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Resumo

A crescente utilizac@o de pesticidas é cada vez mais uma preocupagdo ambiental,
devido aos seus efeitos adversos em varios organismos aquaticos, nomeadamente nos peixes
de &gua doce. Contudo, poucos sédo os trabalhos que se focam nos efeitos sub-letais destes
contaminantes, sobretudo em cipriniformes, uma das ordens com maior numero de espécies.
Este estudo baseou-se na avaliagdo dos efeitos sub-letais de um pesticida numa espécie
piscicola exoética em Portugal — o alburno (Alburnus alburnus). Os peixes foram expostos a
trés concentracbes do inseticida piretroide esfenvalerato (controlo 0,0 ug/L; concentragao
baixa 1,2 ug/L; concentracao alta 2,0 ug/L) durante duas horas e o seu comportamento foi
avaliado em ensaios de mesocosmos. As métricas comportamentais, avaliadas a cada 3
minutos, incluiram: i) a atividade de rotina, classificada como letargia, natacdo (procura),
natacéo (fuga) ou mudancas direcionais, ii) a ousadia, avaliada pela proporcéo de tentativas
de transposicdo da rampa a montante e iii) a coesdo de cardume, classificada de 1 a 4 de
acordo com a distancia entre os peixes. Nao foram verificadas diferengas estatisticamente
significativas entre as trés concentragdes de esfenvalerato para cada uma das métricas,
sendo que: i) 0s peixes passaram a maior parte do tempo em natacéo (procura) (59,6% no
controlo, 64,6% na concentracdo baixa e 69,2% na concentracao alta), ii) a percentagem de
tentativas de transposicdo da rampa foi de 33,20% para o controlo, 34,85% para a
concentracdo baixa e 31,95% para a concentragao alta e iii) os peixes passaram a maior parte
do tempo em coesdao maxima (nivel 4) (controlo: 82%; concentracdo baixa: 85%;
concentracdo alta: 73%). Os resultados mostraram que os exemplares de alburno ndo foram
afetados pela exposicao ao esfenvalerato, o que lhes confere, a partida, uma maior vantagem
competitiva sobre espécies nativas. Com base nos resultados, e nas potenciais implicacdes

destes, sé@o sugeridas medidas de gestéo e futuras linhas de investigacao.

Palavras-chave: piretroide esfenvalerato, alburno, mesocosmos, efeitos sub-letais, atividade

comportamental.



Abstract

The growing use of pesticides is an increasingly environmental concern, due to their
adverse effects on various aquatic organisms, namely freshwater fish. However, there are few
studies that focus on the sub-lethal effects of these contaminants, especially in cypriniforms,
which constitute one of the orders with the largest number of species. This study aimed to
evaluate the sub-lethal effects of a pesticide on a fish species, exotic in Portugal, the bleak
(Alburnus alburnus). The fish were exposed to three concentrations of the pyrethroid
insecticide esfenvalerate (control 0,0 ug/L; low concentration 1,2 ug/L; high concentration 2,0
pg/L) for two hours, and their behavior was later evaluated in mesocosm experiments.
Behavioral metrics, assessed every 3 minutes, included: i) routine activity, classified as
lethargy, swimming (searching), swimming (fleeing) or directional changes, ii) boldness,
measured by the proportion of attempts to cross the ramp upstream and iii) the shoal cohesion,
classified from 1 to 4 according to the distance between the fish. There were no statistically
significant differences between the three esfenvalerate concentrations for each of the metrics:
i) the fish spent most of their time swimming (searching) (59.6% at the control, 64.6% at the
low concentration and 69.2% at the high concentration), ii) the percentage of attempts to cross
the ramp was 33.20% for the control, 34.85% for low concentration and 31.95% for high
concentration and iii) fish spent most of the time in maximum cohesion (index 4), i.e. all fish at
a distance less than the length of one fish of each other (control: 82%; low concentration: 85%;
high concentration: 73%). The results showed that bleak behavior was not affected by previous
exposure to esfenvalerate, which grant them a greater competitive advantage over native
species. Based on the results and their potential implications, management measures and

future lines of research are suggested.

Keywords: pyrethroid esfenvalerate, bleak, mesocosm, sub-lethal effects, behavioral activity.
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1. Introducéo
1.1 Fatores de pressao nos ecossistemas aquaticos

Os ecossistemas aquéticos dulgaquicolas, como rios e ribeiras, sdo dos mais diversos
do mundo (Dudgeon, 2019) e fornecem varios servicos de ecossistemas essenciais, como a
disponibilidade de agua doce, alimentagdo, regularizacdo do clima, purificagdo da &gua,
transporte de nutrientes e valores recreativos (Leite, 2018; Green et al.,, 2015). Os
ecossistemas ribeirinhos estado entre os mais degradados pelo Homem e séo, por isso, dos
mais ameacados (Branco, 2013), estando sujeitos a multiplas pressdes: uso do solo,
distarbios hidroldgicos, poluicdo, alteragdes climaticas, sobre-exploragdo e espécies exoticas
(Leite, 2018).

Entre os varios organismos aquaticos, 0s peixes sao bastante sensiveis a contaminacao
ambiental da &agua (Choudhury, 2018). Estes tém recebido especial atencao,
comparativamente a plantas e microrganismos, devido a sua importancia econémica e pela
facilidade em trabalhar com estes organismos em laboratério (Schéfer et al., 2011). Os peixes
tém a capacidade de absorver e concentrar toxinas e contaminantes diretamente da 4gua ou
indiretamente de outros organismos, como peixes mais pequenos, invertebrados ou
vegetacdo aquatica (Polat et al.,, 2016), devido aos processos de bioacumulacdo e
biomagnificagdo (Dang, 2016).

