolismo, o que pode ter ocorrido mesmo apresentando baixa
concentragdo de clorofila-a, os resultados de transferéncia poderiam ser modificados,
com um fluxo dgua-exterior maior. Embora os resultados tenham apresentado essas
discrepancias, a comunidade perifitica pode ser incluida nos calculos utilizados no
método AL™C em outros tipos de desenhos experimentais. Caso isso ocorra, 0s
resultados de transferéncia gerados podem ser mais préximos dos obtidos pelo

programa pCO,sys.

2.5.8. Comparacdes entre os métodos na determinacdo do metabolismo aquatico

No presente estudo, embora em muitos casos 0s métodos para a determinacéo
do metabolismo aquatico tenham apresentado forte correlacdo, os valores de
fotossintese, PPB e R sempre superiores nos resultados obtidos através do método
AL™C (Figuras 2.9, 2.10 e 2.15) podem estar associados a diferentes questdes como

as descritas a seguir.

2.5.8.1. Respiracado naluz e no escuro

Os diferentes métodos que determinam o metabolismo aquatico, com excecao
do método que utiliza isétopos, determinam a respiragcdo apenas no escuro. Nesse
caso, para ser assumida a producéo, o efeito da respiracdo pode ser eliminado a partir
de experimentos paralelos no escuro no qual somente a respiragdo é medida. Contudo,
isso s6 pode ser estimado se ndo houver crescimento durante o experimento o que
dificilmente ocorreria. Em adicdo, problemas metodolégicos surgem quando é

assumida que a respiracao na luz € igual a respiracdo no escuro. Existem evidéncias
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de que a respiracao na luz pode ser mais elevada do que a respiragdo no escuro, ndo
podendo ser ignorada esta diferenca. Quando isso ocorre, ha uma subestimacao da
PPB e da R (Ferris & Christian, 1991, del Giorgio et al., 1997; Pringault et al., 2007). A
ndo determinacdo da respiracdo na luz pelos métodos de incubacdo em garrafas e
“Agua Livre” (Kana, 1990) pode ter subestimando os resultados obtidos por estes
meétodos no presente estudo. Este fato pode ser observado a partir da utilizagcdo de um

método que avalia a respiracéo na luz, o método AL™C.

2.5.8.2. Diferenca na utilizagdo fisiolégica do carbono e oxigénio pela

comunidade fitoplancténica

O método de incubacdo em garrafas, que utiliza variagbes nas concentracfes
de OD para determinacdo do metabolismo aquético é um método padrédo em estudos
gue abordam o metabolismo. Entretanto, ndo h& certeza que essas medi¢cdes sejam
validas para o carbono, principalmente que as medi¢cdes da respiracdo no escuro sejam
vélidas para comparar taxas obtidas no claro (Ryther, 1956; Ferris & Christian, 1991;
Markager et al., 1992; Pace & Prairie, 2005; Pringault et al., 2007; Ross et al., 2011).
As variacdes entre as taxas de respiracao na luz e no escuro podem ocorrer devido a
diferenca na fisiologia do fitoplancton (Wieland & Kuhl, 2000; Ostrom et al., 2005;
Williams & del Giorgio, 2005; Pringault et al., 2007; Carvalho & Eyre, 2012). A liberacéo
de carbono na respiracao € inibida na luz, devido principalmente ao carbono recém-
fixado que serd prontamente utilizado na respiracéo; e o consumo de oxigénio € mais
elevado na luz do que no escuro, pois as atividades metabdlicas tendem a ser mais
elevadas em presenca de luz (Carvalho, 2013). Pringault et al. (2007) observaram que
a média da respiracdo na luz foi 350% maior do que a respiracdo no escuro,
subestimando a PPB em mais de 100%. Esses valores podem ainda ser maiores em
ambientes heterotréficos. Mesmo sabendo que ha diferenca entre a respiracdo na luz e
no escuro, grande parte dos estudos sobre respiracdo tem ignorado essa diferenca.
Outras possiveis explicacbes para que a respiracdo na luz seja mais alta do que a
respiragdo no escuro consiste na maior necessidade de energia para a realizacdo da
fotossintese do que para a respiracdo. Isso ocorre devido também a processos de
oxidacdo do fotossintato produzido na incubagdo em frascos claros, aumento da
respiracdo mitocondrial na presenca de luz e fotorespiracdo que pode ocorrer durante

os experimentos (Bender et al., 1987).
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2.5.8.3. Problemas operacionais e desvantagens da técnica de incubacdo em
garrafas

