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Resumo

O uso excessivo de pesticidas acarreta riscos muito grandes para o ambiente e sobretudo
para o0s ecossistemas aquaticos, acabando por afetar negativamente os peixes de agua doce
e influenciar o seu comportamento. Contudo, poucos séo os trabalhos conhecidos que se
foquem nos efeitos sub-letais destes contaminantes, sobretudo em ciprinideos que constituem
a familia piscicola mais abundante em rios Ibéricos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade comportamental de uma espécie ciprinicola nativa, o barbo-comum (Luciobarbus
bocagei Steindachner, 1864), previamente exposto (2 horas) a diferentes concentracfes de
um pesticida, o inseticida piretréide esfenvalerato: 0,0 ug/L (controlo, i.e. sem inseticida); 1,2
Mg/l (concentragédo baixa) e 2 ug/L (concentragdo alta). Os parametros comportamentais
avaliados incluiram a atividade de rotina, a coesdo de cardume e a ousadia, tendo sido
monitorizados num sistema de mesocosmos. Foram detetadas alteragbes no comportamento
de barbo-comum ao nivel da atividade de rotina, em que se observou um acréscimo
significativo da proporgcdo de tempo passado em letargia, do controlo (25,23%) para a
concentracdo alta (44,87%). Foram igualmente detetadas alteragcbes comportamentais ao
nivel da ousadia, medida pela proporgcdo de tentativas feitas para transpor a rampa de
montante, significativamente maior nas situa¢des controlo (37,43%) e de prévia exposi¢do a
concentracdo alta (41,52%), relativamente a concentracdo baixa (21,05%). Em relagéo a
coesdo de cardume, ndo foram observadas diferencas significativas apos prévia exposi¢ao as
diferentes concentracdes de piterdide esfenvarelato. O presente trabalho demonstrou que
mesmo uma exposi¢ao de curta duragdo ao piretroide esfenvalerato foi suficiente para alterar
0 comportamento de uma espécie piscicola nativa, com implicagcdes ecoldgicas a diferentes
niveis. Sao sugeridas implicacdes destes resultados para a gestédo e apontadas futuras linhas

de investigagao.

Palavras-chave: peixe de agua doce, inseticida, comportamento, atividade, poluicao.



Abstract

Excessive use of pesticides poses very important risks to the environment and especially to
aguatic ecosystems, negatively affecting freshwater fish and influencing their behavior.
However, few works are known that focus on the sub-lethal effects of these contaminants,
especially on cyprinids that constitute the most abundant fish family in Iberian rivers. The aim
of this study was to evaluate the behavioral activity of a native cyprinid species, the Iberian
barbel (Luciobarbus bocagei Steindachner, 1864), previously exposed (2 hours) to different
concentrations of a pesticide, the pyrethroid insecticide esfenvalerate: 0.0 pg/L (control, i.e.
without insecticide); 1.2 pg/L (low concentration) and 2 pg/L (high concentration). The
behavioral parameters evaluated included routine activity, shoal cohesion and boldness, and
were monitored in a mesocosm system. Changes in Iberian barbel behavior were detected at
the level of routine activity, in which there was a significant increase in the proportion of time
spent in lethargy, from the control (25.23%) to the high concentration (44.87%). Behavioral
changes were also detected in terms of boldness, measured by the proportion of attempts
made to cross the upstream ramp, which was significantly higher in control situations (37.43%)
and in fish previously exposed to high concentration (41.52%), compared to low concentration
ones (21.05%). In relation to shoal cohesion, no significant differences were observed after
previous exposure to different concentrations of the pyrethroid esfenvalerate. The present
study demonstrated that even a short-term exposure to the pyrethroid esfenvalerate was
sufficient to change the behavior of a native fish species, with ecological implications at
different levels. Inferences of these results for management are suggested and future lines of

investigation are pointed out.

Keywords: freshwater fish, insecticide, behavior, activity, pollution.
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1. Introducéo

Os ecossistemas fluviais sdo afetados por uma elevada gama de pressdes, das quais
a degradacdo do habitat € a principal causa do declinio de diversas popula¢des aquaticas
(Dudgeon et al., 2005). Esta ameaca constitui um elevado risco para a biodiversidade nos
ecossistemas aquaticos, podendo conduzir ao declinio ou mesmo ha extincdo de muitas
populacBes aquaticas no futuro, a medida que novas ameacas vao surgindo, nomeadamente

a presenca e a libertacdo de contaminantes (Reid et al., 2018).

Nos dias de hoje, os recursos hidricos encontram-se cada vez mais escassos. Essa
escassez deve-se ao consumo crescente de agua e também a degradacao do estado
ecoldgico dos ecossistemas. A Diretiva — Quadro da agua (Diretiva 2000/60/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 23 de outubro de 2000) refere que é necessario proteger as aguas
interiores, aguas de transi¢cdo, aguas costeiras e aguas subterraneas das pressfes a que
estdo sujeitas, de modo a manter um bom estado/potencial ecolégico. As principais causas
da degradacdo e destruicdo dos ecossistemas aquaticos estao ligadas a construcédo de
barreiras nos cursos de aguas, tais como barragens, pequenas centrais hidroelétricas e
acudes, extracao de inertes do leite fluvial, poluicdo doméstica e industrial, captacdo de aguas
nos periodos de seca, sobrepesca e a introducdo de espécies exéticas (Nelson et al., 2016).
Algumas destas causas estdo relacionadas com as atividades humanas (p.e. destruicao,
degradacao e a fragmentacdo dos habitats naturais) que sdo potenciadas pelo uso intensivo
da agricultura (Nelson et al., 2016). Estas perturbacdes antropogénicas comprometem a
capacidade de recuperacéao dos individuos de muitas espécies aquaticas, nomeadamente dos

peixes (Feio e Ferreira, 2019).

Segundo a Pordata (Base da Dados de Portugal Contemporaneo), a superficie
agricola utilizada em 2013 era cerca de 3 milhdes 630 mil hectares, ocupando 40,5% de toda
a superficie total de Portugal. Em 2019, esse valor aumentou para 43%, rondando os 4
milhdes de hectares. Em consequéncia desse aumento, tem-se observado uma intensificacédo
da &rea de produgcdo e um aumento na concentracdo de diversas substancias poluentes
(Braga e Pinto, 2009). Por exemplo, os pesticidas sdo os maiores contaminantes no sistema
agricola (Park et al., 2005; Biro et al., 2009) e, por isso, € necessario estudar o comportamento
e o0 destino que tém no ambiente, de modo a conseguir prever e minimizar a contaminagao
dos solos e aguas. O termo pesticida pode ser definido como a substéncia ou mistura, de
origem quimica ou biol6gica, que é utlizada para prevenir, destruir ou até controlar
organismos indesejaveis como ervas daninhas, insetos, fungos, entre outros, que tenham a
capacidade de interferir com a producdo, processamento, armazenamento ou venda de

alimentos (Chen et al.,, 2013). O comportamento ambiental dos pesticidas depende de



diversos fatores: as propriedades do proprio pesticida, as condicdes ambientais e as praticas
agricolas. As propriedades fisico-quimicas baseiam-se sobretudo na solubilidade na agua,
presséo de vapor, coeficiente de particdo ar-agua (Kaw), constante de ionizacéo acida e basica
(pKa e pKb), periodo de tempo necessario a dissipacado de 50% do pesticida (DTso), entre
outros. Por outro lado, dependem também do tipo de solo, topografia, material da zona
saturada e da profundidade, recarga dos aquiferos, material do aquifero, condutividade
hidraulica e do clima (Freeze e Cherry, 1979; Waldron, 1992; Giuliano, 2019; Yakoub e
Azzedine, 2019). Assim que os pesticidas s8o aplicados na agricultura, adquirem uma
dindmica complexa que poderd resultar na contaminacdo de varios compartimentos
ambientais, como a atmosfera, solo, agua, seres vivos e sedimentos, que podem ser
contaminados durante o processo de transformacéo e transporte (Gavrilescu, 2005; Navarro
e Navarro, 2007; Villaverde et al., 2008), sobretudo pelo arrastamento do vento, escoamento

superficial, drenagem ou lixiviagao.

