-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Repositério Aberto da Universidade do Porto

Artemia e
Portugal

Pedro Filipe Fernandes Mendes

Mestrado em Recursos Bioldgicos Aquatico
Departamento de Biologia
2014

Orientador

Maria da Natividade Ribeiro Vieira

Professora Associada com Agregacéo
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto


https://core.ac.uk/display/143403339?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




y " Em
@ climar
v Centro Interdisciplinar

de Investigacdo
Marinha e Ambiental

[APORTO

F FACULDADE DE CIENCIAS
C UNIVERSIDADE DO PORTO

Todas as corre¢gbes determinadas
pelo juri, e s6 essas, foram efetuadas.

O Presidente do Juri,

Porto, / /







Influéncia do Cadmio em Populag¢Ges de Artemia em Portugal

Resumo

Atualmente, em Portugal, tem ocorrido uma invasado por parte de uma espécie de
Artémia autoctone dos Estados Unidos da América (A. franciscana), que lentamente tem vindo
a substituir as populacdes de A. parthenogenetica presentes nas salinas de todo o territério
portugués. A longo prazo, este fendmeno pode causar uma perda de biodiversidade nestes
habitats. A competicdo entre estas espécies pode ser determinada por vérios fatores, como
por exemplo a presenca de metais pesados no solo e 4gua, podendo uma espécie estar mais
adaptada a presenca destes contaminantes no ambiente. O objetivo deste trabalho €,
precisamente, comparar a sensibilidade de 3 estirpes de Artémia (A. franciscana do Great Salt
Lake (EUA), A. parthenogenetica de uma salina costeira em Aveiro e A. parthenogenetica de
uma salina interior em Rio Maior) a presenca de cadmio, um metal pesado presente no
ambiente, através de uma exposicdo aguda do mesmo durante 24h em grandes
concentracdes. Durante este periodo de tempo, 0os organismos foram expostos a diferentes
concentracdes (1900 pg/l — 3000 pg/l), tendo-se verificado a mortalidade ao fim desse periodo.
N&o foram encontradas diferengas significativas entre a estirpe de A. parthenogenetica de
Aveiro e a A. franciscana, 0 que sugere que a presenca de cadmio nem sempre beneficia a
A. franciscana na competicdo com as outras estirpes autoctones da Europa. A.
parthenogenetica de Rio Maior, por sua vez, mostrou-se muito mais sensivel do que as outras
estirpes estudadas. A hipétese mais provavel é o facto de este metal n&o estar presente no

seu habitat. Contudo, mais estudos seréo necessarios para confirmar estes resultados.

Palavras-chave: Artemia; cadmio; competicao; espécies aléctones/autéctones; Portugal
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Abstract

Recently, in Portugal, has been occurring an invasion of a United States of American
native species of Artemia (A. franciscana) that has slowly taken over the native species of A.
parthenogenetica present on Portuguese inland salt water bodies. On a long term, this
occurrence can cause a loss of biodiversity in these habitats. Many factors can determine the
competition between these species, such as the presence of heavy metals on the soil or water,
being one species more adapted to the presence of a certain contaminant in their habitat. The
main objective of this study is to compare the sensibility of 3 different strains of Artemia (A.
franciscana from Great Salt Lake (USA), A. parthenogenetica from a costal salt water body
near Aveiro and A. parthenogenetica from an inland salt water body near Rio Maior) to the
presence of Cadmium, a heavy metal usually present in these types of habitat. The
experimental procedure chosen was an acute toxicology test, on which organisms were
exposed to high concentrations of these metal for 24 hours. During this period of time, Artemia
individuals were exposed to different concentrations (1900 g/l — 3000 ug/l) and, in the end of
that period of time, mortality was measured. There were no significant differences between A.
parthenogenetica from Aveiro and A. franciscana, suggesting that the presence of this
contaminant not always benefit A. franciscana regarding the competition with the other
European native strains. A. parthenogenetica from Rio Maior showed itself much more
sensible then the other studied strains. This phenomenon could be due to its habitat not being

polluted by this metal. However, more studies are needed to confirm these results.

Keywords: Artemia; cadmium; competition; native and exotic species; Portugal
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1.Introducao

1.1 Taxonomia de Artemia

Artemia é um género que pertence ao filo Arthropoda (Siebold e Stannius, 1848), subfilo
Crustacea (Pennant, 1777), classe Branchiopoda (Latreille, 1806), ordem Anostraca (Sars,
1867), e familia Artemiidae (Grochowski, 1896).

A primeira vez que este crustaceo foi descrito data de 1755, quando Schlésser
descreveu uma populagéo, ja extinta atualmente, que habitava as salinas de Lymington, em
Inglaterra. Trés anos mais tarde, em 1758, Linneo denominou esta mesma espécie como
Cancer salinus (Garcia, 2009; Lopez, 2012). Esta denominacdo foi usada durante muito
tempo, mais precisamente até 1919, quando William Elford Leach a definiu como Artemia
salina (Amat, 1985), nome que ainda hoje é usado para identificar a espécie. Contudo, com
0s avancos e evolugdo das técnicas de identificacdo genémica e morfologica, foram definidas
novas espécies (Amat et al., 2005), que até a data eram todas classificadas como sendo
Artemia salina (Hontoria e Amat, 1992).

Atualmente, o género Artemia compreende um grupo de seis espécies bissexuais
(Amat et al., 2005): A. franciscana (Kellogg, 1906), A. persimilis (Piccinelli & Prosdocimi,
1968), A. salina (Leach, 1819), A. urmiana (Gunther, 1890), A. sinica (Cai, 1989) e A. tibetiana
(Abatzopoulos et al., 1998). Além destas espécies, também € incluida no género uma espécie
partenogenética (A. parthenogenetica) que apresenta grande diversidade em populacdes
diferentes, ndo sendo consensual entre autores que seja apenas uma espécie e ndo varias
diferentes (Amat et al., 2005).