As baixas concentracbes de OD medidas pelo método de incubacbes em
garrafas e “Agua Livre”, principalmente no Ponto 2, podem ter subestimado os
resultados obtidos por ambos os métodos. Algumas medi¢des realizadas pelo método
de incubacdo em garrafas, principalmente nas garrafas escuras apresentaram valores
iguais a zero, 0 que demonstra que a respiracdo ja tinha exaurido o OD antes das
medicbes. Embora o método da “Agua Livre” evite problemas oriundos da incubagéo,
um dos principais problemas enfrentados por este método sdo a mistura e troca ar-
agua que sao dificeis de serem quantificadas (Luz & Barkan 2009; Duarte et al., 2013).

O método da “Agua Livre” permite a regeneracéo do CO, na agua e do O, que
vem do ar de forma que 0s organismos nao estao limitados por estes fatores. Fato este
que ndo ocorre pelo método de incubacdo em garrafas que pode ser limitado por CO,
ou O, (Staehr et al., 2012)

Dentre os diferentes fatores que comprometem os resultados do método de
incubacdo em garrafas podem ser destacados a possivel ocorréncia de atenuacéo da
luz a partir do material de que é feita a garrafa (no caso do presente estudo o vidro),
gue reduz a radiacdo UV e as taxas de fotossintese. A incubacdo em garrafas pode
também alterar a temperatura da garrafa em relacdo ao ambiente. Caso haja aumento
da temperatura, as taxas de respiracdo podem ser superestimadas. O inverso ocorre
quando ha diminuicdo da temperatura em relacdo ao ambiente, causando
subestimacédo dos resultados. Quando a incubacéo dura periodos acima de 5 horas é
possivel observar modificagbes na comunidade bacteriana e também nas
caracteristicas fisico-quimicas, modificacdo no hidrodinamismo e deplecdo ou
enriguecimento por nutrientes. Quando isso ocorre, a agua presente nas garrafas
torna-se diferente da dgua presente no ambiente natural e no caso do presente estudo,
diferente da agua presente nos mesocosmos. Caso isso ocorra, pode gerar resultados
diferentes do que seria esperado, causando dificuldades para comparar os resultados
com o ambiente de estudo (Dodds & Brock, 1998; Grace & Imberger, 2006) e também
com outros métodos. No presente estudo as incubacfes duraram 12 horas e ha a
possibilidade de ter ocorrido deplecdo dos nutrientes os quais apresentavam baixas
concentracdes ja no 3° dia de experimento. Este fato pode ter aumentado as diferencas
observadas entre os métodos. Para a determinacdo das concentracdes de OD por este

meétodo, a agua presente na garrafa teve que ser cuidadosamente transferida para um



101

béquer (a fim de evitar perdas de OD para atmosfera) porque devido a problemas
operacionais o0 eletrodo do oximetro n&do entrava na garrafa. Contudo, as
concentracfes de OD obtidas por este método foram superiores as concentracdes de
OD obtidas pelo método “Agua Livre”, o que representa que as perdas de OD para a
atmosfera durante a transferéncia da agua presente na garrafa para o béquer foram

minimas.

2.6. Conclusodes

- Utilizando o método AL*3C foi possivel obter sempre valores positivos de respiragéo,
enquanto que com o método incubacdo em garrafas obtiveram-se algumas vezes

valores negativos.

- Os fluxos fotossintéticos e respiratérios foram superiores pelos resultados obtidos no

método AL**C do que nos resultados obtidos pelo método de incubacdo em garrafas.

- Em relagéo a PPL, os métodos baseados nas medi¢des de OD apresentaram valores

superiores aos obtidos pelo método AL™C.