Devido a grande diversidade de produtos, os pesticidas podem ser classificados em
trés categorias. Consoante o mecanismo de acao, os pesticidas podem ser classificados em
i) herbicidas, que controlam as ervas daninhas; ii) os fungicidas que inibem o crescimento dos
fungos, entre outros e iii) os inseticidas, que protegem as plantas dos danos causados pelos
insetos (Belitz et al., 2004). Podem também ser classificados consoante a estrutura quimica
gue apresentam: inorganicos e organicos. Os pesticidas inorganicos possuem uma origem
mineral e sédo constituidos por arsénio, cobre, mercurio, chumbo entre outros, ndo contendo
carbono na sua constituicdo. Hoje em dia, os pesticidas inorganicos ndo sdo muito utilizados,
uma vez que alguns foram eliminados do mercado, como é o caso do mercurio e do arsénio
(Waxman, 1998). Os pesticidas organicos sao de origem sintética e comecaram a ser
utilizados apés a 22 Guerra Mundial, aguando do surgimento do dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT). Por outro lado, podem também ser divididos do ponto de vista toxicol6gico. Existem
guatro classes onde cada pesticida se insere de acordo com o grau de toxicidade que
apresenta. A classe toxicoldgica | caracteriza-se por apresentar um rétulo de cor vermelho
vivo, cuja classificacao é “extremamente toxico”. A classe toxicologica Il é representada por
um rétulo de cor amarelo intenso e indica que o produto € considerado “altamente toxico”. A
classe toxicolégica Il € representada pela cor azul intenso, indicando que o pesticida € um
produto “medianamente toxico”. Por fim, a classe IV é representada por um rétulo de cor verde

intenso, sendo a sua a classificagao “pouco téxico” (Sanches et al, 2003).

Os inseticidas piretréides surgiram no inicio dos anos 80. Sdo amplamente utilizados
na agricultura (Deanovic et al., 2018) para o controlo e combate de pragas. Sao extremamente
téxicos e tém a capacidade de persistir nas massas de agua durante um longo periodo de

tempo, causando efeitos nocivos nos organismos aquaticos (Siegler et al., 2015; Awoyemi et



al., 2019), ao contrario do que acontece no meio ambiente, em que 0s piretrdides séo
compostos que nhdo sao capazes de persistir no meio ambiente devido ao seu tempo de semi-
vida. De acordo com a U.S. Environmental Protection Agency (2008) e a European Food
Safety Authority (2014), o piretréide esfenvalerato (PE) foi classificado como sendo um dos
produtos com maior toxicidade para os peixes, e € considerado um composto hidrofébico, pois
apresenta um elevado coeficiente octanol/agua (Kow= 6,2), extremamente persistente (tempo
de meia vida= 66 a 287 anos) e apresenta uma baixa volatilizacdo devido ao elevado ponto

de ebulicdo e a baixa pressao de vapor (Schleier e Peterson, 2011).

Existem varios estudos que analisam o efeito que o inseticida piretréide
(nomeadamente o esfenvalerato) tem nos organismos aquaticos (Kumar et al., 2007; Yaji et
al., 2011; Shaluei et al., 2012; Carcamo et al., 2017), mas poucos analisam os seus efeitos
sub-letais, ap6s uma exposi¢cdo prévia no comportamento dos peixes. A presenca deste
inseticida nas massas de agua € suscetivel de ser amplificada devido as alteracdes climaticas
(Beyruth, 2008), uma vez que com o aumento da temperatura, a evaporagéo e diluicdo das
massas de 4gua doce, acaba por ser afetada (Olson, 2019), colocando em perigo diversas
espécies, incluindo os peixes (Carr e Chambers, 1996). Os efeitos toxicos da presenca de
inseticidas, para além de poderem causar elevada mortalidade (em baixas concentracdes),
podem também prejudicar as respostas comportamentais dos peixes, uma vez que, ao
estarem em contacto com aquele, acabam por reajustar a sua atividade. Segundo Caliskan
(2003), no meio aquatico, os piretroides atuam no sistema nervoso central, acabando por
serem toxicos sobretudo para os peixes e de seguida para os anfibios, mamiferos e passaros.
Para a espécie piscicola Oryzias latipes € apenas necessario 1 ug/L de PE para que se
verifiguem danos no sistema nervoso central. Por outro lado, baixas concentragbes do PE
causam efeitos neuro-comportamentais na espécie piscicola Danio rerio e, para a espécie
Lepomis macrochirus, concentracdes entre 0,01 e 0,05 pg/L provocaram uma reducdo nas

interagBes agressivas entre individuos desta espécie (Palmquist et al., 2012).

O barbo-comum (Luciobarbus bocagei) (Figura 1.1) € um ciprinideo nativo da
Peninsula Ibérica (Ferreira et al., 1999; Doadrio, 2001; Pinheiro et al., 2004) caracterizado por
possuir um corpo alongado, comprimido lateralmente, boca infera com labios grossos com
dois pares de barbilhos de comprimento moderado, e com o ultimo raio da barbatana dorsal

ossificado e denticulado (Almaca, 1995).



Figura 1.1: Exemplar de um individuo de uma espécie nativa, o barbo-comum, capturado num trogo
do rio Lizandro.

Apresenta o estatuto de conservacgao de “Pouco Preocupante (LC)” na Lista Vermelha
de Espécies Ameagas da Unido Internacional para a Conservagédo da Natureza (UICN), tal
como no estatuto de conservagao de Portugal (Cabral et al., 2005). Esta espécie dulcaquicola
encontra-se adaptada a sistemas mediterranicos, que sdo caracterizados por extensos
periodos sem pluviosidade, levando a uma fragmentacg&o do continuo fluvial, natural durante
o periodo estival (Cid et al., 2017). Estes sistemas sdo ainda afetados por pressoes fisicas,
guimicas e ecoldgicas resultantes de atividades antrépicas, tais como a degradagéo do habitat
e a introducao de uma vasta gama de espécies exdticas e ainda o facto de ser uma espécie
sujeita a alguma pressao piscatoria (Collares-Pereira et al., 2000; Cabral et al., 2005). Tem
uma vasta distribuicdo nacional, ocupando assim uma gama de habitats I6ticos e Iénticos,
evitando aguas de temperaturas muito baixas (Almaca, 1995). Existem sobretudo nas bacias
hidrogréaficas do norte e centro de Portugal (Almacga, 1995), sendo os locais de desova
geralmente caracterizados por apresentarem uma menor profundidade e maior velocidade de
corrente, com areia ou cascalho e escoamento turbulento o que confere uma maior
oxigenacdo da agua (Ferreira et al., 1999). E considerada uma espécie potamédroma, uma
vez que efetua migracbes sazonais obrigatorias para montante durante a época de
reproducdo (Lobdn-Cervia e Fernandez-Delgado, 1984). As movimentacdes tém sido
observadas nédo s6 em rios, mas também das albufeiras para os seus tributarios (Rodriguez-
Ruiz e Granado-Lorencio, 1992; Ferreira et al., 1999). Por outro lado, efetuam movimentos
para jusante que sdo efetuados maioritariamente pelos juvenis, geralmente no Outono e
Inverno, associados as cheias invernais (Lucas e Batley, 1996) e a procura de trocos de rio
com maior disponibilidade de alimento. Apresenta um comportamento alimentar bentonico e
€ omnivoro, recorrendo normalmente ao que exista no local onde se encontra, podendo a sua
alimentagdo variar entre materiais em suspensdo, matéria vegetal, insetos e crustaceos
(Lobon-Cervia e Fernandez-Delgado, 1984; Collares-Pereira et al., 2021). A época de

reproducdo ocorre na Primavera, geralmente entre marco e junho (Rodriguez-Ruiz e Granado-



Lorencio, 1992), periodo em que a espécie assume um comportamento redfilo, ou seja,
orienta-se contra fortes correntes de agua, efetuando deslocacbes com fins reprodutivos
(Baras e Cherry, 1990; Baras et al., 1994; Lucas e Batley, 1996) sendo que, as fémeas podem
percorrer distAncias superiores aos machos. Estes geralmente apresentam tubérculos

nupciais nesta altura critica.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento de uma espécie ciprinicola
nativa — o barbo-comum (Luciobarbus bocagei Steindachner, 1864) ap0s a exposicao prévia
a diferentes concentragbes (um controlo, i.e. sem adicdo de pesticida, uma concentracdo
baixa e uma alta) do pesticida PE num sistema de mesocosmos onde serdo estudados os
seguintes parametros comportamentais: a atividade de rotina, a ousadia (boldness) e a
coesao de cardume. Estes parametros podem ser excelentes indicadores para determinar os
efeitos que as prévias exposicdes ao PE tém nos peixes (Gonino et al., 2019; Leite et al.,
2019; Mameri et al., 2020) sendo esperado que respondam significativamente ap6s prévia

exposicdo a concentragdes crescentes do PE.