Dentro dos principais impulsionadores da perda de biodiversidade, a escala global,
encontram-se as invasdes bhioldgicas. Por todo o mundo tém sido introduzidos peixes néo-
nativos, provocando efeitos adversos nos ecossistemas de agua doce, sobretudo espécies
invasoras, que provocam alteracdes significativas nas comunidades nativas (Almeida et al.,
2014). Os impactos em comunidades nativas provocados por espécies piscicolas invasoras
resultam de hibridizacdes, transporte de doencas, alteracdes na cadeia alimentar, predacéo
e competicao interespecifica (Almeida & Grossman, 2012). A invasado de espécies exéticas
pode levar a extincdo de espécies nativas e a homogeneizacao das comunidades piscicolas
(Wilcove et al., 1998). As espécies invasoras bem-sucedidas prosperam em diferentes
condicbes ambientais e podem ser favorecidas pela degradacdo ambiental (Milardi et al.,
2018; Crawley, 1986). O ambiente desempenha um papel importante na regulacdo da
distribuicao das espécies, podendo o sucesso das invasdes de espécies dever-se a um efeito
sinergistico entre as mudancas nas condicbes ambientais e a espécie exotica,
independentemente das comunidades nativas (Moyle & Light, 1996). Os rios ibéricos tém
vindo a sofrer introdu¢des de varias espécies desde o século XVII (Anastécio et al., 2019), o
que tem sido apontado como um dos principais fatores responsaveis por afetar a

sobrevivéncia das espécies nativas, na sua maioria endémicas (Costa et al., 2021; Elvira &



Almodovar, 2009). Na Peninsula Ibérica, as espécies introduzidas estdo bastante dispersas e
continuam a expandir as suas areas de distribuicdo (Ribeiro & Leunda, 2012). Muitas
introducdes tiveram um objetivo especifico, como piscicultura ou pesca desportiva, e muitas
foram acidentais, homeadamente a partir de espécies que se terdo deslocado de Espanha

pelos rios internacionais ou da fuga de exemplares de aquaculturas (Godinho, 2006).
1.2 Alburno (Alburnus alburnus)

O alburno (Alburnus alburnus) (Figura 1.1) é um cipriniforme leuciscideo nativo de quase
toda a Europa e da Asia, sendo uma espécie exotica invasora em Portugal. O seu periodo de
reproducdo é de abril a agosto e apresenta uma longevidade de 5 anos no meio natural. Foi
introduzido na Peninsula Ibérica em 1992, para fins de pesca desportiva e como isco-vivo na
pesca de outras espécies, tendo invadido praticamente toda esta regido em menos de duas
décadas. Habita preferencialmente ambientes Iénticos, como albufeiras, e rios de médio e
grande porte, onde se alimenta de organismos macroinvertebrados, zooplancton e algas
(Collares-Pereira et al., 2021). Atualmente, os alburnos estao dispersos por varios cursos de
agua ibéricos, cujo sucesso se explica pela sua facilidade de adaptacéo as condi¢des locais
(Ferreiraetal., 2007) e, por sua vez, a uma grande variedade de ecossistemas mediterranicos,
incluindo ambientes Iénticos e I6ticos. E uma espécie gregaria e é conhecida por ser tolerante
a diversas pressfes antropogénicas, como a degradacdo do habitat e da qualidade da agua
(Maceda-Veiga & de Sostoa, 2011), o que Ihe confere uma capacidade de adaptagédo e
sobrevivéncia superior, comparativamente a outras espécies, nomeadamente espécies
nativas (Almeida et al., 2014). E um potencial agente de transmiss&o de doencas e parasitas
as espécies nativas, com as quais pode hibridar e causar impactos a nivel genético (Collares-
Pereira et al., 2021).

Figura 1.1. Alburno (Alburnus alburnus). Fonte: https://wiki.fishingplanet.com/



https://wiki.fishingplanet.com/

1.3 Pesticidas
1.3.1 Problemas associados a utilizagdo de pesticidas

A intensificacdo das atividades humanas nos ecossistemas de 4gua doce ameaca a
qualidade da &gua e a biodiversidade desses sistemas (Leite, 2018). A crescente utilizacdo
de pesticidas é cada vez mais uma preocupacao ambiental, devido aos seus efeitos adversos
em varios organismos. Nos sistemas fluviais existe uma direccionalidade inerente promovida
pelo fluxo de dgua, em gue as condi¢des presentes a montante influenciam as condicfes e
processos que ocorrem a jusante (Allan et al., 1997). Tanto cidades como areas agricolas
provocam escoamento de pesticidas e outros contaminantes, atingindo os cursos de agua
envolventes, acabando por se acumular nos sedimentos e nos seres vivos (McGourty et al.,
2009). Entre os produtos quimicos antropogénicos, 0s pesticidas sao os que levantam mais
problemas, uma vez que sao utilizados especificamente para controlar plantas ou organismos
indesejados, podendo afetar simultaneamente os organismos-alvo e 0s ndo-alvo. Vinsando o
aumento da produtividade agricola, o uso generalizado de pesticidas vai aumentando,
nomeadamente os herbicidas, inseticidas e fungicidas (Santana et al., 2021). Durante as
chuvadas, aumenta a presenca de pesticidas em ambientes aquaticos dulgaquicolas, através
da lixiviagdo e drenagem destes compostos quimicos, o que sugere que existem variagcdes
sazonais nos niveis de contaminacao (Meite et al., 2018). Estima-se que aproximadamente
300 mil milhdes de quilogramas de compostos sintéticos usados em diversas industrias

entrem nestes ecossistemas anualmente (Mensah et al., 2014).

As concentragfes de pesticidas em ambientes perturbados poderéo ser elevadas o
suficiente para matar certos organismos (Hatakeyama et al.,, 1990), afetando ndo s6
individuos, mas também causando impactos ao nivel das popula¢des (Baldwin et al., 2009) e
modificando a estrutura e a composi¢do das comunidades naturais (Hatakeyama et al., 1990;
Helgen et al., 1988). Para além de poderem causar mortalidade, podem também inibir enzimas
importantes, reduzir o crescimento, aumentar a suscetibilidade a doencas (Santana et al.,
2021) e, ainda, alterar o comportamento dos peixes. As alteracdes comportamentais induzidas
por contaminantes incluem mudancas nas preferéncias, no nivel de atividade, alimentacao,
desempenho, aprendizagem, predacéo, competicao, reproducéo e interacdes sociais (Weis &
Candelmo, 2012; Scott & Sloman 2004; Fleeger et al., 2003;). Estas mudangas poderéo ter
consequéncias significativas na aptiddo, sobrevivéncia e reproducéo individual. E ainda
reconhecido que muitos compostos podem comprometer a capacidade de natacdo de peixes
e de outros animais aquaticos (Werner & Moran, 2008), podendo levar a uma maior

vulnerabilidade face aos predadores.