1.2 Morfologia e Biologia de Artemia

Artemia, no geral, apresenta um corpo alongado, fino e segmentado, revestido por um
exoesqueleto fragil, com um tamanho compreendido entre os 8-10mm nos machos e 10-
12mm nas fémeas. Na espécie partenogenética, alguns individuos atingem, por vezes 0s
20mm de comprimento (Amat, 1985). Artemia apresenta, também, um leque variado de cores,
que pode variar com o aumento da salinidade. Geralmente, a cor exibida é vermelha
alaranjada com alguns tons de azul, mas, quando em &guas com uma salinidade
relativamente elevada, podem apresentar tons de vermelho muito carregado (Figuras 1 e 2)
(Amat, 1985).
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No que toca & morfologia, podemos dividir o corpo em trés zonas distintas, sendo estas
a cabeca, o térax e o abdomen, facilmente observaveis e distinguiveis a olho nu (Figura 3)
(Amat, 1985).

A cabeca esta dividida em cinco segmentos, onde se podem identificar vestigios do
olho naupliar, formado por trés ocelos. Nas extremidades laterais da cabeca verifica-se a
existéncia de dois pedunculos que tém, no fim, dois olhos (no estado adulto). Este sistema
olho-pedunculo pode servir de distincdo de espécies (comprimento do pedidnculo) e sexo do
individuo (nas espécies bissexuais), apresentando os machos maior largura do mesmo.
Quanto ao olho, os machos também tém, geralmente, os olhos ligeiramente maiores (Amat,
1985). Na base de cada um destes dois pedinculos, nascem uma antena e uma anténula.
Estes érgdos também servem para distinguir macho de fémea, uma vez que o macho
apresenta as antenas em forma de tenaz, que servira para se agarrarem a fémea aquando da
copulagéo. Nos trés ultimos restantes segmentos encontra-se a boca, que possui um par de
mandibulas e dois pares de maxilas (Amat, 1985).

O térax apresenta 11 segmentos, cada um com um par de apéndices foliaceos
denominados de filbpodes, que por sua vez apresentam exopoditos (estruturas finas e
permeaveis a ides que funcionam como branquias e orgdo osmoregulador) e endopoditos
(locomocgao/orgaos natatérios) (Amat, 1985).

O abdémen é constituido por 8 segmentos. Os primeiros dois segmentos sdo
chamados de segmentos sexuais, pois € aqui que podemos encontrar o saco ovigero e o
atero, nas fémeas, ou o0 pénis e a vesicula seminal, nos machos. A seguir, encontram-se seis
segmentos que terminam numa Ultima estrutura, o télson, onde esta assente a cauda, com
uma ligeira bifurcagdo, que apresenta também dimorfismo. O tipo de bifurcagdo é uma das
caracteristicas que causa controvérsia na atribuicdo de uma sé espécie as varias populagdes

de A. parthenogenetica (Amat, 1985).

Fig. 1 — Artemia salina com tons azulados. Fig. 2 — Artemia monica com tons alaranjados.
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Fig. 3 - Representacdo da morfologia de Artemia (adaptado de Amat, 1985)

Quanto a biologia da espécie, Artemia é um crustaceo evolutivamente bastante
primitivo no que toca ao seu sistema nervoso e circulatério, sendo estes pouco complexos. O
seu sistema nervoso é constituido apenas por uma cérebro rudimentar e uma cadeia de
ganglios distribuida por todo o corpo pela parte ventral. J4 o sistema circulatério é aberto,
apresentado um coracao em forma de tubo que é aberto em diversas partes, por onde circula
a hemolinfa. Todas as trocas gasosas entre 0 organismo e 0 meio circundante sdo feitas
através dos exopoditos, estrutura referida na sec¢do da morfologia como branquias e 6rgéo
osmoregulador de Artemia. A principal capacidade fisiol6gica que permite que Artemia habite
sem problemas ambientes salinos extremos (onde se verifica baixo teor de oxigénio
dissolvido) é a presenca de uma hemoglobina na hemolinfa (Hb3), tendo esta grande afinidade
com o oxigénio. Isto permite que o0 organismo nado precise de aumentar a taxa respiratéria,
aumentando apenas a concentragcdo da hemoglobina em questdo (Amat, 1985).

Na alimentacao, os filopodes estdo encarregues de fazer chegar a boca qualquer alga
unicelular, protozoério ou bactéria que for filtrada pela Artemia a partir do meio. O seu sistema
digestivo é, também ele, bastante primitivo. Apos a ingestédo do alimento, este chega a um par
de ventriculos globulares que funcionam como estémago, sendo depois expelido pelo anus.