2. Material e métodos

2.1. Pré-ensaios

Primeiramente, foi necessario perceber quais as concentracdes de PE (nome
comercial: Sumifive ® Plus) (Figura 2.2) a serem utilizadas para avaliar os efeitos que este
apresentava nos peixes, uma vez que, apés uma consulta bibliografica detalhada, ndo foram
encontrados estudos semelhantes, desenvolvidos para espécies ciprinicolas ou tdo pouco
para outras espécies ictiicas ibéricas. O objetivo foi, deste modo, perceber a que
concentracdes do PE os peixes exibem sinais de alteracdo do seu comportamento, sem que,

contudo, possam provocar a morte do individuo (efeitos sub-letais).

Figura 2.2: Inseticida Piretréide Esfenvalerato (Sumifive ® Plus) utilizado para avaliar os efeitos na

atividade comportamental do barbo-comum (Luciobarbus bocagei).

No estudo realizado por Barry et al. (1995), a espécie Oncorhynchus mykiss (truta
arco-iris) foi previamente exposta ao PE durante 1 hora e, de seguida, verificou-se o seu
crescimento e a sobrevivéncia durante um periodo de 7 - 28 dias. Para a concentracdo de
0,025 pg/L, verificaram-se alteragbes no crescimento dos individuos e, quando foram
expostos a 0,060 pg/L de PE, acabaram por morrer ao fim de 2 dias. De acordo com Connon
et al. (2009), para valores tdo pequenos como 0,0625 ug/L de PE, os individuos da familia
Osmeridea, demonstraram alteracdes na natagcdo (menor desempenho). Segundo Palmquist
et al. (2012), para os individuos da espécie Oryzias latipes o sistema nervoso é afetado para
concentracdes de 1 ug/L de PE. O trabalho de Renick et al. (2015), foi executado com o intuito
de se perceber qual a concentracéo aproximada de PE que pode afetar o comportamento e
os efeitos de predacdo para a familia Atherinopsidae. As larvas da espécie Atherinops affinis

foram expostas a diferentes concentrac¢des (0,0; 0,12; 0,59; 1,18 ug/L de PE). Os individuos



revelaram sinais de alteracdo de comportamento na natacdo quando a concentracdo de PE

aumentou (0,59 e 1,8 pg/L).

Estes estudos demonstraram que as concentracdes do inseticida PE a que as
diferentes espécies piscicolas reagem sdo muito varidveis de espécie para espécie. Tendo
em conta os diferentes trabalhos analisados na literatura, os valores de concentracdo de PE
que se escolheram para realizacdo de pré-ensaios de definicdo das concentracdes a serem
utilizadas posteriormente foram: 0,0625 (concentragdo muito baixa), 0,250 (concentracdo
baixa), 1,2 (concentragdo média) e 2,0 ug/L (concentracdo alta). A primeira concentracao
(0,0625 pg/L) provém do trabalho de Connon et al. (2009), a segunda concentragéo (0,250
Mg/L) surge do estudo realizado por Renick et al. (2015), a terceira provém do estudo realizado
por Palmquist et al. (2012) onde a o sistema nervoso das espécies piscicolas € afetado,
alterando o seu comportamento para concentracdes de apenas 1 ug/L e, a Ultima
concentracdo (2,0 pg/L) é o dobro da concentracdo em que se verificam alteracdes

comportamentais nas espécies.

2.1.1. Escolha do tempo de exposicéo

No estudo de Barry et al. (1995) utilizou-se um tempo de exposi¢éo de 1 hora para o
mesmo inseticida. Por outro lado, Connon et al. (2009) e Renick et al. (2015), consideraram o
mesmo tempo de aclimatagéo de 4 horas para a exposi¢ao ao PE. Optou-se por utilizar neste
trabalho um tempo de exposicdo de 2 horas, uma vez que se encontra entre 0s tempos
previamente usados na literatura (1 - 4 horas). Por outro lado, este periodo de 2 horas, reflete
também em média o tempo de exposi¢ao aos pesticidas em que, de um modo geral, 0s peixes
estdo sujeitos, em rios de pequena e média dimensao, apdés um evento de precipitacdo
moderada. Foi também necessério utilizar um periodo de exposi¢cdo mais curto (2 horas), pois
os ensaios foram realizados apenas da parte da manhé (7 - 12 horas) para que os canais

nunca tenham exposicao solar direta.
2.1.2. Espécie utilizada

Por se tratar de uma espécie nativa dos cursos de agua da Peninsula Ibérica com
estatuto de conservacdo, embora “Pouco Preocupante (LC)’, optou-se para o efeito de
selecdo das concentracdes de PE a utilizar nos ensaios posteriores, pela utilizagcdo de uma
outra espécie da mesma familia (Cyprinidae), a carpa-comum (Cyprinus carpio) (Figura 2.3).
Esta é muito utilizada como indicador biol6gico da ecotoxicidade em ambientes aquaticos
(Ahmad et al., 2015) e facilmente adquirivel, seguindo desta forma o atual principio dos 3R’s
“‘Replacement, Reduction and Refinement”. Este principio, que rege as normas bésicas da

ética e experimentacdo animal, foca-se no: Replacement — substituicdo do uso de animais



com estatuto de conservagao por outros ndo protegidos; Reduction — minimizagéo do nimero
de animais utilizados nos ensaios experimentais ao permitir obter niveis comparaveis de
informagbes a partir de um numero menor de individuos; Refinement — aplicacdo de
procedimentos com vista a minimizagéo da dor e sofrimento, potencialmente experimentados

pelos animais (Message e Greenhough, 2019).

Figura 2.3: Exemplares de carpa-comum (Cyprinus carpio) utilizados nos pré-ensaios.

2.1.3. Procedimento utilizado

As carpas (n= 14; comprimento médio: 10 cm; variagdo: 8-11 cm de comprimento total)
foram adquiridas numa aquariofilia profissional (Tropizoo ©) e assim que chegaram ao
campus do Instituto Superior de Agronomia (ISA) foram colocadas num tanque de 1000 L com
800 L de &gua previamente tratada (Nutrafin Aquaplus ©) com filtro biolégico (Filtro Canister
FX5 de alto desempenho, Fluval, Quebec, Canada) com adi¢cdo de bactérias via Nutrafin Cycle
©) e arejamento (2 pedras difusoras, diametro 7,5 cm) durante um periodo de 48 horas (2
dias). Os peixes foram alimentados com flocos (Nutrafin ©) até 24 horas antes do inicio dos
pré-ensaios. Tanto a temperatura, o pH e a condutividade no tanque de aclimatagédo foram
medidos todos os dias através de uma sonda multiparamétrica (HANNA, HI 9812-5). Apés um
periodo de 2 dias, deu-se inicio aos pré-ensaios. As carpas foram agrupadas em 4 grupos de
3 e foram distribuidas por 4 tanques de 50 L usando pedras (seixos-rolados com diametros 4
- 7,5 cm) como substrato e protegidas com rede mosquiteira de modo a minimizar o stress,
durante o periodo de aclimatacdo previamente definido (2 horas). Apés esse tempo, foram
verificados 5 parametros em cada peixe, de acordo a metodologia RAMP “Reflex Action
Mortality Predictors” (Davis, 2010) que foi desenvolvida para avaliar o stress e a mortalidade
dos peixes (Tabela 2.1), atribuindo a cada exemplar e para cada parametro a pontuacéo de 1

ou 0, consoante se houve ou néo alteragdo do comportamento.