Vérios estudos indicam que os pesticidas provenientes do escoamento agricola alteram
a funcéo neuroldgica, a atividade, a memoria espacial e o comportamento dos peixes face a
predadores (p.e. Swank et al., 2021; Connon et al., 2009; Floyd et al., 2008; Werner & Moran,
2008). No entanto, os efeitos destes produtos no seu comportamento permanecem ainda
pouco conhecidos. Os efeitos dos pesticidas nos peixes dependem do estagio de vida destes,
da concentracdo e da duracdo de exposicdo. Uma exposicdo mais longa ou, ainda,
exposi¢cdes a concentragdes mais elevadas podem conduzir a efeitos mais acentuados
(Schéfer et al., 2011).

1.3.2 Toxicidade dos pesticidas

Conseguir identificar os efeitos sub-letais de pressbes ambientais ndo apenas nos
individuos, mas também em populagfes € ainda um grande desafio na area da ecotoxicologia
(Connon et al., 2009). Para além de poderem afetar a sobrevivéncia dos organismos, 0s
contaminantes podem interferir na aptidao ecolégica das espécies através de efeitos sub-
letais fisiol6gicos, comportamentais ou imunoldgicos (Connon et al., 2009). Os mecanismos
de toxicidade de pesticidas, a nivel molecular, funcionam de maneira diferente dependendo
da espécie e dos tecidos expostos. Entre os diferentes grupos de animais que existem em
ecossistemas dulgaquicolas, os peixes sdo os mais conhecidos pela sua sensibilidade (na
reproducdo e desenvolvimento) a toxicidade de pesticidas (Yang et al., 2021). Em muitos
casos, a toxicidade dos pesticidas resulta em neurotoxicidade, distlrbios enddcrinos e
reprodutivos e ainda efeitos carcinogénicos (Lushchak et al., 2018). Apesar da toxicidade dos
pesticidas para os peixes, 0s seus efeitos no comportamento da atividade destes organismos
tém sido raramente investigados, quer em espécies nativas, quer em exéticas — é expectavel
que a tolerancia destas ultimas seja maior, por serem espécies geralmente mais plasticas e
tolerantes a degradacao ambiental (Segurado et al., 2011) — sabendo-se que pode causar
efeitos sub-letais e alteragbes comportamentais (Baldwin et al., 2009). Estes produtos
quimicos, devido a sua lipofilicidade, acumulam-se em 6rgédos de peixes e outros animais
aquaticos (Schafer et al., 2011). Utilizando-os como alimento, os humanos sao expostos a
concentracdes ainda mais elevadas do que as detetadas no meio aquatico, tendo-se
evidenciado uma relacdo direta com o aumento do risco de contrair doencgas pulmonares,

diabetes e cancro (Santana et al., 2021; Cuevas et al., 2018).

Os inseticidas sdo o maior grupo de pesticidas (Figueiredo, 2014). Dentro dos
inseticidas, os mais utilizados sdo os organofosforados, os piretroides e os carbamatos
(Santana et al., 2021). A utilizac&o de piretréides é cada vez mais frequente (Vieira & dos Reis
Martinez, 2018), sendo que estes apresentam uma maior eficdcia enquanto inseticidas,
guando comparados com os organofosforados e carbamatos. Os piretrdides séo inseticidas

sintéticos derivados das piretrinas (Miao et al., 2017), sendo obtidos a partir dos principios



ativos presentes nos extratos das flores secas de Crisantemo (flores do piretro) (Corcellas et
al., 2012). Estes neurotéxicos séo altamente hidrofébicos (log Kow 4-27) e a sua forte afinidade
pela fase solida resulta numa rapida aderéncia aos sedimentos e a outras superficies (Lao et
al., 2012). Os piretroides, utilizados ha muitos anos no controlo de pragas, sdo bastante
eficazes em concentracdes baixas (Oros & Werner, 2005). No entanto, estdo presentes em
concentracdes toxicas nas aguas superficiais de areas agricolas e urbanas em todo o mundo
(Deanovic et al., 2013). Os varios tipos de piretroides apresentam o mesmo modo de acao, e
séo divididos em dois tipos (tipo | e tipo Il), consoante a sua estrutura quimica. A diferenca
entre eles esta na intensidade do efeito, que é mais pronunciado para os piretréides do tipo Il
(Liang et al., 2013). Os do tipo | sdo menos toxicos quando a temperatura aumenta,

contrariamente aos do tipo Il que tém um efeito inseticida mais elevado (Figueiredo, 2014).

A toxicidade aguda é definida como uma reducgéo significativa na sobrevivéncia dos
organismos expostos a um determinado composto e num determinado periodo de tempo
relativamente curto (minutos a dias). E expressa como a concentracéo letal para metade de
uma populacgdo (LC50). Para os piretréides, os valores de LCso — para 96 horas — conhecidos
para varias espécies de peixes, insetos aquaticos e crustaceos encontram-se abaixo de 1
Mg/l (Werner & Moran, 2008). Ja os efeitos toxicos sub-letais sdo aqueles que ocorrem em
niveis de exposi¢cdo abaixo das concentragdes que causam mortalidade. Estes podem ter
consequéncias graves para a aptidao, reproducéo e sobrevivéncia dos organismos, podendo,
por sua vez, levar a efeitos ao nivel populacional (Werner & Moran, 2008). No meio aquatico,
0s piretréides atuam no sistema nervoso central dos organismos, provocando efeitos toxicos
sobretudo nos peixes (Caliskan et al., 2003). Como os piretréides sao neurotoxinas potentes,
a atividade comportamental pode estar entre 0os parametros mensuraveis mais sensiveis e
ecologicamente relevantes para a avaliar os efeitos toxicos sub-letais (Werner & Moran,
2008). Varios estudos revelam que os piretroides sdo altamente toxicos no meio aquatico,
alterando o comportamento de algumas espécies, como peixes e anfibios. Para a espécie
piscicola Oryzias latipes, a concentragcdo na agua de piretréides de 1 ug/L de deltametrina ou
1 pg/L de cipermetrina é suficiente para afetar a natagéo (Figueiredo, 2014). Outras espécies
que revelaram efeitos sub-letais da exposicdo aguda a cipermetrina no comportamento de
natacdo foram: Danio rerio, Channa punctatus, Oncorhynchus mykiss e Lepomis macrochirus
(Palmquist et al., 2012). Estes efeitos sub-letais incluiram natacéo rapida e errética, perda
parcial/completa de equilibrio, espasmos na mandibula, respiragdo acelerada, letargia e

escurecimento na pigmentacao.