A reproducdo de Artemia, por sua vez, € bastante eficiente e evoluida. Estes

organismos podem apresentar reproducdo bissexual e assexual, apenas com presenca de
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fémeas. De acordo com as condigbes do meio, as fémeas podem produzir dois tipos de
descendéncia: se as condi¢cdes do meio forem favoraveis e 6timas para Artemia, o embrido
desenvolve-se no utero, de onde nascem logo os nauplios (tipo ovovivipara); ou, se as
condi¢bes do meio ndo forem favoraveis (alta/baixa temperatura/salinidade muito alta, baixo
teor de oxigénio, etc.), o desenvolvimento do embrido cessa em estado de gastrula e este é
coberto por uma camada de cérion segregada por glandulas localizadas no utero, as
glandulas de casca (tipo ovipara) (Amat, 1985). De seguida, a fémea liberta esses mesmos
quistos, que podem permanecer conservaveis por grandes periodos de tempo. Quando
eclodidos, fornecendo luz, temperatura, e salinidade ideais (Madhu et al., 2009), cada quisto
vai dar origem a um nauplio, o qual vai progredindo ao longo de 18 estados larvares
(Vanhaecke & Persoone, 1984). Nos primeiros estados larvares, os nauplios alimentam-se
das suas reservas vitelinas, nao estando o seu sistema digestivo completamente desenvolvido

aguando dos primeiros dias de vida (Amat, 1985).

1.3 Biogeografia de Artemia

Artemia estd dispersa praticamente por todo o mundo (Figura 4), sendo a Unica
excegao a sua inexisténcia, pelo que se sabe até hoje, na Antartida (Garcia, 2009).

Comecando pelas espécies de interesse neste estudo, A. franciscana é uma espécie
endémica de todo o continente americano, mas, com o passar do tempo, tem-se verificado a
sua dispersao por diversas partes do mundo. Isto deve-se a sua comercializacao e introducéo
intencional em salinas (Amat, 1985; Amat et al., 2007), problematica que ir4 ser também
estudada neste trabalho. A outra espécie a ser estudada sera a A. parthenogenetica, que,
segundo muitos autores (Amat et al., 2007; Browne e Wanigasekera, 2000), tem vindo a ser
substituida pela A. franciscana nos seus préprios habitats, devido a varios factores que
beneficiam esta Ultima na competicdo. Encontra-se principalmente na bacia do Mediterraneo,
mas ja foi verificada a sua existéncia na costa atlantica africana e na Asia (Lopez, 2012). No
Mediterr@neo, ocorre juntamente com A. salina, ndo havendo qualquer competi¢do pelo facto
de ocorrerem em diferentes alturas do ano (Amat et al., 2007; Hontoria e Amat, 1992). Muito
autores também defendem que a denominacdo desta espécie merece uma reforma, visto
haver muitas populacdes bastante distintas umas das outras, de acordo com o local onde
vivem (Amat et al., 1995). Por exemplo, neste estudo, serdo usadas duas estirpes muito
distintas de A. parthenogenetica, uma de uma salina interior de Rio Maior e outra de uma

salina costeira, perto de Aveiro.
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Além destas, ainda se pode verificar a ocorréncia de mais 4 espécies:

e Artemia persimilis, espécie originaria da América do Sul, que se pensava ser
exclusivamente endémica da Argentina, mas foi recentemente encontrada também
no Chile (Gajardo et al., 2001; Piccinelli & Prosdocimi, 1968);

e Artemia sinica, que é endémica da Asia, encontrando-se principalmente na China e
Mongdlia (Cai, 1989);

o Artemia tibetiana, que se encontra apenas em lagos salgados do Tibete
(Abatzopoulos et al., 1998);

¢ Artemia urmiana, endémica do Lago Urmia, no Irdo, de onde provém o0 seu nome
(Gunther, 1890).

Speties
& A franciscans
A partenogenenca
A persimilis
® A saling

®
®

& A& Finica
& & bbetiana
L]

A Urmiana - .

Fig. 4 — Distribuicdo mundial das diferentes espécies de Artemia (adaptado de Garcia, 2009)

1.4 Ecologia e capacidade invasora

O principal habitat de Artemia sdo as salinas e grandes lagos de agua salgada, tanto
interiores como costeiros, quer em zonas tropicais, frias ou temperadas (Persoone &
Sorgeloos, 1980) (Figura 5). Estes ecossistemas possuem caracteristicas que, para a maioria
dos seres vivos, sdo adversas. Contudo, Artemia desenvolve-se bem neste tipo de locais,
onde se verifica uma salinidade muito alta, podendo sobreviver a salinidades de até 370 ppt.
Nestas condic¢des, porém, Artemia ndo se reproduz, devido ao facto de ter de gastar todas as
suas energias para osmorregulacdo (transporte activo), pondo em risco a sobrevivéncia da
populacdo (Persoone & Sorgeloos, 1980). Além da salinidade, outros factores podem
determinar a existéncia ou ndo de Artemia num determinado local, como a temperatura,

disponibilidade de alimento, presenca de predadores, concentracao de oxigéenio dissolvido e
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finalmente, e ndo menos importante, a presenca de outras estirpes e espécies de Artemia que
possam competir pelo mesmo nicho ecoldgico.

Quanto ao limite inferior de tolerancia a salinidade, ndo ha um valor estabelecido,
sendo o mesmo definido pelos valores que favoregcam o aparecimento de predadores
(Amat,1985; Van Stappen, 2002), uma vez que Artemia n&o possui nenhum mecanismo
anatomico de defesa contra os mesmos.

O intervalo de temperaturas em gque se pode encontrar Artemia é bastante alargado,
podendo ser observada nha natureza entre 0s 5 e os 35°C, mas a temperatura 6tima, segundo
Amat, 1995, estda compreendida entre os 25 e os 30°C. Contudo, este intervalo varia
consideravelmente com as diferentes espécies (Van Stappen, 2002). Geralmente, a
solubilidade do oxigénio é inversamente proporcional a temperatura e salinidade. Assim, é
facilmente deduzivel que estes ecossistemas sejam bastante andxicos (Amat, 1985). Para
contrariar esta deficiéncia em oxigénio disponivel, Artemia recorre ao metabolismo
anaerdébico, utilizando a hemoglobina Hb3 em concentragdes muito grandes para facilitar a
captacdo de oxigénio. Quando isto acontece, a sua cor fica muito mais vermelha/alaranjada.