- Durante o estudo observou-se a subestimacgédo dos resultados de respiracao obtidos
pelo método de incubacdo em garrafas. O principal fator que pode ter contribuido para
a discrepancia dos valores de respiracao, fotossintese e PPL foi a ndo avaliacdo da

respiracao na luz por este método.

- A subestimacao da respiracao pelos métodos que utilizam as concentragdes de OD
para determinacdo do metabolismo aquético pode ter contribuido para a ocorréncia de
maior PPL nos resultados obtidos por estes métodos do que no método AL®C que

apresentou menor PPL.

- O tratamento NP apresentou maior PPL do que os demais tratamentos. A ocorréncia
de maior atividade metabdlica observada nesse tratamento resultou da acao sinérgica

dos nutrientes N e P adicionados.
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- Embora os métodos tenham apresentado diferentes balangos metabdlicos, até o 3°
dia o tratamento NP apresentou balanco metabdlico autotrofico pelos trés métodos
avaliados. A adicdo combinada de nutrientes no tratamento NP evitou a colimitacao
nutricional que foi observada nos tratamentos com adi¢gdo individualizada dos
nutrientes, contribuindo para a ocorréncia de maior producdo priméaria nesse

tratamento.

- A ndo subestimacdo da respiracdo pelo método AL'3C favoreceu a ocorréncia de
maiores valores de respiracdo com a predominacia do metabolismo heterotrofico ao

longo dos dias avaliados.

- Devido a possibilidade de elevada participacdo da comunidade perifitica, em estudos
futuros seria importante a inclusdo dessa comunidade como um componente separado
do sistema, com determinacdo da sua biomassa e §*3C, nos célculos utilizados pelo
método AL*3C.

- O presente trabalho foi pioneiro na determinacédo das transferéncias entre COP e
COD e também na determinacdo do metabolismo aquatico utilizando isétopos de

carbono em sistemas abertos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em ecossistemas aquaticos a matéria organica pode ser classificada como
particulada (COP > 0,45 uM) ou dissolvida (COD < 0,45 uM). O COP contribui com uma
pequena fracdo (10 - 20%) da matéria organica enquanto o COD representa a maior
parte e causa maior efeito sobre a produtividade priméaria (Wetzel, 1984). Nesse
sentido, a importancia em avaliar as concentracdes de COD concerne principalmente
na sua relevancia ecologica exercendo influéncia sobre o metabolismo dos
ecossistemas aquaticos. Dentre as consequéncias que as concentracdes de COD
podem causar sobre o metabolismo aquatico destacam-se a capacidade de limitar a
producdo primaria a partir da regulacdo do crescimento dos produtores primarios e das
bactérias (Praire, 2008). As concentracdes de COD podem ainda causar modificacées
nas taxas de respiracdo e biodisponibilidade de metais (Bade et al., 2007).
Considerando essas caracteristicas, as concentracdes de COD devem ser incluidas na
determinacdo da PPL dos ecossistemas aquaticos, o que foi realizado de maneira
pioneira no presente estudo. Embora as taxas de fotossintese e respiragdo tenham
sido superiores no método AL*C do que no método de incubacdo em garrafas, os
valores de PPL pelos métodos de incubacdo em garrafas e “Agua Livre” (determinados
a partir das variagbes nas concentracbes de OD) foram superiores aos resultados
obtidos pelo método AL'3C. A utilizacdo de dados sobre a producéo e consumo de
COD juntamente com as concentracdes de COP permitiram calcular a PPL (método
AL™C) com dados diretos dos produtores primarios a partir das variacdes das
diferentes formas de C o que representa uma das vantagens do novo método.