Tabela 2.1: Parametros RAMP “Reflex Action Mortality Predictors” (Davis, 2010) avaliados nos

exemplares de carpa (Cyprinus carpio).

Parametros Descricéo

Agarrar o pedunculo caudal do peixe dentro de agua.
Agarrar aregiao
O peixe deve tentar libertar-se, se ndo o fizer entdo o seu

caudal
comportamento foi afetado.
Virar o peixe ao contrario dentro de agua.
Equilibrio Se 0 peixe ndo se tentar virar, significa que o seu comportamento foi
afetado.
Segurar o peixe fora de dgua pelo meio do corpo.
Flexao corporal O peixe deve tentar escapar-se fazendo flexdo do corpo, se ndo o
fizer, entdo o seu comportamento foi afetado.
Manter o peixe fora de 4gua e verificar se ha movimentagéo da boca
Complexo da e movimentos operculares.
cabeca Se o peixe ndo demonstrar estes movimentos, entdo o seu

comportamento foi afetado.

Verificar se ha movimento dos olhos consoante o movimento do

peixe.
Resposta ocular
O peixe deve efetuar este movimento, se nao o fizer, significa que o

comportamento foi afetado.

2.1.4. Selecéo das concentragdes para o ensaio

ApOs a realizacao dos pré-ensaios, analisou-se quais foram as concentragées em que
houve alteracdo do comportamento do peixe, adotando essas concentra¢des para 0s ensaios
posteriores. Verificaram-se os resultados obtidos através dos RAMP (Tabela 2.1) e chegou-
se a conclusdo de que se iriam excluir as duas concentragfes mais baixas (0,0625 e 0,250
po/L de PE), pois com estas ndo se obtiveram modificagbes nos comportamentos dos peixes.
Por outro lado, nas concentracdes de 1,2 pg/L e 2,0 pug/L de PE, 1 e 2 individuos

(respetivamente), demonstraram alteracdes comportamentais para a flexdo corporal.

Por isso, manteve-se as seguintes concentracdes: controlo (sem adi¢cdo de PE: 0,0

Mg/L), 1,2 pg/L (concentragdo baixa) e 2 pg/L (concentracao alta) do inseticida.



2.2. Ensaios

2.2.1. Captura da espécie-alvo para 0s ensaios experimentais

A captura da espécie-alvo foi efetuada em maio de 2021 num troco do rio Lizandro
(bacia hidrogréfica das ribeiras do Oeste) e, no total, foram capturados 36 exemplares juvenis
(comprimento total: média + desvio padréo: 14 + 1,8 cm). Para o método de captura recorreu-
se a um aparelho de pesca elétrica de corrente continua (Hans Grassl 1G-200) (Figura 2.4)
(credenciais de pesca elétrica n.° 299/2021/CAPT e n.° 300/2021/CAPT atribuidas pelo
Instituto Portugués de Conservacdo da Natureza e das Florestas (ICNF)), seguindo os
protocolos da European Committee for Standardization (CEN, 2003). E um processo eficiente
para aguas vadiaveis (profundidade média < 80 cm) e relativamente inofensivo para a fauna
piscicola. Este baseia-se na captura por eletricidade, criando um campo elétrico na massa de
agua produzindo alteracdes no comportamento dos peixes, mas nao alterando as suas

caracteristicas fisicas (Barbour et al., 1999).

Figura 2.4: Captura dos exemplares de barbo-comum, num tro¢o do rio Lizandro, com recurso a um

aparelho de pesca elétrica de corrente continua (Hans-Grassl 1G-200).

Primeiramente, a equipa de 2 elementos selecionou um troco de 100 m de
comprimento do rio Lizandro e de seguida, procedeu-se a amostragem tendo em conta o
“Protocolo de amostragem e analise para a fauna piscicola” (Bernardo et al., 2008). A equipa
percorreu a pé o curso de dgua para montante, em forma de zig-zag entre as 2 margens,
amostrando os diferentes habitats existentes. Apds a captura, os individuos foram mantidos
dentro de agua, numa nassa, até recuperarem o seu estado original, de modo a terem uma
oxigenacédo natural. De seguida, todos os peixes capturados foram medidos com recurso a
um ictiometro, tendo sido posteriormente transportados para o campus do ISA em contentores
de transporte de peixes (Hans Grassl, 190 L), e com um aparelho de arejamento portétil
(ELITE, Alemanha) para minimizar o stress durante o transporte.

10



2.2.2. Sistema de mesocosmos e respetiva preparacao

O sistema de mesocosmos tem como objetivo simular as condi¢cdes ambientais de um
ecossistema aquatico com um elevado grau de realismo (Odum, 1984; Van den Brink et al.,
2005), sendo considerado um modelo simplificado do mundo real. Os testes realizados neste
tipo de sistema permitem avaliar a toxicidade dos pesticidas e estimar o efeito dos produtos
quimicos nos ecossistemas (Giesy, 1980; Crossland e LaPoint, 1992). O modelo de
mesocosmos pode ser classificado como fechado, onde as varidveis fisicas e quimicas sao
controladas; ou aberto, onde ndo ha controlo das variaveis ambientais (Rowe e Dunson, 1994,
Caquet et al., 2000).

Todos os ensaios e os trabalhos associados foram realizados no mesocosmos do ISA,
junto a linha de agua existente. Este consiste num conjunto de 6 canais artificiais externos de
zinco (cada um com 4 m de comprimento x 0,4 m de largura x 0,2 m de profundidade), para
onde a agua, proveniente de uma nascente de boa qualidade (temperatura: 19,1°C; pH= 8,06;
condutividade= 865 uS/cm; oxigénio dissolvido (OD)= 9 mg/L), é fornecida apds ser
armazenada num tanque central de 3000 L. A 4gua é distribuida para os recipientes principais
localizados na sec¢éo superior de cada canal. Dai, a 4gua verte, atraves de uma rampa (36
cm de altura x 47 cm de comprimento e um declive de 50%) para cada canal, delimitado a
jusante por um painel de malha fixa. Posteriormente, segue para um tanque a jusante (70 L),
conectado a uma bomba (Kripsol OK-71 B, 0,56 kW), operando num sistema fechado de
recirculacdo para o recipiente principal. Este sistema de recirculacdo torna cada canal
independente. A distribui¢cdo e a recirculagdo da agua foram asseguradas com um sistema de
tubos de polietileno de alta densidade (PEAD). E de referir que para este ensaio foram apenas
utilizados 3 dos 6 canais existentes ho mesocosmos, correspondendo cada um a uma das
trés concentracdes a que os peixes foram previamente expostos (controlo 0,0 pg/L,
concentracdo baixa 1,2 ug/L e concentragdo alta 2,0 pg/L). O sistema de mesocosmos do ISA

encontra-se ilustrado na Figura 2.5.
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Figura 2.5: Viséo geral do sistema de mesocosmos abrangendo 3 dos 6 canais existentes. A — Entrada
de uma fonte de agua proveniente de uma nascente de boa qualidade, B — Tanque central de 3000 L
que distribui para os canais, C — Tanque a montante do canal, D — Canal do mesocosmos e E — Secc¢éo

de aclimatacéo, F — Tanque de 70 L a jusante do canal e, G — Bomba.
2.3. Delineamento experimental