Assim, 0 que permite assegurar a sua sobrevivéncia e reproducdo sao os seus varios
mecaniscos de adaptacgéo fisiolégica as condicdes que poucos competidores/predadores

conseguem.

Os quistos (Figura 6) produzidos pelas glandulas de casca uterinas sdo o factor
principal da boa taxa de disperséo e reproducédo de Artemia. Estes quistos sdo o elemento
chave no que diz respeito a coloniza¢éo de Artemia em novos locais, uma vez que sao muito
resistentes e apenas eclodem quando as condi¢des de temperatura, fotoperiodo e salinidade
séo ideias (Amat, 1985).

A dispersao pelos diferentes biétopos é efetuada de forma continua (i.e. ocupacao
gradual de areas, a partir de um ponto de colonizacao inicial, a medida que aumenta o nimero
de individuos), quer por processos naturais (e.g. através de quistos dispersos por aves
limicolas ou vento), quer por processos artificiais (e.g. através da inoculacdo intencional de
quistos em salinas) (Amat et al., 2005).

Artemia esta, geralmente, presente em diversos tipos de ecossistemas hipersalinos,
que sdo ambientes extremos de alta importancia ecoldgica e econdmica (Crisman et al.,
2009). Nas ultimas décadas, populacdes autoctones de Artemia tém sido afectadas
negativamente em varias regiées da Europa por véarias razdes, incluindo a competi¢cdo por
espécies aloctones invasoras, como € 0 caso da A. franciscana. Estas espécies al6ctones
tém demonstrado uma vantagem competitiva, nomeadamente um periodo pré-reprodutivo
mais curto e maior numero de ninhadas, sobre outras espécies e estirpes europeias (A.

parthenogenetica e A. salina) (Amat et al., 2007).
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Fig. 5—Producgéo de Artemia a grande escala em salinas artificiais, Baia de Sao Francisco, EUA

(adaptado de wikipedia.org, 2009)

Fig. 6 — Quistos de Artemia, a seco e a eclodir, respetivamente (adaptado de
MercadoLivre.com.br, 2000)

A maior toleréncia para variacdes abidticas, além da menor sensibilidade a poluicdo e
a maior capacidade de reproducédo tém sido as razbes apontadas como os factores mais
importantes que podem favorecer a Artemia franciscana na competicdo com as espécies

autoctones europeias (Amat et al., 2007). Por exemplo, Browne & Wanigasekera, 2000,
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verificaram que A. franciscana € mais tolerante a uma alta temperatura (30°C) do que a A.
salina.

Contudo, alguns estudos tém demonstrado que algumas substancias, tais como
contaminantes quimicos e metais pesados, podem nem sempre beneficiar a A. franciscana
na competicdo com as espécies de Artemia autdctones europeias. De facto, provou-se que
alguns bi6tipos de A. parthenogenetica sdo mais tolerantes a alguns metais pesados (e.g.
mercurio e cadmio) e insecticidas do que a A. franciscana (Varo et al., 1998; Sarabia et al.,
2002). Estes metais pesados estdo presentes na maioria dos ecossistemas onde se pode
encontrar Artemia, principalmente devido a factores antropogénicos. Assim, é importante
compreender a influéncia destes elementos na competi¢cao entre espécies, com vista a facilitar
a resolucdo do problema da introducédo de espécies exéticas e erradicacdo das espécies
autoctones, uma vez que esta probleméatica pode estar a ser causada pelo homem.

No sul da Europa, o periodo de tempo onde as condi¢cdes sdo mais extremas (maior
temperatura e menor humidade) é o verdo, altura em que as salinas tém pouca agua e a
temperatura da mesma pode chegar aos 30°C (Vieira & Bio, 2011). No fim do veréo, onde
ainda se verificam estas condi¢des, os nauplios que comecam a eclodir poderao estar sujeitos
a uma maior concentragdo de metais pesados e outros poluentes, uma vez que a quantidade

de &gua nas salinas € menor (Rodrigues et al., 2011).

1.5 Poluicéo por cadmio e sua importancia toxicologica

Céadmio € um metal de transi¢&o branco azulado, ductil, maleavel (Sienko, 1976) e ndo
é conhecida qualquer func&o bioldgica associada (Rainbow, 1985). E, portanto, um elemento
nado essencial com grande toxicidade e é facilmente acumulavel pelos seres vivos aquaticos
a partir do ambiente (Del Ramo et al. 1993), sendo este um problema de longa data nos
habitats aquéticos em geral (Nriagu, 1988; Nriagu & Pacyna, 1988). E também uma
substancia toxica de referéncia, estando disperso por todo o tipo de habitats. O seu
mecanismo de toxicidade esta relativamente bem estudado e compreendido. Até hoje, ndo ha
registo de qualquer episédio catastrofico de contaminacao de salinas por cadmio a um nivel
que seja potencialmente perigoso para 0 ambiente e para 0s seres vivos que nhelas habitam,
além de ser pouco biodisponivel em grandes valores de salinidade, que caracterizam este tipo
de locais (Rahimi et al., 2010).

Contudo, a atmosfera é uma fonte continua de cadmio para a 4gua das salinas. As
erupcgdes vulcanicas e arespiracao das plantas tém sido as razdes apontadas para a presenca
de cadmio na atmosfera (Williams & Harrison, 1984). A sua entrada no ecossistema pode

também ocorrer de uma maneira indireta, através do escoamento de locais de despejo de lixo
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e campos agricolas, e de maneira direta, por efluentes de estacdes de tratamento de esgotos,
industrias de fundicdo e minas (ATSDR, 1997).