A realizacdo de experimentos com o uso de mesocosmos para estudar a
comunidade planctdnica em ecossistemas aquaticos € uma ferramenta amplamente
utilizada ha décadas (Watts & Grant, 2001). Geralmente, esses estudos avaliam 0s
efeitos de mudancas propositais e controladas dos parametros fisico-quimicos e
biologicos por meio de experimentos. Dentre esses fatores, o enriquecimento por
nutrientes € o mais comumente utilizado (Hecky & Kilham, 1988; Watts & Grant, 2001).
Os objetivos desses estudos na maioria das vezes sdo a determinacéo da producédo
priméria e do ciclo do C (Oviatt et al., 1986; Tcherkez et al., 2010), decomposi¢éo
(Shao et al., 2013; Boros et al., 2015), herbivoria (Sommer et al., 2001; Duarte et al.,
2013), limitacdo por luz e nutrientes, sedimentacdo, sucessdo de espécies (Hecky &
Kilham, 1988; Cloern, 1999; Joint et al., 2002; Crossetti e Bicudo, 2005; Trochine et al.,
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2014), poluicdo e eutrofizacdo (Xu et al., 2014; Olsen et al., 2015; Zhang et al., 2015).
Na década de 1990 iniciou um aumento no numero de estudos que utilizam is6topos
estaveis o que favoreceu a realizacdo de experimentos in situ e ex situ, proporcionando
resultados mais realistas (Carvalho, 2013).

A existéncia de diferentes composi¢cdes isotOpicas permite avaliar, por
exemplo, as fontes de C, autdctone ou aloctone, para os ecossistemas aquaticos e
também permite quantificar o fluxo de C. Além disso, a utilizacdo de isGtopos estaveis
pode elucidar teias alimentares e avaliar a eutrofizagdo (Carvalho, 2008; Fry, 2008;
Oczkowski et al., 2014). Com relacdo a determinacdo do metabolismo aquatico e a
utilizacdo de isOtopos estaveis, os métodos desenvolvidos até o momento para
sistemas abertos utilizam apenas is6topos estaveis de oxigénio (Carvalho, 2013). Em
sistemas fechados, a utilizacdo de isétopos estaveis de C foi realizada apenas uma vez
(Carvalho & Eyre, 2012). Assim, o presente estudo é um trabalho pioneiro na
realizacdo de experimentos em sistemas abertos (mesocosmos) utilizando isétopos
estaveis de C para a determinacdo do metabolismo aquatico. Soma-se a isso, a
determinacao da producéo e do consumo de COD que somente foram possiveis devido
a utilizacao de is6topos estaveis de C.

Apesar dos mesocosmos nao terem integrado os sedimentos, a realizacdo de
experimentos em sistemas abertos permitiu gerar resultados de respiracdo e
fotossintese superiores aos resultados obtidos pelo método de incubacdo em garrafas.
Em relacdo ao método de incubacdo em garrafas, ja é conhecido que ele subestima a
respiracdo, principalmente pelo fato de que a respiracdo € mais alta na luz do que no
escuro (Bender et al., 1987). Em geral, por este método, a contribuicdo do zooplancton
de maior tamanho ndo é avaliada devido a maior capacidade de fuga desses
organismos (Marra 2012; Duarte et al., 2013) o que pode ter aumentado ainda mais a
discrepancia dos resultados de respiracdo entre os métodos.

Diferentes estudos observaram que grande parte dos ecossistemas aquaticos
apresenta maior fluxo CO, do lago para a atmosfera. Nesse caso a respiracao da
matéria organica aloctone apresenta maior contribuicdo para os valores de respiragao,
predominando a ocorréncia do metabolismo heterotréfico (Marcarelli et al., 2011,
Wilkinson et al., 2013; Hoellein et al., 2013). No presente estudo o0 metabolismo
heterotréfico ocorreu na maior parte dos dias e tratamentos avaliados pelo método
AL™C o que n&o foi observado nos demais métodos, que apresentaram predominancia

do metabolismo autotréfico. Estes resultados sugerem que o método ALY C foi mais
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sensivel na deteccdo da respiracdo do que o método de incubacdo em garrafas
contribuindo para os menores valores de PPL.