No campus, os peixes foram mantidos por um periodo de 2 dias num tanque de 1000
L com 800 L de &gua previamente tratada (Nutrafin Aquaplus ©) com filtro biolégico (Filtro
Canister FX5 de alto desempenho, Fluval, Quebec, Canada com adicdo de bactérias via
Nutrafin Cycle ©) e arejamento (2 pedras difusoras, diametro 7,5 cm) durante um periodo de
48 horas (2 dias). Os peixes foram alimentados com flocos (Nutrafin ©) até 24 horas antes do
inicio dos pré-ensaios. Tanto a temperatura, como o pH e a condutividade no tanque de
aclimatacao foram medidos todos os dias através de uma sonda multiparamétrica (HANNA,
HI 9812-5).
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Apds a aclimatacdo no tanque com 800 L de agua, os peixes (3 conjuntos de 4 peixes)
foram colocados de seguida em trés pequenos tanques (um por cada concentracdo) com 50
L de agua, pedras (seixos-rolados com diametros 4-7,5 cm) para fornecer abrigo, tendo sido
cobertos com rede mosquiteira de modo a aumentar a cobertura e minimizar o stress, evitando
simultaneamente que algum exemplar saltasse para fora. ApGs a exposi¢cao de 2 horas ao
PE, retiraram-se os peixes, que foram diretamente transferidos para o mesocosmos. A
gualidade da 4gua (temperatura, pH e condutividade) foi verificada todos os dias através de
uma sonda multiparamétrica (HANNA, HI 9812-5), tanto no tanque que continha 800 L de
agua, como nos mais pequenos (50L) e no mesocosmos, antes e apds 0s ensaios. O oxigénio
dissolvido foi apenas verificado nos canais de mesocosmos através de um medidor de
oxigénio dissolvido (H198193).

No mesocosmos, 0s peixes foram colocados em trés canais que continham agua da
nascente do ISA a correr em regime fechado (profundidade média= 0,12 m; velocidade
média= 0,1 m/s), com o objetivo de determinar a atividade comportamental dos individuos
apos prévia exposicao durante 2 horas a diferentes concentra¢des do PE. Primeiramente, foi
feito um periodo de aclimatacdo as condigbes do mesocosmos durante 10 minutos, em que
0s peixes se encontravam confinados numa secc¢éo (0,6 m de comprimento e 0,4 m de largura)
na parte jusante do canal, delimitado por uma rede (Leite et al., 2019) (Figura 2.6). Apds esse
periodo, a rede foi removida para que 0s peixes pudessem ter acesso a todo o canal,

permitindo que se movessem naturalmente sem pressdes externas.

Figura 2.6: Seccdo de aclimatacdo a jusante do canal (0,6 m de comprimento e 0,4 m de largura)

delimitada por duas redes e coberta por uma rede.
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Cada um dos trés tratamentos experimentais (controlo, 1,2 e 2 ug/L) foi replicado trés

vezes, dando um total de nove réplicas. Cada réplica teve a duracao de 60 minutos e consistiu

em amostragens instantdneas a cada 3 minutos, ou seja, a cada 3 minutos foi necessario

verificar o comportamento dos individuos do barbo-comum para perceber qual o efeito que

PE teve nos exemplares apés prévia exposicao. Avaliaram-se entao 0s seguintes parametros:

A atividade de rotina — de acordo com Werner e Anholt (1993) e Laubenstein et al.,
(2018) a atividade de rotina é importante do ponto de vista ecolégico, pois o seu
aumento esta relacionado diretamente com aumento das taxas de alimentacdo e de
crescimento. Foi avaliada de acordo com os seguintes comportamentos evidenciados
pelos peixes: i) letargia; ii) natacdo (procura); iii) natacdo (fuga) e iv) alteracdes de
direcdo de 90° no rumo do peixe (Brownscombe et al., 2014).

Coesao de cardume — é uma estratégia comportamental avaliada em peixes (Smith et
al., 2018). E um parametro bastante relevante, pois esta relacionado com a
sobrevivéncia dos peixes que vivem em grupo, melhorando a resposta as ameacas,

reduzindo o stress a que estdo expostos e o risco individual (Foster e Treherne, 1981).

Foi classificada de acordo com a seguinte pontuagédo (Manek et al., 2004): 1- nenhum
peixe a distdncia menor que o comprimento de um peixe; 2- dois peixes a distancia
menor que o0 comprimento de um peixe; 3- trés peixes a distdncia menor que o
comprimento de um peixe e 4- todos o0s peixes a distAncia menor que o comprimento
de um peixe. Neste parametro foi necessario fazer um racio entre o valor da coesao
de cardume e o numero de peixes presentes no canal, isto porque devido a
possibilidade de passagem dos exemplares para o tanque de montante através da
transposicdo rampa, nem sempre existiram simultaneamente o mesmo ndmero de
exemplares no canal. O referido racio varia entre 0,25 (quando a coesao de cardume
€ 1 e se encontram 4 peixes no canal) e 1 (quando todos os individuos presentes no

canal se encontram juntos).

Ousadia (boldness) — é uma das caracteristicas mais avaliada em peixes (Wilson et
al., 1994; Ariyomo e Watt, 2012). O aumento desta esta relacionada com a procura
dos exemplares por areas mais favoraveis para a desova, alimentacéo e até mesmo
para encontrar refagio (Biro et al., 2003). Foi avaliada tendo em conta o niumero de
tentativas que os individuos de barbo-comum realizaram ao tentarem explorar a
seccdo a montante do canal, transpondo a rampa. Essa transposicdo representa
ousadia, ou seja, a vontade de assumir riscos (Laubenstein et al., 2018).
Adicionalmente foi ainda calculada, a eficiéncia de transposi¢éo (%), definida como o

racio entre o nimero de sucessos - sempre que ocorre a transposi¢cdo da rampa que
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separa o canal do tanque de montante - e, 0 niUmero de tentativas levadas a cabo para

transpor a rampa.

Antes e depois de cada ensaio, verificaram-se os parametros de qualidade da agua
(pH, temperatura, condutividade) através de uma sonda multiparamétrica (HANNA, HI 9812),
a altura da agua (com uma régua) e a velocidade do escoamento com recurso a um
velocimetro (Global Water Instrumentation, Inc., USA, mod. FP-101). No final de cada ensaio,
os exemplares de barbo-comum foram pesados com uma balanga (escala em g) (Figura 2.7)
e medidos com recurso a um ictiometro (Figura 2.8). Apos a realizagéo dos ensaios, 0s peixes

foram devolvidos ao seu meio natural.

Figura 2.7: Pesagem dos exemplares de barbo-comum com recurso a uma balanga.
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Figura 2.8: Medicao dos exemplares de barbo-comum com recurso a um ictiometro.

2.4. Andlise de dados

Foram realizados testes para testar a existéncia ou nédo de diferencas significativas
nos diferentes niveis de cada parametro (atividade de rotina, coesdo de cardume e ousadia),
onde os exemplares de barbo-comum foram previamente expostos a 2 horas as diferentes
concentracdes do PE (controlo 0,0 pg/L; concentracéo baixa 1,2 pg/L; e concentracéo alta 2,0
ug/L). O teste de proporcéo de qui-quadrado (x?), utilizando o package estatistico MedCalc
Software, foi utilizado para a atividade de rotina e ousadia. Para a coesdo de cardume foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
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3. Resultados

3.1. Pré-ensaios

Através da Tabela 3.2 é possivel observar que, para os exemplares de carpa utilizados
nos pré-ensaios para as quatro concentracées, de uma forma geral ndo foram encontradas
alterac@es ao nivel dos parametros RAMP, a excecédo da flexdo corporal que evidenciou sinais
de alteracdo em 3 exemplares, um previamente exposto a concentracdo média (1,2 ug/L), e
dois a alta (2,0 pg/L).

Tabela 3.2: ParAmetros RAMP “Reflex Action Mortality Predictors” (Davis, 2010) dos exemplares de
carpa apos a exposi¢do prévia de 2 horas ao pesticida PE avaliados como: 0- nenhum peixe alterado
e 1- pelo menos um peixe alterado, sendo que entre paréntesis se encontra 0 nimero total de peixes
alterados. (Concentracdo muito baixa 0,0625 pg/L; Concentracdo baixa 0,250 pg/L; Concentracdo

média 1,2 pg/L; e Concentracao alta 2,0 pg/L).