Recentemente, tem-se verificado uma diminui¢do da salinidade em grandes lagos de
agua salgada e salinas como consequéncia da mudanca do clima (Sarabia et al., 2003). Este
estudo ganha importancia com este factor, uma vez que a absorgdo e toxicidade do cadmio
em organismos aquaticos € muito afetada pela salinidade, aumentando & medida que a

concentracao de sal diminui (Blust et al., 1992).

Sendo Artemia a principal fonte de alimentacdo de larvas de peixes carnivoros e
crustaceos em aquacultura, este estudo de contaminacao é relevante, quer a nivel ecoldgico,
quer a nivel econémico, pois a bioacumulacdo do metal em questdo podera passar de nivel
tréfico em nivel tréfico, chegando finalmente ao consumidor final, 0 homem.

Do ponto de vista toxicoldgico, Artemia € um dos organismos mais importantes para
testes de toxicidade, principalmente devido a sua reduzida variabilidade genética e grande
resisténcia/adaptacao a condi¢des abioticas, ja estudada por varios autores (e.g. Okamura et
al., 2000; Crisinel et al., 1994). Este factor é considerado uma vantagem sobre 0s outros
organismos, normalmente usados na area da ecotoxicologia, sendo estes menos adaptados
a vérias condigdes abidticas, tanto em laboratério como no ambiente (Nunes et al., 2006).

Assim, a melhor forma de verificar a resisténcia de uma certa espécie a um
determinado poluente, sera através de um teste de toxicidade aguda, onde se podera expor
nauplios com poucas horas de vida a uma determinada concentracdo do contaminante,
verificando-se depois a mortalidade. Esta mortalidade caracteristica das primeiras 24-48
horas de vida podera fornecer dados importantes no que toca a competicédo interespecifica e
resisténcia a um poluente, uma vez que uma menor mortalidade leva a persisténcia dessa
mesma espécie nos ecossistemas.

O objetivo deste estudo foi, portanto, comparar a sensibilidade de Artemia autdctone
de Portugal e de Artemia aloctone ao stresse causado por pequenas concentracfes de

cadmio na &gua e verificar se a toxicidade de cadmio influencia a competicéo interespecifica.
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2. Metodologia

2.1 Escolha do poluente e das espécies; recolha e

armazenamento de quistos

Inicialmente, estava previsto testar-se a sensibilidade das estirpes de Artemia ao
mercurio e ao cadmio, dois poluentes presentes nos ambientes estudados. Muitos testes
foram feitos, mas o resultado para o mercuario foi inconclusivo, tendo-se obtido grande
discrepancia em réplicas de testes. Uma razdo para tal erro podera ser o uso de cloreto de
mercurio (Unica fonte de mercurio disponivel na altura da elaboracdo do estudo), que
facilmente deposita e ndo é muito solivel na agua pura usada para fazer as solugdes. Por
conseguinte, em quantidades tdo baixas (ul), o factor de erro tornava-se muito grande, tendo
0 teste com este metal sido excluido do trabalho. Assim, foi apenas usado o cadmio,
conseguindo-se chegar a resultados conclusivos acerca da toxicidade do mesmo.

A temperatura era outro factor que se pensou estudar, realizando os ensaios a
diferentes temperaturas, mas, apdés alguma pesquisa bibliografica, verificou-se que néo
influenciava de todo a absorcdo dos metais pesados em Artemia (Almeida et al. (in press)).

Para elaboragdo deste trabalho foram utilizadas duas estirpes de Artemia
parthenogenetica, uma de uma salina costeira de Aveiro e outra de uma salina interior de Rio
Maior (Figura 7) e uma espécie comercializada de Artemia franciscana, endémica do Great
Salt Lake (EUA). Estas espécies foram selecionadas para este estudo por duas razdes:
habitam diferentes ecossistemas (salinas costeiras, salinas interiores, grandes lagos) e tém
sido estudadas ao longo dos tempos por varios autores, havendo assim um bom
conhecimento da sua ecologia (Vieira, 1988; Vieira, 1990; Pinto et al., 2013).

Os cistos de Artemia parthenogenetica de Aveiro foram recolhidos numa salina
costeira, onde se sabe que em alguns periodos do ano esta contaminada com diversos
poluentes, entre eles mercurio e cadmio (e.g. Pereira et al., 2009). Os cistos de A.
parthenogenetica de Rio Maior, por sua vez, foram recolhidos numa salina interior, que,
aparentemente, ndo esta exposta a qualquer tipo de contaminag¢édo substancial. De acordo
com Calado e Brand&o, 2009, esta salina € abastecida por agua de um deposito de sal gema,
situado na Serra dos Candeeiros, classificado como néo poluido. Os cistos de A. franciscana
sao de origem comercial (Ocean Nutrition — batch 20809124).