1.3.3 Inseticida piretrdide esfenvalerato

Com o0 aumento da resisténcia aos inseticidas organofosforados por parte dos

organismos-alvo, o uso de piretroides, como o esfenvalerato (tipo Il), tem aumentado



rapidamente (Epstein et al., 2000). O esfenvalerato € utilizado em diversas culturas, como o
tomateiro, a batateira, arvores de fruta (macieira, pereira e videira) e ainda em culturas de
algodao, centeio, cevada, entre outras, cada uma com diferentes intervalos de seguranca
recomendados (em dias), de acordo com a Diretiva 2005/396/CE (Cavaco & Henriques, 2013).
Os piretroides tém um baixo tempo de semi-vida, ndo havendo, por isso, longa persisténcia
no meio ambiente. O esfenvalerato € um ciano-piretréide dos de mais dificil degradacéo. No
entanto, uma possivel via de degradacdo de piretréides no solo é a fotdlise. Condicbes
experimentais indicam que o tempo de semi-vida do esfenvalerato num solo a luz solar € de
7,8-100,0 dias, ao passo que num solo em ambiente escuro é de 150,0-553,4 dias (Palmquist
et al., 2012).

Varios estudos apontam para que a exposicao ao esfenvalerato possa afetar a ecloséo
dos ovos e a viabilidade dos individuos larvares (Werner et al., 2002), assim como provocar
sinais de comportamento de natacdo alterado, comprovados em peixes da familia
Atherinopsidae (Renick et al., 2015), em Osmerideos (Connon et al., 2009) e até mortalidade,
como comprovada em estados larvares da espécie Oncorhynchus mykiss (Barry et al., 1995).
As larvas de peixe sao bastante sensiveis ao esfenvalerato, como as da espécie Pimephales
promelas, que mostrou ndo sO alteracbes na natagdo, como também uma maior
suscetibilidade a predagéo (Floyd et al., 2008). A mortalidade podera ndo ocorrer de imediato
guando a duracdo de exposicdo é curta (horas). Por exemplo, as larvas da espécie
Pimephales promelas demonstraram alteracdes na natagdo apos a exposicao de 4 horas a
0,7 pg/L de esfenvalerato. Com um periodo de recobro de 20 horas em agua de controlo, a
LCso foi de 2.04 ug/L de esfenvalerato (Werner & Moran, 2008).

A concentragdo, tempo e frequéncia de exposi¢cdo sédo fatores muito importantes que
afetam a toxicidade. Uma exposicao continua de certa durac@o podera originar efeitos mais
toxicos do que varias exposicdes dentro do mesmo periodo de tempo. Por outro lado,
exposi¢cdes de baixas concentracdes e longa duracdo podem nao causar efeitos, enquanto
exposicoes de elevadas concentracdes e de curta duracdo podem ser suficientes para causar

impactos populacionais (Werner & Moran, 2008).

1.4 Objetivo

A excessiva utilizacdo de pesticidas levou a elaboracdo de varios estudos que
investigam como e em que medida estes compostos exercem toxicidade nos organismos
aquéticos, nomeadamente ao nivel neuroldgico (Santana et al., 2021). Estes estudos s&o
muitas vezes realizados em sistemas de mesocosmos (Mameri et al., 2020; Finnegan et al.,
2018; Rimet & Bouchez, 2011; Heckmann & Friberg, 2005). Os mesocosmos séo estruturas

experimentais que simulam o ambiente natural e permitem fazer ensaios com animais



selvagens em condicBes parcialmente controladas (Gonino et al., 2019). Estudos levados a
cabo nestas estruturas tém como vantagem o controlo da maior parte dos fatores ambientais
(p.e., turbuléncia, luz, nutrientes), sendo mais facil avaliar o efeito dos pesticidas nos
organismos, controlando os fatores causadores de ruido (Rimet & Bouchez, 2011). Assim,
este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento de uma espécie exotica em
Portugal — o alburno (Alburnus alburnus) — num sistema de mesocosmos, apds exposicao
prévia (2 horas) a diferentes concentra¢des do inseticida piretroide esfenvalerato (um controlo,
i.e., sem adicdo de pesticida, uma concentracdo baixa e uma mais elevada). Os parametros
comportamentais avaliados foram: i) a atividade de rotina (Brownscombe et al., 2014),
classificada como letargia, natacéo (procura), hatacao (fuga) ou mudancas direcionais; ii) a
ousadia, ou seja, a vontade de assumir riscos (Laubenstein et al., 2018), avaliada pela
proporgcdo de tentativas de transposicdo da rampa a montante e iii) a coesédo de cardume,
classificada de acordo com o nimero de peixes agregados a uma distancia menor do que o
comprimento de um peixe (Manek et al., 2014). Ecologicamente, estas métricas sdo muito
importantes, pois estes comportamentos conferem aos peixes a capacidade de sobreviver
nos rios, desde a procura de novos locais favoraveis para refugio e desova (Laubenstein et
al., 2018) até a sobrevivéncia em grupo (Mameri et al., 2020). Espera-se que, com 0 aumento
de concentragdo do pesticida, os peixes demonstrem: i) uma menor atividade (i.e., uma maior
propor¢ao de tempo passado em letargia), ii) menor ousadia e iii) menor coeséo de cardume.
No entanto, o facto de o alburno ser uma espécie exotica em Portugal, e teoricamente mais
tolerante e plastica (Vinyoles et al., 2007), leva a crer que esta espécie seja mais tolerante a
exposi¢cdo ao esfenvalerato, quando comparada com uma espécie nativa. Esta potencial
toler&ncia podera causar impactos na fauna nativa, ao nivel da estrutura das comunidades
(Elvira & Almoddvar, 2009), uma vez que pode conferir vantagens competitivas a espécies

exoticas.



2. Materiais e Métodos
2.1 Conformidade com os padrdes éticos

Todos os procedimentos que envolveram a captura de peixes no seu ambiente natural,
0 seu alojamento e ensaios foram realizados em conformidade com as normas europeias
(Diretiva 2010/63/EU) e com a legislacdo portuguesa, mais especificamente com o Decreto-
Lei 113/2013, de 7 de agosto, artigo 35, n.° 5, que transpde a Diretiva Europeia para ensaios

com animais.