Concentracéo Concentracdo Concentracdo Concentracao

Parametros muito baixa baixa média alta
(0,0625 pg/L) (0,250 pg/L) (1,2 pg/L) (2,0 pg/L)
Agarrar a
. 0 0 0 0
regido caudal
Equilibrio 0 0 0 0
Flexdo
0 0 1(2) 1(2)
corporal
Complexo da
0 0 0 0
cabeca
Resposta
0 0 0 0
ocular

Com base nos resultados obtidos na Tabela 3.2, foram selecionadas para os ensaios
experimentais apenas as concentragées onde o PE alterou o comportamento dos individuos
e o controlo: controlo 0,0 pg/L; concentragdo baixa 1,2 pg/L e concentragdo alta 2,0 pg/L,

demonstradas na Tabela 3.3.
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3.2. Ensaios

Apds a exposicdo prévia de 2 horas dos exemplares de barbo-comum as trés
concentracdes do PE, os valores dos principais parametros fisico-quimicos da agua,

revelaram-se bastante semelhantes (Tabela 3.3).

Tabela 3.3: Parametros fisico-quimicos da agua apds a exposicao prévia de 2 horas ao pesticida PE
nos tanques de exposi¢do (Média + Desvio padrao; Controlo 0,0 ug/L; Concentracdo baixa 1,2 ug/L; e

Concentracao alta 2,0 pg/L).

Controlo Concentracéo baixa Concentracéo alta
Parametros
(0,0 ug/L) (1,2 pgiL) (2,0 ug/L)
pH 792 + 0,09 7,79 + 0,27 796 + 0,04
Temperatura (°C) 17,37 + 0,17 17,37 + 0,17 1757 + 0,17
Condutividade (mS/cm) 0,86 + 0,08 0,86 + 0,07 0,80 + 0,01

Os resultados apresentados na Tabela 3.4, evidenciam os parametros fisico-quimicos
da agua em cada um dos trés canais do mesocosmos, correspondendo a cada uma das trés
concentracdes (controlo, concentracéo baixa e concentragdo alta), medidos imediatamente
antes da realizagéo dos ensaios experimentais com os exemplares de barbo-comum. Tanto a
velocidade da dgua como o oxigénio dissolvido foram medidos apenas uma vez em cada

canal e por isso nao apresentam desvio-padrao.

Tabela 3.4: Paradmetros fisico-quimicos da dgua em cada canal (Média + Desvio padréo; Controlo 0,0
pg/L; Concentracdo baixa 1,2 pg/L; e Concentragao alta 2,0 pg/L; cada um com valores de oxigénio
dissolvido de 9,02 mg/L, 9,83 mg/L e 9,75 mg/L, respetivamente e valores de velocidade da agua de

0,10 m/s para as trés concentracdes).

Controlo Concentracdo baixa Concentracédo alta
Parametros
(0,0 pg/L) (1,2 pgiL) (2,0 pgiL)
pH 8,42 + 0,19 8,45 + 0,24 844 + 0,27
Temperatura (°C) 19,08 + 1,13 19,06 + 1,10 19,06 + 1,11
Condutividade (mS/cm) 0,83 + 0,02 0,83 + 0,02 0,81 + 0,01
Profundidade (cm) 12,30 + 0,35 12,92 + 101 12,17 # 0,92
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Na Tabela 3.5 é possivel verificar que os peixes utilizados em cada tratamento com

diferentes concentracfes de PE, evidenciaram comprimentos totais e massa semelhantes.

Tabela 3.5: Parametros biométricos dos exemplares de barbo-comum testados em cada um dos
tratamentos, apds a exposicao prévia a diferentes concentracbes do PE (Média + Desvio padrao;

Controlo 0,0 pg/L; Concentragao baixa 1,2 ug/L; e Concentragao alta 2,0 ug/L).

Controlo Concentracédo baixa Concentracdo alta
Parametros
(0,0 pg/L) (1,2 pgiL) (2,0 ug/L)
Comprimento total (cm) 145 + 1,7 13,9 + 2,1 14,6 + 15
Massa (g) 28,82 + 115 2833 + 9,36 30,75 £ 9,22

Os resultados referentes a atividade de rotina (Figura 3.9) mostram que, em termos de
frequéncia relativa (%), a letargia € o comportamento que apresentou diferencas significativas
entre o controlo e a concentracéo alta (y?= 4,542 e p= 0,033), ndo tendo sido observadas
diferencas no emparelhamento entre as restantes concentracfes no que diz respeito a esta
variavel (Controlo vs. Concentragédo baixa: y?= 2,643 e p= 0,104; Concentracdo baixa vs.
Concentragédo alta: y?= 0,168 e p= 0,682). Em particular, com a adicdo do pesticida, do
controlo para a concentragdo alta houve um aumento significativo na percentagem de tempo
passado em letargia (de 25,23% para 44,87%). A atividade de natag&o (procura) revelou ser
a mais frequentemente desempenhada pelos exemplares de barbo-comum, que passaram a
maior parte do tempo (> 50%), independentemente da exposicdo prévia a diferentes
concentracbes de PE, nesta atividade. N&o foram, contudo, encontradas diferencas
significativas nesta variavel para as 3 concentragbes de PE testadas (Controlo vs.
Concentragéo baixa: y%= 2,173 e p= 0,140; Controlo vs. Concentraco alta: y?= 1,620 e p=
0,203; Concentracdo baixa vs. Concentracdo alta: y?= 0,008 e p= 0,927). Tanto para a
natacao (fuga) como para as alteragdes de direcdo, ndo foi efetuado nenhum teste estatistico

devido ao numero de amostras ser pequeno (N= 4 e N= 39, respetivamente).

19



70

=
o

60
= 50
S b
.g ab
= 40
[
o
2 30
<% a
O
o
L 20
O [ | . | |

Letargia Natacéo (procura) Natacdo (fuga)  Alteracdes de direcéo

Controlo  mConcentragéo baixa ®Concentracéo alta

Figura 3.9: Frequéncia relativa (%) dos diferentes tipos de atividade de rotina (letargia, natacéo
(procura), natagdo (fuga) e alteracdes de direcéo) executadas pelos exemplares do barbo-comum nos
canais experimentais do mesocosmos apds exposicdo prévia (2 horas) a diferentes niveis de
concentracdo do pesticida PE (Cinzento claro — Controlo 0,0 pg/L; Cinzento escuro - Concentracao
baixa 1,2 pg/L; e Preto - Concentracdo alta 2,0 pg/L). Diferencas significativas (P < 0,05) entre
proporcdes (testes x?) representadas pelas diferentes letras.

Os resultados referentes a coesédo de cardume dos exemplares de barbo-comum
avaliada durante os ensaios experimentais encontram-se na Figura 3.10. Através do teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, foi possivel concluir que, ndo existem diferencas
significativas entre as trés concentragfes (controlo 0,0 pg/L; concentracdo baixa 1,2 pg/L;
concentracgéo alta 2,0 pg/L) (x?= 0,626 e p=0,731).
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Figura 3.10: Coeséo de cardume dos exemplares de barbo-comum, avaliada pelo racio (entre o valor
da coesdo de cardume e o numero de peixes presentes no canal) que varia apenas entre 0,25 e 1. A
coeséo do cardume foi avaliada de acordo com a seguinte classificacdo (Manek et al., 2014): 1-nenhum
peixe a distancia menor que o comprimento de um peixe; 2- dois peixes a distdncia menor que o
comprimento de um peixe; 3- trés peixes a distancia menor que o comprimento de um peixe e 4- todos
0s peixes a distancia menor que o comprimento de um peixe. A média (ponto central), mediana (risco
central) e desvio padrdo (bigodes) encontram-se representados no grafico sendo o cinzento claro —

controlo 0,0 pg/L; cinzento escuro - concentragdo baixa 1,2 ug/L; e preto - concentracao alta 2,0 pg/L.