A producédo primaria tende a ser maior em ecossistemas aquaticos tropicais do
que em ambientes localizados em regides temperadas devido a ocorréncia de
temperatura constante ao longo do ano e maiores concentracdes de nutrientes (Feresin
et al.,, 2010). Os baixos valores de PPL observados no presente estudo podem estar
relacionados a diferentes fatores como: (1) as elevadas concentracbes de COD podem
ter estimulado o crescimento bacteriano nos mesocosmos, aumentando sua vantagem
competitiva e incrementado a respiracdo heterotréfica (Carpenter et al., 1998; Allgaier
et al., 2008). Consequentemente essas vantagens podem ter causado diminuicdo da
biomassa dos organismos autétrofos e baixos valores de producdo primaria (Stets &
Cotner, 2008; Hitchcock et al., 2010; Hoellein et al., 2013); (2) os baixos valores de PPL
e os valores inferiores a 1 obtidos a partir da razdo PPB:R demonstram que a matéria
organica produzida na fotossintese foi rapidamente respirada pelo plancton presente
nos mesocosmos (Staehr et al., 2010); (3) a deplecdo das concentracbes dos
nutrientes adicionados logo nos dias iniciais contribuiu para a ocorréncia de limitacao
nutricional refletindo em baixos valores de PPL; e (4) a herbivoria pode ter controlado a
biomassa e producao dos produtores primarios (Carpenter et al., 1998; Stets & Cotner,
2008). Dentre eles, a limitacdo nutricional quantificada no presente estudo foi o
principal fator limitante para a comunidade fitoplancténica e producdo primaria,
claramente observada entre os tratamentos com adicdo individualizada (que
apresentaram colimitacdo nutricional) em relacédo ao tratamento com adicdo combinada
dos nutrientes.

Quando considerada a comunidade fitoplanctonica, o COD pode ser produzido
durante a fotossintese ou ser liberado ap6s a morte das algas (Kim et al., 2000). A
partir da diminuicdo observada na biomassa e no numero de individuos da comunidade
fitoplanctonica, a producdo de COD no presente estudo pode estar mais associada a
lise celular do que a liberagdo de COD durante a fotossintese. Além disso, foram
observados valores de respiracdo superiores aos de fotossintese pelo método ALC.
Ao longo do presente estudo as concentracdes de COD diminuiram do 1° ao 9° dia de
experimento nos dois pontos amostrais. O maior consumo de COD, produgéo de COD
(somente no Ponto 1) e também os maiores valores de fotossintese e respiracdo
ocorreram até o 3° dia de experimento. Esse periodo foi caracterizado por apresentar

maior atividade biolégica, com maior nimero de individuos, biomassa, OD e pH do que
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os dias finais dos experimentos. Assim, a diminuicdo das concentragdes de COD ao
longo dos dias pode estar associada a processos de degradacédo da matéria organica e
fotodegradacao.

Apesar de o método AL¥C apresentar inimeras vantagens, podem ser
destacadas algumas desvantagens da técnica, como por exemplo, a utilizacdo de
quimicos perigosos, elevados custos com equipamentos e reagentes, a necessidade
de pessoas treinadas para manusear 0s equipamentos, o que dificulta sua ampla
utilizacdo e as taxas de sedimentagédo da comunidade fitoplanctdnica que nao foram
avaliadas no presente estudo (contudo em estudos futuros pode ser considerada).

No Brasil, embora haja alguns estudos sobre producdo primaria, poucos
foram realizados no préprio ambiente aquatico (Feresin et al., 2010). A realizacao de
experimentos in situ e os resultados obtidos a partir do método ALC geraram
importantes fontes de informacdes que podem ser utilizadas na predicdo de eventos
gue podem causar algum tipo de degradacdo no ecossistema de estudo. Assim, o
controle da entrada dos nutrientes N e P, principalmente se for em conjunto, sdo as
principais medidas para o0 manejo e conservacdo da lagoa de lquipari, que apresenta
como caracteristicas aguas eutroficas e dominancia de organismos pertencentes a

classe Cyanophyceae.
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CONCLUSAO