Todos os cistos foram armazenados num local sem humidade, escuro, e a baixa

temperatura (4-5°C).
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Fig. 7 — Localizacdo da Salina de Aveiro (A) e da salina de Rio Maior (B) (adaptado de
Pedro et al., 2013)

2.2 Ecloséao de quistos

Para a ecloséo dos quistos, foi usada agua do mar artificial. Para tal, dissolveu-se sal

marinho (Tropic Marin - Wartenberg, Germany) em a agua ultra pura com uma concentracao

de 35g/L. Os quistos foram entéo colocados num recipiente cénico, ao qual se juntou a agua

previamente feita, deixando a eclodir com aeracao continua e a uma temperatura na ordem

dos 22-25°C. Ao fim de 24 horas, os nauplios recém-nascidos foram separados das cascas e

quistos nédo eclodidos, e colocados num novo recipiente com agua do mar artificial e continuo

fornecimento de oxigénio durante mais 24 horas. Neste periodo, os nauplios devem maturar

e atingir o estado larvar de pré-nutricdo exdgena Instar Il ou Instar Il (Vanhaecke & Persoone,

1984).
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2.3 Preparacdo da solucdo de cadmio e dos testes

toxicoldgicos

Os testes de toxicidade aguda foram realizados em laboratério, utilizando os principios
gerais descritos por Varo et al. (1998). Foi feito um teste preliminar para cada espécie (AP-
RM, AP-AV, AF) com o objetivo de definir as concentracdes onde se obtém um intervalo de
mortalidade de 5% — 95%, factor este que define a validade do teste (Vanhaecke & Persoone,
1984). Apbs teste preliminar, as concentracdes escolhidas para cada espécie foram: AP-RM:
1900, 2100, 2300, 2500, 2600, 2700 (ug/L); AP-AV: 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, 3000
(ug/L); AF: 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, 3000 (ug/L). Depois de definidas as concentracdes,
foi feita uma solucdo mée de cloreto de cadmio (CICd) (100mg/L) diluido em agua ultra pura,
para fazer as diluicbes necessarias para cada ensaio. Apesar de ter sido usado cloreto de
cadmio, todas as concentracdes descritas neste trabalho serdo expressas apenas em
concentracdo de cadmio.

Cada teste foi realizado em placas de 96 micro-poc¢os de 1ml, usando 315 nauplios,
distribuidos por cada po¢o da seguinte forma: 6 concentracbes, 3 réplicas de cada
concentracdo, 15 nauplios por pogo. Foi também adicionado a cada teste um grupo controlo
(apenas agua do mar artificial) com 3 réplicas, também usando 15 individuos por poco.

Depois de pipetar os nauplios, adicionar a quantidade de poluente e perfazer com agua
do mar artificial para obter cada concentracéo, as placas foram colocadas no escuro, durante
24h, verificando-se, de seguida, a mortalidade em cada um dos pocos. O critério usado
(mortalidade) foi definido como a auséncia de movimento durante 10 segundos, verificado
através da observacdo ao microscopio 6tico (ZEISS — Stemi 2000-C). Os testes foram feitos
em simultaneo para eliminar possiveis factores de erro e todas as placas foram devidamente

cobertas para evitar evaporacdo e contaminagéo acidental.

2.4 Analise estatistica

Para cada teste de toxicidade efetuado com as trés diferentes estirpes, foi obtida uma
reta de toxicidade transformando as percentagens de mortalidade na unidade estatistica
“probit” e comparando-as com respectiva concentracdo logaritmizada do metal. As
concentracdes medianas letais (CL50) e as contrentragdes que causam 20% de mortalidade
(CL20) foram calculadas a partir das equacgdes obtidas nas retas acima referidas, com um
intervalo de confianga de 95%. O calculo do CL20 é indicado devido ao seu potencial interesse
para estudos de avaliacdo de risco, neste caso, na area da contaminagao de salinas e seres

VIVoS associados.
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Uma vez que as concentracdes de Artemia parthenogenetica da salina interior de Rio
Maior ndo sdo as mesmas que as das outras duas estirpes (AP-AV e AF), ndo podem ser
analisadas em conjunto com as mesmas. Assim, este grupo sera analisado através de uma
andlise critica e empirica. Em relacdo as estirpes que obedecem aos requisitos pedidos para
a analise estatistica conjunta, foi feito um Teste T-Student para amostras independentes.

Para todos os testes e gréficos, foi usado o SPSS Statistics 20.0 e o Microsoft Excel
2010.
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3. Discussao e Resultados

3.1 Toxicidade do cadmio

As curvas de toxicidade das trés estirpes de Artemia (AP-AV, AP-RM, AF), obtidas a
partir dos testes de toxicidade aguda, sdo apresentadas na Figura 8. Nos ensaios, a
mortalidade obtida nos poc¢os controlo foi 0% em todas as estirpes. A possivel evaporacéo da
agua dos pocgos, durante as 24 horas do teste, foi desprezada, assim como a possivel
absorcao/deposicdo de caddmio nas paredes dos micropocos, devido ao facto de que, se
ocorreu, tera sido constante em cada um dos ensaios. Os valores obtidos dos LC50 e LC20
variaram, respetivamente, entre 2231,160 - 2667,784 e 2065,119 - 2590,036 ug/L (Tabela 1).
A estirpe que demonstrou maior resisténcia foi a A. franciscana, apresentando um LC50 de
2667,784 ug/L, valor ligeiramente superior ao LC50 da A. parthenogenetica de Aveiro
(2660,574 pg/L). Por sua vez, a estirpe de A. parthenogenetica de Rio Maior apresentou um
LC50 bastante inferior, na ordem dos 2231,160 pg/L.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre AF e AP-AV no que toca a
sensibilidade ao cadmio, tendo sido testadas em conjunto e com as mesmas concentracoes
do metal. AP-RM apresentou uma sensibilidade muito superior em relacdo as duas estirpes
acima mencionadas, uma vez que, apds o teste preliminar, as concentracdes escolhidas
foram muito menores. Através da andlise dos valores, conclui-se que ha diferencas
significativas na sensibilidade desta estirpe em comparagdo com as outras duas mais
resistentes. Estes resultados confirmam que, possivelmente, tendo em conta o facto da agua
da salina de Rio Maior ndo apresentar concentracdes significativas de cadmio (Calado &
Brandao, 2009), esta estirpe ndo evoluiu um mecanismo de resisténcia natural como a sua
homologa de Aveiro.