As licengas (n.° 299/2021/CAPT e 300/2021/CAPT) e credenciais (n.° 38-A/2021 e
39/2021) de captura, manuseamento, e transporte de peixes foram emitidas pelo Instituto
Portugués de Conservagédo da Natureza e das Florestas (ICNF). O acondicionamento e 0s
ensaios experimentais foram coordenados por J. M. Santos, detentor de uma certificacdo
FELASA nivel C (www.felasa.eu) para dirigir experiéncias com animais. Neste sentido, todos
os procedimentos necessarios para a execucao deste estudo foram autorizados e realizados

com o0 minimo stress possivel para 0s peixes.
2.2 Caracterizacdo do pesticida

O inseticida piretroide esfenvalerato adquirido tem como nome comercial Flower's
SUMIFIVE ® PLUS (Figura 2.1) e apresenta-se na forma de 6leo e emulsdo viscosa, com 15

mL de volume e 5% (p/v), isto é, com uma concentragéo de 50 g/L.

Figura 2.1. Inseticida Piretréide Esfenvalerato (SUMIFIVE ® PLUS) utilizado nos pré-ensaios e nos

ensaios.



2.3 Pré-ensaios

Na auséncia de bibliografia relativa & forma como a ordem de peixes cipriniformes, e em
particular a presente espécie (familia Leuciscidae), reage em termos comportamentais a
presenca do referido inseticida, foram levados a cabo um conjunto de pré-ensaios que tiveram
como objetivo aferir qual ou quais as concentracbes que tém efeitos ao nivel do
comportamento nos peixes. Assim, as concentracdes escolhidas para os pré-ensaios foram
de 0,0625, 0,250, 1,2 e 2,0 pg/L. A concentragao de 0,0625 ug/L foi utilizada por Connon et
al. (2009), que evidenciou alteragdes no comportamento de um osmerideo, referindo também
efeitos comportamentais a partir da concentracédo de 0,250 ug/L, assim como no estudo
realizado por Renick et al. (2015). O piretréide esfenvalerato ndo € uma substancia prioritaria
para as aguas superficiais da Unido Europeia, ndo existindo nenhuma norma de qualidade
ambiental. No entanto, varios estudos demonstraram que os piretréides sdo altamente toxicos
no meio aquatico, ao ponto de alterarem o comportamento das espécies piscicolas em
concentracoes de apenas 1 ug/L (Palmquist et al., 2012). Assim, escolheu-se a concentracéo
de 1,2 ug/L e a concentracdo de 2 ug/L, para avaliar os efeitos com o dobro da concentracao
de 1 ug/L.

Os cipriniformes sdo a maior ordem de peixes de 4gua doce, que inclui uma grande
diversidade de espécies (Stout et al., 2016). Na impossibilidade de capturar individuos da
espécie-alvo em meio fluvial, devido ao elevado caudal que os rios ainda apresentavam em
abril, optou-se, para o efeito de selecdo das concentragcbes do inseticida piretroide
esfenvalerato a utilizar nos ensaios posteriores, pela utilizagdo de uma outra espécie exotica
da mesma ordem (cipriniformes) muito utilizada como indicador bioldgico da ecotoxicidade em
ambientes aquaticos (Ahmad et al., 2015) e facilimente adquirivel, a carpa-comum (Cyprinus

carpio).

As carpas (n= 14, comprimento médio: 9,5 cm; variagédo: 8-11 cm de comprimento total)
foram adquiridas numa aquariofilia certificada (Tropizoo ©) e, assim que chegaram ao campus
do Instituto Superior de Agronomia (ISA), foram colocadas num tanque de 1000 L com 800 L
de agua previamente tratada (Nutrafin Aquaplus ©), com filtro biolégico (Filtro Canister FX5
de alto desempenho, Fluval, Quebec, Canad4, com adi¢cdo de bactérias via Nutrafin Cycle ©)
e arejamento (2 pedras difusoras de diametro 7,5 cm), onde permaneceram durante um
periodo de 48 horas (Figura 2.2). Os peixes foram alimentados com flocos (Nutrafin ©) até 24

horas antes do inicio dos pré-ensaios.



Figura 2.2. Carpas no tanque de aclimatacdo (tanque de 1100 L; Filtro Canister FX5 de alto

desempenho, Fluval, Quebec, Canadd), durante 48 horas.

Apos o periodo de aclimatacéo de 48 horas, deu-se inicio aos pré-ensaios. As carpas
foram agrupadas em 4 grupos de 3 e foram distribuidas por 4 pequenos tanques de 50 L,
contendo pedras (seixos-rolados com diametros 4-7,5 cm) como substrato, e protegidas com
uma rede mosquiteira, de modo a minimizar o stress, durante 2 horas. Escolheu-se o periodo
de exposicéo de 2 horas como valor médio entre o periodo de 4 horas (em Renick et al., 2015
e em Connon et al., 2009) e o de 1 hora (em Barry et al., 1995), sendo ambos periodos de
tempo a partir dos quais j& se observaram efeitos do esfenvalerato em peixes. Por outro lado,
o periodo de 2 horas reflete também, aproximadamente, o tempo de exposicao aos pesticidas

a que os peixes normalmente estao sujeitos, apds um evento de precipitagdo moderada.

Apo6s esse tempo, foram verificados 5 indicadores RAMP (Reflex Action Mortality

Predictors):

a) Agarrar a cauda: parametro avaliado agarrando a cauda do peixe fora de agua. O
peixe é considerado alterado/comprometido se ndo se tentar libertar.

b) Equilibrio: parametro avaliado virando o peixe ao contrario dentro de agua. O peixe
tera perdido o equilibrio se ndo conseguir retomar o equilibrio em 3 segundos.

c) Flex&o corporal: parametro avaliado segurando o peixe pelo meio do corpo fora de
agua. O peixe é considerado alterado/comprometido se néo se tentar libertar.

d) Complexo da cabeca: parametro avaliado segurando o peixe fora de agua e
verificando 0s seus movimentos operculares. O peixe € considerado

alterado/comprometido se os movimentos operculares ndo forem regulares.
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e) Resposta ocular: parametro avaliado movimentando o peixe para os dois lados e
acompanhado o movimento dos olhos. O peixe é considerado alterado/comprometido

se ndo acompanhar o movimento dos olhos.