Através dos experimentos de adicdo de nutrientes realizados foi possivel
verificar alteracdes na estrutura e dinAmica da comunidade fitoplancténica além de
variagbes nos parametros fisico-quimicos. Durante os dias de estudo e entre os
tratamentos ocorreram variacdes em relacdo ao nutriente limitante ao crescimento
algal. Em resposta as variacbes fisico-quimicas a comunidade fitoplancténica
apresentou modificagdes em sua composicao, principalmente no Ponto 2. Inicialmente,
o Ponto 2 apresentava dominancia de organismos pertencentes a classe
Cyanophyceae, grupo esse com espécies adaptadas a ambientes eutroficos e a
elevado pH. No entanto, ja no 4° dia de experimento, a classe Cryptophyceae
apresentou maior dominancia, enquanto a classe Cyanophyceae retomou novamente a
dominancia no 10° dia. A diferenca na hidroquimica da 4gua da lagoa entre os pontos
foi o principal fator para que a dominancia da classe Cryptophyceae tenha ocorrido no
Ponto 2, o que nao foi observado no Ponto 1. A classe Cryptophyceae apresenta
organismos capazes de realizar a mixotrofia com vantagens e preferéncia por
ambientes ricos em substancias humicas, caracteristicas presentes no Ponto 2.

A primeira hipétese do estudo foi refutada. A densidade, biomassa e
composicdo da comunidade fitoplanctbnica ndo apresentaram relacdo clara com a
adicdo dos nutrientes. Embora o incremento de nutrientes inicialmente possa aumentar
a biomassa dos produtores primarios, no presente estudo, a biomassa e também a
densidade apresentaram tendéncia de queda ao longo dos dias de experimento em
ambos 0s pontos amostrais o que pode estar associado a ocorréncia de herbivoria e/ou
sedimentacdo dos organismos. As modificacdes na fisico-quimica da agua,
principalmente a deplecdo das concentracBes dos nutrientes, contribuiram para as
diminuicbes na biomassa e densidade. A segunda hipétese do estudo que esta
relacionada a ocorréncia de maior biomassa no tratamento com adicdo combinada dos
nutrientes devido a acdo sinérgica dos nutrientes foi confirmada. O tratamento NP
apresentou maior biomassa do que os tratamentos com adi¢cdo individualizada que
apresentaram colimitacdo nutricional. Contudo, embora o tratamento NP tenha
apresentado maior biomassa, esse tratamento apresentou menor nimero de individuos
do que o tratamento N (com excecdo do Ponto 2 no 10° dia), 0 que pode estar
relacionado ao conteudo de clorofila-a e a diferente composicdo da comunidade

fitoplanctnica nesses tratamentos.
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A resposta do metabolismo aquatico, com ocorréncia do metabolismo
autotrofico ap6s a adicdo dos nutrientes ndo foi tdo clara devido a colimitacao
nutricional nos tratamentos com adicdo individualizada, sendo a terceira hipotese
refutada. Os resultados do presente estudo demonstraram o controle que os nutrientes
N e P exerceram sobre os produtores primarios e sobre o metabolismo aquético.
Embora a eutrofizacdo possa estimular a ocorréncia do metabolismo autotrofico, como
demostrado em alguns estudos, aumentando a producédo primaria (P>R), outros fatores
podem também influenciar no balangco metabdlico. Dentre eles, como observado no
presente estudo, a colimitacdo nutricional desenvolvida apds a adicdo de apenas um
nutriente limitante pode néo estimular a producédo primaria, predominando a ocorréncia
do metabolismo heterotrofico (R>P). Apos eventos de eutrofizacdo, principalmente se
mantida a fonte de nutriente para o ambiente aquético, o incremento da biomassa dos
produtores pode desencadear aumento da matéria organica que eleva as taxas de
decomposicdo, depleciona as concentracdes de OD e consequentemente diminui a
producdo primaria, estimulando a ocorréncia do metabolismo heterotréfico, com fluxo
CO, 4gua-atmofera.

Por se tratar da utilizacgdo de um novo método para a determinacdo do
metabolismo aquatico, a realizacdo de novos estudos utilizando o novo método deve
ser realizado para difundir e aperfeicoar a nova metodologia. A fim de evitar a
ocorréncia de limitagdo nutricional e obter respostas mais claras em relacdo ao
incremento de nutrientes e metabolismo aquatico, sugere-se a realizacdo de
experimentos com adicdo combinada dos nutrientes em diferentes concentracoes e

propor¢des e/ou com continua adicdo de nutrientes.
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Anexos