Em relacdo as duas espécies onde ndo foram verificadas diferengas significativas, ja
foi documentado que ambos os locais estdo contaminados, em alguns periodos do ano, com
metais pesados, incluindo o cadmio (Jayasekara et al., 1986; Almeida et al. (in press)).
Contudo, AP-AV pode ter sido exposta, ao longo do tempo, a maiores concentragfes de
cadmio, uma vez que, ainda que em pequenas quantidades, ja foi verificada a presenca deste
contaminante nas aguas da Ria de Aveiro (Figueira et al., 2011). Assim, essa exposi¢ao prévia
ao contaminante pode ter contribuido para a menor sensibilidade da populagao de AP-AV em
relacdo a populacdo de Rio Maior. Em relacdo a AF, é importante referir que, também esta,
esta exposta a pequenas concentracdes de cadmio, de acordo com Brinx et al., 2003. No
referido trabalho, foi analisada a agua do Great Salt Lake, Utah, USA, e verificada a presenca

do metal em concentracdes inferiores a 0,05 mg/L. Ja no trabalho de Figueira et al., 2011, foi
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Fig. 8 — Curvas de mortalidade (percentagem transformada em probit da mortalidade vs logaritmo da concentragao do
metal) de estirpes de Artemia parthenogenetica de uma salina costeira (AP-AV) e de uma salina interior (AP-RM), e da
espécie comercial A. franciscana (AF) depois de 24h de exposi¢cdo ao cadmio.

LCa2o LCso
0, 0,
Estirpe de Artemia (95% CL) (95% CL)
(Ho/L) (Ha/L)
. 2065,119 2231,160
A. parthenogenetica (AP-RM) (1409,055 — 2239,515) (1907,228 — 2496,430)
. 2570,866 2660,574
A. parthenogenetica (AP-AV) (2182,042 — 2660,652) (2508,547 — 2818,013)
A, franciscana (AF) 2590,036 667,784
' (2463,115 — 2647,603) (2599,148 — 2739,985)

Tabela 1 — Concentragdes de cadmio que causam 20% (LC20) e 50% (LC50) de mortalidade em nauplios das 3 estirpes
de Artemia apos 24h de exposicdo. AP-AV — Artemia parthenogenetica de Aveiro; AP-RM — A. parthenogenetica da

salina interior de Rio Maior; AF — espécie exotica de Artemia franciscana. 95% CL — Intervalo de confianca de 95%.
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verificada a concentracdo no solo lameoso da Ria de Aveiro de até 0,16 mg/Kg. Esta diferenga
de concentracbes do metal no ambiente aparenta ser o principal fator que influencia a
competicdo num determinado local, uma vez que Artemia é um organismos que prospera hum
grande leque de temperatura e salinidade, as duas espécies tém o mesmo regime alimentar

e os locais de onde as populac¢des sao oriundas tém relativamente a mesma latitude.

3.2 Competicéo interespecifica

A populacéo de A. parthenogenetica de Rio Maior é, taxonomicamente, da mesma
espécie que a populagéo de Aveiro, mas é muito mais sensivel; a contaminacao verificada &
maior na Ria de Aveiro do que no Great Salt Lake, e inexistente em Rio Maior; os resultados
dos testes de toxicidade foram semelhantes em A. parthenogenetica de Aveiro e A.
franciscana.

A partir dos topicos acima referidos, podemos deduzir que o facto de haver diferengas
significativas entre as duas populagbes de A. parthenogenetica, leva a crer que a A.
parthenogenetica de Aveiro tenha, realmente, desenvolvido e adaptado um mecanismo de
resisténcia ao poluente necessario para conseguir prosperar neste habitat, uma vez que a
concentrac@o encontrada na Ria de Aveiro € existente, ao contrario da Salina de Rio Maior,
onde nao esta documentada a presenca deste metal pesado. Ao mesmo tempo, 0 mecanismo
de defesa desenvolvido por esta populacdo de Aveiro equipara-a a A. franciscana no que toca
a sensibilidade ao cadmio, ndo havendo diferencas significativas. Assim, os resultados obtidos
confirmam que A. franciscana pode nem sempre ser beneficiada na competicdo com as
estirpes europeias, principalmente no que toca a stress causado pela exposicdo aguda a
metais pesados caracteristica dos habitats estudados. E importante salientar que o0s quistos
de A. franciscana usados neste estudo sdo de origem comercial, tendo, provavelmente,
permanecido muito pouco tempo em contacto com a agua do Great Salt Lake. Este factor
pode ser importante, uma vez que a presencga de contaminantes na fase de quisto pode alterar
a mortalidade e sensibilidade dos nauplios (Varé et al., 2006).

Em casos de competicdo entre A. franciscana e a espécie A. parthenogenetica, a
potencial influéncia do stress quimico agudo podera depender mais da sensibilidade
especifica de cada populacao, e ndo tanto da espécie em questdo. Para testar esta hipdtese,
e devido a sua alta sensibilidade ao cadmio, A. parthenogenetica de Rio Maior poderia, em
futuros trabalhos, ser testada num ensaio de longa duragcdo com exposi¢des cronicas a
cadmio, isto com o objetivo de verificar se esta populacdo desenvolveria uma resisténcia
semelhante a populacdo de Aveiro. Num possivel cenario real de competicdo entre A.

franciscana e a populagdo de A. parthenogenetica de Rio Maior, a alta sensibilidade da ultima
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ndo Ihe permite competir com a espécie invasora, sendo este local o que requer mais atencéo
por parte das entidades competentes, uma vez que esta muito susceptivel a invaséo (a
acontecer atualmente) e a erradicacdo completa da populagéo nativa desta zona.