Esta metodologia foi originalmente desenvolvida para avaliar o stress e a mortalidade
dos peixes (Davis, 2010). A cada parametro verificado em cada exemplar atribuiu-se a
pontuacdo de 1 ou O, consoante a existéncia ou ndo de alteracdo do comportamento,
respetivamente. Como se verificou que apenas 3 exemplares de carpa evidenciaram
alteragbes no comportamento de flexdo corporal para as concentragdes de 1,2 e 2,0 ug/L
(Tabela 3.1), estas foram as concentra¢gfes escolhidas para 0s ensaios com os exemplares
de alburno.

2.4 Ensaios
2.4.1 Captura e transporte dos peixes

Os exemplares de alburno foram capturados no dia 28 de maio de 2021, na ribeira de
Sor, num trogo fluvial proximo da localidade de Ponte de Sor, tendo-se conseguido uma
amostra de 36 peixes, sempre de acordo com o protocolo adotado pelo Comité Europeu de
Normalizagédo (CEN, 2003). Escolheu-se um trogo representativo do sistema, no qual a
equipa, constituida por duas pessoas, se deslocou de jusante para montante em zig-zag, de
modo a percorrer todos os habitats presentes. Para a captura, recorreu-se ao método de
pesca elétrica de corrente continua (aparelho de pesca elétrica - Hans Grassl 1G-200) (Figura
2.3), que se baseia na criacdo de um campo elétrico na massa de agua e que, provocando
alteracdes no comportamento dos peixes, permite a sua captura. E um processo bastante
eficiente para baixas profundidades (< 0,8m) e relativamente inofensivo para a fauna piscicola
(Barbour et al., 1999).

11



Figura 2.3. Captura de peixes, recorrendo ao método de pesca elétrica (Hans Grassl 1G-200).

Ap0s a captura, os peixes foram mantidos numa nassa dentro do rio, fora da influéncia
da eletricidade, para serem mantidos em condi¢cbes de corrente e oxigenacao natural. De
seguida, foram medidos ao milimetro mais proximo com um ictiometro e foram transportados
para o campus do ISA em contentores de transporte de peixes (Hans Grassl, 190 L) com um

aparelho de aeracéo portatil (ELITE, Alemanha), para minimizar o stress do transporte.

2.4.2 Preparacdo do mesocosmos

Os efeitos dos pesticidas na atividade comportamental dos peixes foram testados no
sistema de mesocosmos (Figura 2.4) localizado no Campus do ISA. O sistema de
mesocosmos utilizado consiste num conjunto de 6 canais artificiais externos de zinco (cada

um com 0,4 m de largura x 4 m de comprimento x 0,2 m de profundidade).

12



/
/

Figura 2.4. Sistema de mesocosmos do ISA, constituido por 6 canais artificiais externos de zinco.

A &gua provém de uma nascente natural in situ considerada de boa qualidade
(Temperatura: 19,1 °C; pH = 8,06; Condutividade = 865 puS/cm; Oxigénio dissolvido (OD) =9
mg/L). A dgua é armazenada num tanque de 3000 L e, posteriormente, distribuida para os
tanques de 70 L, localizados na sec¢do superior de cada canal. Cada canal, delimitado a
jusante por um painel de malha fixa, segue para um tanque a jusante (70 L) conectado a uma
bomba (Kripsol OK-71 B, 0,56 kW) que opera num sistema de fluxo de recirculacdo para o
tanque de montante. Este sistema de recirculagdo torna cada canal independente. A
distribuicdo e a recirculacdo da agua foram asseguradas por um sistema de tubos de
polietileno de alta densidade (PEAD).

2.4.3 Delineamento experimental

No campus do ISA, os peixes foram mantidos por um periodo de 48 horas num tanque
de aclimatacgéo filtrado e arejado (tanques de 1000 L com 800 L de agua; Filtro Canister FX5
de alto desempenho, Fluval, Quebec, Canada) (Figura 2.5), onde foram colocados tubos de
PVC (45 cm x 25 cm x 10 cm) para os peixes utilizarem como abrigo e para diminuir eventuais
sinais de stress (Stammler & Corkum, 2005). Durante este periodo, os peixes foram

alimentados até 24 horas antes do inicio dos ensaios (flocos Tetrapond). A qualidade da agua
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nos tanques de aclimatacéo (temperatura, pH e condutividade elétrica) foi verificada todos os

dias através de uma sonda multiparamétrica (HANNA, HI 9812-5).

Figura 2.5. Tanque de aclimatacdo, no qual os peixes permaneceram durante 48 horas antes dos

ensaios.

Ap6s a aclimatacdo, os peixes (3 conjuntos de 4 peixes) foram expostos, durante o
periodo de exposicdo previamente definido (2 horas) e sob fotoperiodo natural, as trés
concentracdes escolhidas de esfenvalerato — 0,0 ug/L (controlo, sem esfenvalerato); 1,2 pg/L
(concentracgdo baixa) e 2,0 ug/L (concentracao alta) — em trés pequenos tanques (Figura 2.6)
com 50 L de agua e com pedras, para fornecer abrigo, tendo sido cobertos com redes
mosquiteiras, ndo s6 para minimizar o stress, mas também para evitar que 0s peixes
saltassem para fora. Verificou-se a qualidade da agua (temperatura, pH e condutividade) dos

tanques, através de uma sonda multiparamétrica (HANNA, HI 9812-5).
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Figura 2.6. Tanques de 50 L, onde os peixes foram expostos, durante 2 horas, as trés concentragdes

do inseticida piretréide esfenvalerato.