No que diz respeito a ousadia, na Figura 3.11, é possivel observar a frequéncia relativa
(%) do numero de tentativas e a eficiéncia de transposicao (%) (racio entre o niumero de
sucessos - sempre que ocorre a transposicao da rampa que separa o canal do tanque de
montante e, 0 nimero de tentativas levadas a cabo para transpor a rampa) dos exemplares
de barbo-comum durante os ensaios experimentais, ap0s prévia exposicdo a diferentes
concentracdes do PE (0,0; 1,2; 2,0 pg/L). Relativamente a frequéncia relativa do numero de
tentativas, foi observado um decréscimo significativo da propor¢éo de tentativas do controlo
(37,43%) para a concentracdo baixa (21,05%) (y?= 4,993 e p= 0,025) e um posterior
acréscimo significativo desta para a concentracéo alta (41,52%) (x? = 7,962 e p= 0,005). Por
outro lado, ndo se observaram diferencas significativas entre o controlo e a concentragéo alta
(x?= 0,315 e p= 0,574). Como tal, foi na concentracdo baixa em que a proporcao de tentativas
foi significativamente menor. Relativamente a eficiéncia de transposi¢cédo, embora visualmente
se tenha observado um decréscimo deste parametro com o aumento da concentracdo de PE,

nomeadamente do controlo (21,09%) para a concentracao baixa (6,94%), ndo se observaram
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diferencas estatisticamente significativas neste ultimo parametro (Controlo vs. Concentracdo
baixa: y? = 0,003 e p= 0,953; Controlo vs. Concentracgéo alta: y? = 0,141 e p= 0,708).
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Figura 3.11: Ousadia avaliada através da frequéncia relativa do nimero de tentativas e a eficiéncia de
transposicao (racio entre 0 niUmero de sucessos — sempre que ocorre a transposi¢do da rampa que
separa o canal do tanque de montante e, o nimero de tentativas levadas a cabo para transpor a rampa)
de barbo-comum observados nos canais do mesocosmos, ap0s prévia exposicdo a diferentes
concentracdes (Cinzento claro — Controlo 0,0 pg/L; Cinzento escuro - Concentra¢do baixa 1,2 ug/L; e
Preto - Concentragdo alta 2,0 pg/L do pesticida PE. Diferencas significativas (P < 0,05) entre propor¢des

(testes x?) representadas pelas diferentes letras.
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4. Discusséao

Nos ultimos anos, a contamina¢ao dos ecossistemas aquaticos, em particular dos rios,
tem vindo a aumentar devido a intensificacdo de escoamentos agricolas, industriais e urbanos
(Verhougstraete et al., 2015; Beiras, 2018). O uso excessivo de pesticidas é uma das
principais causas, sendo os inseticidas um dos pesticidas mais frequentemente encontrados
nestes sistemas (Liu et al., 2009). Os inseticidas do tipo piretrides sdo extensamente
utilizados devido ao potencial reduzido impacto para os diferentes utilizadores, por se
utilizarem em baixas concentracées e devido a sua seletividade (Lopez-Lopez et al., 2001). E
importante serem estudados para perceber quais sao os efeitos que tem nos peixes pois estes
sdo conhecidos por serem mil vezes mais téxicos em peixes do que mamiferos/aves, devido
a absorcao do pesticida através das branquias (Edwards et al., 1986; Srivastav et al., 1997).
O PE é um dos inseticidas com maior potencial de acumulacéo em peixes, acabando por ser
prejudicial para os organismos aquaticos (Suvetha et al., 2015; Wang et al., 2016). Segundo
estudos realizados por Yaji et al., (2011), Shaluei et al., (2012) e Carcamo et al., (2017), existe
uma correlacdo positiva entre as altas concentracdes do pesticida e a mortalidade dos peixes.
E também possivel que ocorra a perda de equilibrio, ritmo de natag&o acelerado e convulsdes
(Kumar et al., 2007). Este trabalho teve como objetivo, avaliar o comportamento do barbo-
comum, uma espécie ciprinicola nativa presente em quase todas as bacias hidrogréaficas de
Portugal continental (Pinheiro et al., 2004) ap0s prévia exposi¢cdo de 2 horas a diferentes
concentragdes (0,0; 1,2; 2,0 pg/L) do pesticida PE num sistema de mesocosmos, utilizando

como parametros, a atividade de rotina, a coesao de cardume e a ousadia.

No que diz respeito a atividade de rotina, os resultados mostram que com o aumento
da concentracdo de PE, os exemplares do barbo-comum dispensaram mais tempo em
natagdo (procura) do que para as restantes trés atividades: letargia, natacdo (fuga) e
alteracbGes de direcdo. Sendo que, apenas a letargia demonstrou diferencas significativas
entre o controlo e a concentracdo alta do PE. Esta diferenca significativa pode ter implicacédo
numa menor probabilidade de encontrarem alimento devido a uma menor atividade e, como
tal, traduzir-se em taxas de crescimento mais baixas a médio prazo (Laubenstein et al., 2018;
Werner e Anholt, 1993). O resultado do parametro da letargia que se obteve é concordante
com o trabalho de Gonino et al., (2019), em que peixes da mesma espécie e do mesmo
estagio de vida (juvenil) também responderam a exposicdo crescente de concentracdo de
cinzas de fogos florestais com um aumento do tempo em letargia. Este fenédmeno é ainda
suportado por outros estudos (Marigoudar et al., 2009; Huang et al., 2016; Qiu et al., 2017),
gue mostram que a exposi¢cado dos peixes a diferentes pesticidas (Cipermetrina: 0,57 e 0,33
mg/L; Deltametrina: 7,5 e 15 pg/L; Clorpirifés: 0,024 mg/L, respetivamente) também pode

alterar a velocidade de natag&o, acabando até por adotarem uma posicao de repouso. Para
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concentracdes de deltametrina superiores a 7 pg/L, os exemplares de Danio rerio
apresentaram uma movimentacao rapida das branquias, rapidos movimentos operculares e
natacédo irregular (Huang et al., 2016). Para Floyd et al., (2008), exemplares de Pimephales
promelas expostos (4 horas) a concentracdes (0,072, 0,455 e 1,142 ug/L) sub-letais do
inseticida PE apresentaram anomalias na nata¢do e um maior risco de predacdo. Também é
possivel concluir gue, segundo estudos realizados por Black (1998) e Buhl e Hamilton (1991),
0S peixes se encontram mais sensiveis e mais propensos a contaminagao por pesticidas nos
primeiros estagios de vida. Tal advém do facto de peixes em estégios de vida iniciais ndo
terem ainda as vias metabdlicas totalmente desenvolvidas para conseguirem degradar
compostos quimicos estranhos a um organismo (xenobi6ticos) como tém os peixes adultos.
O resultado do parametro obtido é ainda concordante com os trabalhos de Anderson e Weber
(1975), Peters e Livingstone (1995) e Whyte et al. (2000).