Por sua vez, a competicdo entre A. franciscana e populacdo de A. parthenogenetica
de Aveiro é mais complicada de definir. Ja foi verificado neste estudo que a sensibilidade entre
as duas estirpes € muito semelhante. Contudo, h& outros fatores que influénciam a dindmica
destas populacbes de Artemia, como a temperatura (Browne & Wanigasekera, 2000), o
periodo pré-reprodutivo e o nimero de ninhadas (Amat et al., 2007). De acordo com estes
estudos, a espécie invasora tem menor sensibilidade a temperatura, maior nimero de
ninhadas e um periodo pré-reprodutivo mais curto, que funcionam como vantagens
competitivas. Resta saber o balanco que cada um destes itens tem em relacdo a idéntica
sensibilidade ao cadmio. De qualquer das maneiras, a “balanca” deve favorecer, uma vez
mais, a A. franciscana, sendo também importante monitorizar e controlar o0 maximo possivel
a invasao neste local, com vista a preservar o ecossistema e a diversidade de espécies que
nele habitam. Porém, é interessante compreender que, neste trabalho, foi tentada a simulagéo
em laboratério da primeira fase da introducdo de uma espécie (A. franciscana) num habitat
distinto do qual a mesma € endémica. Isto &, os quistos que foram importados do Great Salt
Lake e testados, correspondem a uma s6 geracao. Nao se podem tirar conclusdes quanto a
adaptacdo a longo prazo de A. franciscana a constante concentracdo de cadmio das salinas
portuguesas. Todavia, a partir dos resultados obtidos, e visto que a concentracdo do metal é
maior nas salinas de Aveiro em relagdo ao Great Salt Lake, podemos esperar que, ao longo
do tempo, A. fransciscana se consiga tornar mais resistente que a A. parthenogenetica da

salina de Aveiro. Ainda assim, mais estudos serdo necessarios para comprovar este facto.
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4. Conclusao

As conclusbes retiradas deste estudo estdo de acordo com o que previamente foi
estudado em relacdo a resisténcia da espécie A. fransciscana e das espécies europeias (A.
parthenogenetica; A. salina) aos metais pesados e outros contaminantes ambientais, como
insecticidas organo-fosforados (e.g. Vard, 1998; Sarabia et al., 2002), concluindo que, de
facto, a espécie A. franciscana nem sempre € beneficiada na competicdo com as espécies
autéctones europeias. Algumas estirpes podem ser tdo ou mais resistentes a poluicdo por
metais pesados, em relacdo a A. franciscana. No entanto, outras serdo mais sensiveis, isto
dependendo do local onde prosperam. Geralmente, estirpes de locais que apresentam
maiores concentracdes de poluente, vao ser mais resistentes ao mesmo. Apos este estudo,
fica a ideia que a resisténcia especifica de cada estirpe/populacao é definida mais pelo local
onde habita (diferentes concentragbes de metais pesados), e ndo tanto pela espécie em
guestdo, podendo o ambiente alterar o pool genético destas populacdes.

N&o foram encontradas diferencas significativas no que diz respeito a sensibilidade ao
cadmio no ambiente entre a espécie A. franciscana e a estirpe de A. parthenogenetica de
Aveiro, enquanto que a estirpe de A. parthenogenetica de Rio Maior se mostrou bastante mais
sensivel que as outras espécies acima referidas. Estes estudos demonstram que a Artemia
franciscana nem sempre € beneficiada pela presenca de cadmio em relacdo as outras
espécies autéctones da Europa. Contudo, este assunto precisa de ser verificado e
aprofundado em futuros estudos com interesse em perceber melhor como funciona a
competicdo destas espécies nos diferentes locais que habitam e procurar compreender a

adaptacao a longo prazo deste organismo as condi¢des adversas do meio.
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6. Anexos

Tabela 2 — Resultados do Teste T-Student para as duas espécies onde os valores das
concentracdes sdo os mesmos (A. parthenogenetica de Aveiro e A. franciscana). 95% CL —
Intervalo de confianca de 95%.

[CdCI] = 2500 ug/L

Group Statistics
Std. Error
Espécie M Mean Std. Deviation Mean
Mortalidade  AF 3 1,33 BTT 333
AP-AY 3 3,00 3,606 2,082
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
Mortalidade  Equal variances 6,250 JO067 - 791 4 A73 -1,667 2,108 -7,520 4187
assumed
Equal variances not - 791 2102 509 -1,667 2,108 -10,327 §,993
assumed
Group Statistics
Std. Error
Espécie M Mean Std. Deviation Mean
Mortalidade  AF 3 3,00 1,732 1,000
AP-AY 3 1,67 2,082 1,202
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Std. Errar Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
Mortalidade  Equal variances 143 725 853 4 442 1,333 1,563 -3,008 5,674
assumed
Equal variances not 853 3,872 443 1,333 1,563 -3,065 5731
assumed
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[CdCI] =2700 ug/L

Group Statistics
Std. Error

Espécie M Mean Std. Deviation Mean
Mortalidade  AF 3 7,00 7211 4,163

AP-AV 3 7,33 2,082 1,202

Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
“ariances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Mean Stdl. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

Mortalidade  Equal variances 4,266 108 -077 4 942 -,333 4,333 -12,365 11,698

assumed

Equal variances not =077 2,33 945 -,333 4,333 -16,657 15,990

assumed