Os peixes foram posteriormente transferidos para 3 canais do mesocosmos, contendo
a agua da nascente do ISA a correr em regime fechado (Figura 2.7 a)), com o objetivo de
determinar os parametros comportamentais resultantes da prévia exposi¢éo ao esfenvalerato
(controlo, concentracdo baixa e concentragdo alta). Foi previamente feito um periodo de
aclimatacdo as condi¢cdes do mesocosmos, durante 10 minutos (Figura 2.7 b)), tendo os
peixes sido confinados a sec¢do mais a jusante, por intermédio de uma rede. ApoOs esse
periodo, a rede foi removida para permitir o acesso livre dos peixes a todo o canal (Figura 2.7
c¢)). Cada um dos trés tratamentos experimentais foi repetido 3 vezes, dando um total de 9
ensaios (3 concentracdes x 3 réplicas). Cada ensaio teve a dura¢do de 60 minutos e consistiu
na amostragem instantanea, a cada 3 minutos, dos par@metros comportamentais de cada um

dos 4 peixes:

1) Atividade de rotina, classificada como: i) letargia (ou seja, repouso), ii) natacdo
(procura), iii) natacdo (fuga) ou iv) mudancas direcionais (ou seja, uma alteracdo de 90°
no rumo do peixe) (Brownscombe et al., 2014). E uma caracteristica que esta fortemente
associada a elevadas taxas de alimentacdo e crescimento (Mameri et al., 2020;
Laubenstein et al., 2018);

2) Ousadia, avaliada pela proporcédo de tentativas de passagem para o tanque localizado
a montante (Figura 2.7 d)), num plano superior (Laubenstein et al., 2018). Reflete a

maior ou menor predisposicdo para assumir riscos em ambientes desconhecidos
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(Coleman & Wilson, 1998), podendo os peixes alcancar areas mais favoraveis para
refugio e desova (Mameri et al., 2020; Biro et al., 2003);

3) Coesédo de cardume, classificada como: 1 (nenhum peixe agregado a uma distancia
menor do que o comprimento de um peixe); 2 (dois peixes agregados a uma distancia
menor do que o comprimento de um peixe); 3 (trés peixes agregados a uma distancia
menor do que o comprimento de um peixe); 4 (todos os peixes agregados a uma
distancia menor do que o comprimento de um peixe) (Manek et al., 2014). Espécies
mais gregérias, como o alburno, estao mais protegidas contra predadores, uma vez que,

em grupo, os peixes detetam e defendem-se de predadores mais facilmente (Gonino et

al., 2019).
<::| n

(a)
Y

\ \

Figura 2.7. Representacdo esquematica dos ensaios no sistema de mesocosmos: a) canal do
mesocosmos (I — tanque a jusante, para onde verte a agua; Il — zona de aclimatacao, localizada a
jusante do canal (0,6 x 0,4 m); Ill — canal do mesocosmos, no qual os peixes circulam livremente; IV —
rampa; V — tanque a montante (capacidade de 70 L, um para cada canal); VI — bomba ligada ao tanque
a jusante, que redireciona a agua através de tubos de PEAD (Polietileno de Alta Densidade) de volta
ao tanque a montante, permitindo a recirculacdo do fluxo em regime fechado; VIl — tanque central de
3000 L, que fornece agua da nascente natural); b) aclimatacdo dos peixes na secgéo a jusante do

canal, durante 10 minutos; c) movimentacao livre dos peixes ao longo do canal, apés a remocgédo da
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rede de aclimatacao; d) tentativas de transposicdo para montante da rampa do canal, que representam
a ousadia dos peixes.

O comportamento dos peixes foi continuamente monitorizado visualmente. As
observacdes foram feitas a 0,50 m de distancia abaixo de cada canal, com visédo total do
mesmo, permitindo o registo do comportamento instantaneo dos peixes a cada 3 minutos.
Para evitar problemas de pseudo-replicacdo, no inicio de cada uma das 3 réplicas, tanto o
observador como 0s canais nos quais 0s conjuntos de peixes foram testados foram
aleatorizados, ou seja, os cardumes foram monitorizados por um observador diferente e nem

sempre 0 mesmo tratamento foi testado no mesmo canal.

Depois de cada ensaio, com o intuito de confirmar a alteragcéo (ou a ndo alteracdo) do
comportamento dos exemplares de alburno, foram novamente verificados em cada peixe os
5 indicadores RAMP (Reflex Action Mortality Predictors) (Davis, 2010). De seguida, os peixes
foram medidos com um ictibmetro e pesados numa balanca (Figura 2.8). Os parametros
temperatura, pH e condutividade foram também medidos, com a sonda multiparamétrica
(HANNA, HI 9812-5), bem como o oxigénio dissolvido (OD), com a sonda de oxigénio
(H198193, Portugal), e a velocidade da agua dos canais, com um molinete (Global Water
Instrumentation, Inc., USA, mod. FP-101). (Figura 2.9). Por se tratar de uma espécie exética,

o0s peixes utilizados nos ensaios néo foram devolvidos aos locais de captura.

Figura 2.8. Medicdo do comprimento dos peixes com um ictiémetro (I) e pesagem dos mesmos com

uma balanca (Il).

17



Figura 2.9. Medicao da velocidade do fluxo da agua dos canais, com o molinete (Global Water

Instrumentation, Inc., USA, mod. FP-101).

2.5 Anadlise de dados

Para verificar se houve diferengas significativas na atividade de rotina, na ousadia e na
coesdo de cardume dos alburnos durante os ensaios nos canais do mesocosmos, entre as
trés concentragdes (controlo, concentracao baixa e concentragdo alta) do inseticida piretréide
esfenvalerato, foram realizados testes de propor¢cdo qui-quadrado (x2). Estes foram
realizados no software MedCalc (MedCalc Software bvba), no qual se utilizou um nivel de

significancia alfa de 0,05.
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3. Resultados
3.1 Pré-ensaios

A exposicdo dos exemplares de carpa (Cyprinus carpio) as quatro concentracdes do
inseticida piretréide esfenvalerato (0,0625; 0,250; 1,2 e 2,0 ug/L), previamente escolhidas para
0s pré-ensaios, ndo conduziu, de uma forma geral, a alteracbes no comportamento dos
peixes, ao nivel dos indicadores RAMP, conforme se observa na Tabela 3.1. Com efeito,
apenas trés exemplares evidenciaram alteracdes ao nivel da flexdo corporal, um na

concentracdo média (1,2 pg/L) e dois na concentracdo muito alta (2,0 pg/L).

Tabela 3.1. Parametros RAMP (Reflex Action Mortality Predictors) (Davis, 2010) dos exemplares de
carpa, apos a exposicao prévia de 2 horas ao inseticida piretréide esfenvalerato, classificados como:
0- nenhum peixe alterado e 1- pelo menos um peixe alterado (concentragcdo muito baixa 0,0625 ug/L;

concentragao baixa 0,250 pg/L; concentragdo média 1,2 pg/L; e concentragdo muito alta 2,0 pg/L).