Anexo 1. Biovolume das principais espécies no 4° e 10° dias de experimento e na 4gua da lagoa, CtO no Ponto 1.
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Ponto 1 1° dia 4° dia 10° dia
Classe
Biovolume (um?) Ct0 Controle N P NP Controle N P NP
Cyanophyceae Limnothrix sp. 16.399,3 29.686,1 44.979,0 42.890,4 67.712,1 4.938,9 29.944.8 9.410,5 18.758,9
Cyanophyceae Anabaenopsis elenkinii f. circularis 6.552,9 10.143,7 11.665,5
Cyanophyceae Synechocystis aquatilis 429,2 211,0 923,3 134,9 775,0 777,1 1.105,1 2.391,6
Cyanophyceae Merismopedia punctata 427,0
Cyanophyceae Epigloeosphaera brasilica 249,8 7.897,4 1.809,2 1.018,2
Cyanophyceae Aphanocapsa sp. 226,2
Cyanophyceae Oscilatoria limosa 2.602,8 1.893,7
Cyanophyceae Microcystis aeruginosa 16.941,2 4.595,6 589,7
Cryptophyceae Cryptomonas marssonii 3.893,8 1.187,1 2.743,6 345,1
Bacillariophyceae Melosira varians 228,9 1.864,7 2.149,8
Bacillariophyceae Bacillariophyceae sp. 1 29,3 320,2 134,0 2,0
Bacillariophyceae Bacillariophyceae sp. 2 1.042,3
Bacillariophyceae Bacillariophyceae sp. 3 1.124,9 988,9 281,4 651,5 344,7 207,5
Bacillariophyceae Chaetoceros sp. 595,2 805,8
Chlorophyceae Chlorella sp. 92,0 249,9




Anexo 2. Biovolume das principais espécies no 4° e 10° dias de experimento e na 4gua da lagoa, Ct0 no Ponto 2.
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Ponto 2 1° dia 4° dia 10° dia
Classe
Biovolume (um?) Ct0 Controle N P NP Controle N P NP

Cyanophyceae Aphanocapsa delicatissima 13.712,0 19.773,0

Cyanophyceae Oscillatoria limosa 25.477,6

Cyanophyceae Synechocystis aquatilis 7.146,6 1.735,2 4.903,7 2.673,0 26.702,0 13.308,0 41.735,0

Cryptophyceae Rhodomonas sp. 1 416,5 5.661,2 1.283,2 262.077,0 765,2 16,6

Cryptophyceae Cryptomonas marssonii 134.057,9 6.619,5 1.539,8 1.657,3 3.929,9 5.831.401,0 2.437,0 390.618,0

Cryptophyceae Rhodomonas sp. 2 2.255,6 214.366,0 263.136,0 93.025,0
Bacillariophyceae Bacillariophyceae spp. 1 50.943,0 36.226,0 6.402,0
Bacillariophyceae Chaetoceros sp. 1 1.622,0 129.742,0
Bacillariophyceae Cyclotella sp. 44.423,7 2.060,8
Bacillariophyceae Pseudanabaena catenata 307.536,0
Bacillariophyceae Chaetoceros sp. 2 13.637,0
Bacillariophyceae Amphora sp. 189.807,6
Euglenophyceae Trachelomonas sp. 3.851,6 2.153,2 2.691,8 5.079,0 602,8 1,3

Chlorophyceae Chlorella sp. 34,9

Chlorophyceae Monoraphidium sp. 11.938,4
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Anexo 3. Concentragdo média dos nutrientes dissolvidos e particulados em pM, no Ponto 1.