A coesado de cardume € uma variavel comportamental muito estudada nos peixes
(Smith et al., 2018) e, do ponto de vista ecologico, é fundamental pois pode potenciar a
sobrevivéncia dos peixes que se movimentam em cardume, conferindo i) um menor risco
individual de os peixes serem capturados por um predador a medida que a coesdo aumenta
i) uma maior probabilidade de um predador ser detetado mais rapidamente (Ward et al., 2008)
e iii) uma maior capacidade de resposta do cardume por meio de manobras de evasao
sincronizadas (Hall et al., 1986). No presente trabalho, os resultados relativamente a coeséo
de cardume demonstraram que ndo foram encontradas diferencas para as trés concentracoes
utilizadas. De acordo com Gonino et al. (2019) a coesdo do cardume diminuiu a medida que
aumentou a concentragdo a que os exemplares de barbo-comum foram expostos a uma maior
concentracdo de cinzas. O facto de se ter observado uma reducdo da atividade pode
parcialmente explicar este fenémeno, uma vez que segundo Pritchard et al. (2001) um
aumento na atividade dos peixes pode aumentar a coesdo do cardume. Estudos realizados
por Bartolini et al. (2015) e Colchen et al. (2017), avaliaram também a coesao de cardume,
tendo em conta uma classificacdo diferente, a NND — “the nearest neighbour distance”, que
consiste na distancia mais préxima de um peixe a outro da mesma espécie (Tien et al., 2004)
e concluiram que a coesdo do cardume tende a alterar-se, diminuindo quando existe um
aumento na temperatura, ou até mesmo quando ocorrem combinaces de diferentes
perturbacGes (Maulvault et al., 2018). A auséncia de diferencas significativas no que diz
respeito a coesdo do cardume em resposta a crescente concentracdo do pesticida do PE a
que previamente foram expostos os exemplares, pode também ser parcialmente explicada
pelo baixo tempo de exposicdo (2 horas), quando comparada com o estudo realizado por
Gonino et al. (2019), em que o tempo de exposicdo as cinzas foi de 24 horas, sendo

necessario a realizacdo de estudos futuros para clarificar este ponto.
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A ousadia foi avaliada de acordo com o numero de tentativas que os individuos de
barbo-comum realizaram ao tentarem explorar a seccdo a montante do canal, transpondo a
rampa. O aumento da ousadia tem sido muito associado ao aumento de taxas de alimentacéo
e crescimento e a procura por areas mais favoraveis para reflgio e desova (Biro et al., 2003;
Laubenstein et al., 2018). E de notar que o nimero de tentativas aumentou do controlo
(37,43%) para a concentracdo alta (41,52%), enquanto na concentracdo baixa obteve-se a
menor frequéncia relativa (%) de tentativas (21,05%). Ou seja, 0 nimero de tentativas,
primeiramente diminui significativamente do controlo para a concentracdo baixa
possivelmente por ter existido uma retracdo da ousadia a presenca do PE, sendo que depois
aumentou significativamente para a concentracdo alta (onde o ambiente ja se encontrava
bastante alterado). Este aumento da ousadia para a concentragdo alta, onde existe um
decréscimo na concentracao baixa, esta relacionado com o efeito do tipo “subsidy-stress
gradient”, neste contexto, demostra que mesmo em concentracdes baixas e altas de um stress
externo, os individuos podem responder favoravelmente ou negativamente, respetivamente,
ao mesmo tipo de pressao (Odum et al., 1979). Os individuos respondem a um baixo nivel de
stress tornando-se menos afoitos, enquanto que, a um nivel superior desse stress acabam
por tentar “fugir’ do local afetado, aumentando assim o numero de tentativas de fuga
(transposi¢éo da rampa a montante). Segundo Leite et al. (2019) e Coleman e Wilson (1998)
individuos mais timidos tendem a recuar quando expostos a um “perigo”, enquanto individuos
mais ousados tendem a explorar o ambiente, apresentando uma maior tendéncia para
assumir riscos. O numero de tentativas foi superior para a concentragdo alta, ao contrario do
gue aconteceu com a eficiéncia de transposi¢édo, que diminui com a presenca do inseticida,
talvez porque o PE tenha afetado a capacidade de natacdo ou de saltos dos exemplares de
barbo-comum, reduzindo a capacidade de transposi¢cdo da rampa a montante. Relativamente
a eficiéncia de transposicéao (%), ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas
para as trés concentracdes, embora visivelmente se tenha observado um decréscimo deste
indicador com o aumento da concentracdo de PE, nomeadamente do controlo para a
concentracao baixa. A auséncia de diferencas significativas, podera ter sido devida ao baixo
namero de sucessos observados, sobretudo nos ensaios com a presenca do PE (n= 5,

concentracéo baixa, n= 6, concentragdo alta).

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos € um problema que se tem vindo a revelar
crescente devido ao aumento da quantidade de produtos industriais, agricolas e quimicos que
sao sistematicamente despejados nos rios e ribeiras (McGlashan e Hunghes, 2001; Ali et al.,
2008), provocando uma deteriora¢do do estado ecoldgico, com efeitos nas comunidades
piscicolas (Mahmoud, 2015). E necessério implementar medidas de gestdo e conservacio de
modo a nado prejudicar a saude dos ecossistemas aquaticos. Uma das medidas de

conservacdo pode ser a manutencdo e a plantagdo de vegetacdo riparia nativa, as quais
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constituem zonas tampao, pois tém o potencial para reter contaminantes agroquimicos e
assegurar a saude dos ecossistemas aquaticos (Feld et al., 2018). Funcionam também como
interface entre a zona terrestre-aquatica e sao locais de armazenamento de agua, recarga de
aguiferos e até de conversdo de nutrientes e matéria organica (Hughes, 1997; Dwire e
Lowrence, 2006). As fontes de poluicdo também causam muitos problemas nos seres vivos
que habitam nos sistemas aquéticos, uma vez que descarregam para a agua p.e. sais
minerais, substancias ndo biodegradaveis, fertilizantes, pesticidas, compostos farmacéuticos,
detergentes e metais pesados (Wu et al., 2020), sendo como tal necessario um controlo e
monitorizacdo continuo destas fontes de polui¢éo, tanto pontuais como difusas. E importante
salientar que neste trabalho, para se efetuar a avaliacdo das alteracées comportamentais nos
exemplares de barbo-comum, foi analisado um de muitos inseticidas utilizados com
regularidade na agricultura (Deanovic et al., 2018), podendo estes contaminantes em meio
natural, interagir de forma sinergistica com outros (p.e. fungicidas, herbicidas), aumentando o
efeito da prévia exposicdo ao PE (Piggott et al., 2015). Desta forma, seria desejavel que no
futuro, se estudasse o efeito que um conjunto de pesticidas provoca nos exemplares de uma
espécie e se verificasse também quais as alteragfes nos respetivos parametros em estudo

(atividade de rotina, coesao de cardume e ousadia).
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5. Concluséao

Os resultados deste estudo evidenciaram que o comportamento do barbo-comum foi
afetado pela prévia exposi¢ao ao pesticida PE, tendo demonstrado uma alteracao significativa
nos parametros atividade de rotina e ousadia e que mesmo uma exposi¢cado de curta duracao
(2 horas) foi suficiente para alterar o0 comportamento de uma espécie piscicola nativa, com
implicacdes ecolbgicas a diferentes niveis. Para a atividade de rotina, concluiu-se que a maior
proporgdo de tempo foi passada em natacéo (procura) pelos exemplares de barbo-comum,
mas apenas a letargia demonstrou diferencas significativas. A ousadia foi superior tanto na
auséncia como na concentragao alta do PE, enquanto a menor ousadia foi na presenca da
concentracdo baixa do PE. A diferenca significativa no parametro da letargia entre o controlo
e a concentracao alta do PE pode ter implicacdes ao nivel do crescimento do individuo, pois
passam maior tempo em letargia e a sua procura por alimento podera ser menor (Laubenstein
et al., 2018; Werner e Anholt, 1993). Na ousadia, verifica-se que em baixos niveis e altos de
PE, os individuos respondem a esse stress favoravelmente ou negativamente (Odum et al.,
1979), acabando por serem mais timidos a baixos niveis e mais afoitos quando estéo
presentes a um nivel elevado, acabando por tentar “fugir’ do local afetado. Futuros estudos
devem-se focar na utilizagdo de outros pesticidas, para a avaliagdo de potenciais efeitos
aditivos ou sinergisticos nos peixes. E necesséario também perceber a ligacdo entre as
alteracdes na capacidade natatoria e de salto com a exposi¢éo ao pesticida, podendo fornecer

informacdes Uteis para ambos 0s campos.

Para concluir, é através dos resultados obtidos que se pode implementar medidas de
gestao e conservacao para 0s ecossistemas aquaticos mais sensiveis e consequentemente
para as espécies nativas, com o controlo mais rigoroso das fontes de poluicdo pontuais e
difusas, de modo também a perceber qual o tempo de residéncia destes contaminantes em

adgua a fim de ndo causar alteracdes comportamentais nos peixes.
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