P-total

Ponto 1 N-amoniacal  Nitrato Nitrito  Ortofosfato dissolvido  Silica C-particulado N-particulado P-particulado
Controle - 1° dia 0,3 0,9 0,0 1,2 1,7 57 903 128 *
N - 1° dia 55 14 0,0 1,2 1,7 57 903 128 *
P - 1° dia 0,3 0,9 0,0 3,7 4,7 57 903 128 *
NP -1° dia 55 14 0,0 3,7 4,7 57 903 128 *
Controle - 2° dia 0,7 0,9 0,0 1,3 1,8 36 1181 152 3,3
N - 2° dia 10 38 0,2 0,9 1,8 37 1612 202 2,5
P - 2° dia 0,4 1,8 0,2 14 14 23 1045 143 3,4
NP - 2°dia 0,8 28 0,2 1,7 1,9 26 1319 151 3,6
Controle - 4° dia 1,0 4,1 0,0 11 1,2 38 3773 87 3,1
N - 4° dia 6,6 37 0,4 1,2 1,3 32 1169 161 1,9
P - 4°dia 0,5 10 0,4 0,8 1,7 24 1684 212 55
NP - 4° dia 0,6 23 0,3 1,3 1,6 34 1002 134 3,8
Controle - 6° dia 1,3 3,2 0,2 0,9 0,9 17 1068 120 2,8
N - 6° dia 4,9 26 0,5 11 1,3 15 7185 120 2,1
P - 6° dia 0,6 2,1 0,2 0,7 1,1 14 1238 162 2,2
NP - 6° dia 2,2 8,4 0,4 0,7 1,1 21 918 112 3,4
Controle - 8° dia 2,1 14 0,2 0,8 1,0 7 984 139 2,5
N -8° dia 2,3 27 0,7 0,5 0,9 4 1141 134 4,6
P - 8° dia 0,7 1,2 0,0 0,8 15 5 7104 120 3,5
NP -8° dia 1,1 7,7 1,0 14 1.4 28 1289 186 4,0
Controle - 10° dia 2,8 1,8 0,2 0,5 0,6 1 1395 182 3,0
N -10° dia 15 14 0,8 0,7 1,3 1 1693 218 1,7
P - 10° dia 0,5 2,0 0,0 0,5 1,8 2 1676 196 3,0
NP -10° dia 2,0 16 1,1 0,8 1,4 14 6905 116 2,9

Legenda: * = ndo realizada a analise devido a problemas operacionais.



130

Anexo 4. Concentracdo média dos nutrientes dissolvidos e particulados em puM, no Ponto 2. Legenda: * = ndo realizada a analise devido a problemas
operacionais.

P-total P-
Ponto 2 N-amoniacal Nitrato Nitrito Ortofosfato dissolvido Silica C-particulado N-particulado particulado
Controle - 1° dia 12 2,9 0,4 2,3 2,2 108 190 16 *
N -1° dia 137 20 0,4 2,3 2,2 108 190 16 *
P - 1° dia 12 2,9 0,4 29 30 108 190 16 *
NP -1° dia 137 20 0,4 29 30 108 190 16 *
Controle - 2° dia 0,6 1,4 0,2 1,6 1,8 99 240 23 15
N -2° dia 36 58 0,3 1,7 1,8 113 250 19 1,6
P - 2° dia 0,7 3,5 0,3 13 29 112 174 17 2,1
NP - 2°dia 21 90 0,3 14 28 122 125 14 3,5
Controle - 4° dia 0,7 4,0 0,2 1,7 1,8 59 85 10 1,6
N - 4° dia 57 28 0,3 1,2 1,3 65 306 39 1,2
P - 4° dia 0,8 2,7 0,3 11 22 65 196 22 0,9
NP - 4° dia 2,3 28 0,4 11 23 91 269 38 3,0
Controle - 6° dia 0,1 1,3 0,0 11 1,0 75 272 32 1,1
N - 6° dia 1,8 55 0,3 1,0 1,0 83 170 21 1,3
P - 6° dia 0,2 2,5 0,2 11 19 83 267 21 1,9
NP - 6° dia 1,0 36 0,6 9 17 77 311 22 2,8
Controle - 8° dia 0,3 0,9 0,2 0,9 0,6 68 159 16 2,0
N - 8° dia 1,1 20 0,3 0,8 0,5 61 134 12 0,8
P - 8° dia 0,1 0,7 0,2 10 17 66 61 8 1,3
NP -8° dia 0,2 4.4 0,4 4.4 3,6 41 278 34 15
Controle - 10° dia 0,7 11 0,2 0,7 1,3 55 634 84 1,7
N -10° dia 1,6 30 0,3 0,5 1,2 44 439 57 0,7
P - 10° dia 0,7 1,0 0,2 9,5 19 72 327 43 0,9

NP -10° dia 0,3 19 0,2 2,8 3,5 14 143 20 0,8
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