Concentragdo Concentracdo Concentracdo Concentracao

Indicadores muito baixa baixa média muito alta
(0,0625 pg/L) (0,250 ug/L) (1,2 pg/L) (2,0 pg/L)
Agarrar a cauda 0 0 0 0
Equilibrio 0 0 0 0
Flexdo corporal 0 0 1) 1 (2)**
Complexo da cabeca 0 0 0 0
Resposta ocular 0 0 0 0

* 1 exemplar de carpa alterado (hum méximo de 3) ao nivel da flexdo corporal, quando exposto a
concentracao média.
** 2 exemplares de carpa alterados (num maximo de 3) ao nivel da flexdo corporal, quando expostos a

concentracdo muito alta.

Com base nos resultados obtidos na Tabela 3.1, foram selecionadas para os ensaios
experimentais com o0s exemplares de alburno apenas as concentragfes do inseticida
piretroide esfenvalerato que alteraram o comportamento dos individuos, nomeadamente as

concentracdes de 1,2 e 2,0 pg/L, além do controlo, i.e., sem a presencga do inseticida.

3.2 Ensaios

Os valores dos parametros fisico-quimicos da qualidade da Agua dos pequenos tanques
de 50 L, medidos apds a prévia exposicdo dos exemplares de alburno as concentragtes

escolhidas do inseticida piretroide esfenvalerato (controlo 0,0 pg/L; concentragéo baixa 1,2
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Mg/L; concentracdo alta 2,0 ug/L) (Tabela 3.2) apresentaram-se bastante semelhantes entre

os diferentes tratamentos.

Tabela 3.2. Parametros fisico-quimicos da agua (Média = Desvio Padrédo) medidos apés 2 horas de
exposicdo dos exemplares de alburno a diferentes concentracées do inseticida piretréide esfenvalerato

(controlo 0,0 pg/L; concentragao baixa 1,2 ug/L; concentragéo alta 2,0 ug/L).

Concentracdo  Concentracao

Parametros controlo paixa (1,2 pgll)  alta (2,0 pgiL)

pH 793 + 0,03 7,93 = 0,03 7,93 + 0,02

I+

Condutividade (mS/cm) 0,81 + 0,01 0,81 0,00 0,82 + 0,02

+

Temperatura da dgua (°C) 18,43 + 0,72 18,43 = 0,67 18,63

I+

0,85

Os valores dos parametros fisico-quimicos da qualidade da 4gua medidos apé6s a
realizacdo dos ensaios experimentais no mesocosmos (Tabela 3.3) também se apresentaram

bastante semelhantes entre os diferentes tratamentos.

Tabela 3.3. Parametros fisico-quimicos da agua e profundidade (Média + Desvio Padrao) dos canais,
apés 0s ensaios experimentais e prévia exposicdo dos exemplares de alburno a diferentes
concentracdes do inseticida piretréide esfenvalerato (controlo 0,0 ug/L; concentragdo baixa 1,2 ug/L;
concentracdo alta 2,0 ug/L), cada um com valores de oxigénio dissolvido de 9,02 mg/L, 9,83 mg/L e

9,75 mg/L, respetivamente, e com velocidade da agua igual a 0,10 m/s.

~ Concentracao Concentracao alta
Parametros Controlo & &

baixa (1,2 pg/L) (2,0 pg/L)
pH 850 + 0,18 8,49 + 021 8,49 + 0,23
Condutividade 0,83 + 001 0,81 + 0,02 0,83 + 0,01
(mS/cm)
Temperatura da 20,75 + 1,00 20,72 + 1,18 20,68 + 1.40
agua (°C)
Profundidade (cm) 11,8 + 0,1 11,8 + 0,3 11,5 £+ 0,3

A massa e o comprimento total médio dos exemplares de alburno encontram-se na
Tabela 3.4, que revela que os peixes apresentaram parametros biométricos muito

semelhantes entre os diferentes tratamentos ensaiados.
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Tabela 3.4. Pardmetros biométricos dos exemplares de alburno (Média + Desvio Padrdo) apés os
ensaios experimentais e prévia exposicdo dos peixes a diferentes concentracées do inseticida
piretréide esfenvalerato (controlo 0,0 pg/L; concentragéo baixa 1,2 ug/L; concentragéo alta 2,0 ug/L).

Concentracao Concentracéo alta

Controlo baixa (1,2 pg/L) (2,0 ug/L)
Comprimento total (cm) 132 + 1,2 126 £ 1,0 129 + 1.3
Massa (g) 15,0 + 4,0 141 + 34 146 = 39

3.2.1 Atividade de rotina

Os resultados mostram que 0s peixes passaram a maior parte do tempo em natacao
(procura) (> 60%) (Figura 3.1). Através de testes de proporcdo x2, ndo foram encontradas
diferencas significativas no comportamento deste parametro entre as diferentes
concentragdes (controlo vs. concentragdo baixa: x2 = 0,592, p= 0,441; controlo vs.
concentracdo alta: x2 = 2,689, p= 0,101; concentragéo baixa vs. concentragdo alta: x2 = 0,570,
p= 0,450), bem como ao nivel do comportamento de letargia (controlo vs. concentragéo baixa:
x2 = 0,024, p= 0,881; controlo vs. concentragéo alta: x2 = 0,325, p= 0,569; concentragéo baixa
vs. concentracdo alta: x2 = 0,387, p= 0,534) e das mudangas direcionais (controlo vs.
concentracdo baixa: x2 = 0,066, p= 0,797; controlo vs. concentracdo alta: x2 = 0,005, p=
0,943; concentracdo baixa vs. concentracdo alta: x2 = 0,046, p= 0,830). No caso da natacéo
(fuga), ndo se efetuaram os respetivos testes devido ao numero insuficiente de amostras

(controlo: n=0; concentragdo baixa: n=1; concentracdo alta: n=2).
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Figura 3.1. Frequéncia relativa (%) dos diferentes tipos de atividade de rotina (letargia, natacdo
(procura), natacdo (fuga) e mudancas direcionais) executadas pelos alburnos nos canais experimentais
do mesocosmos, apds exposicao prévia (2 horas) a diferentes niveis de concentracdo do inseticida
piretréide esfenvalerato (cinzento claro — controlo 0,0 pg/L; cinzento escuro — concentracéo baixa 1,2
Mg/L; e preto — concentracédo alta 2,0 pg/L).

3.2.2 Ousadia

O comportamento de ousadia, quantificado através da proporcdo de tentativas de
transposi¢cdo da rampa, evidenciou que 0s peixes tentaram transpor a rampa com maior
frequéncia quando expostos a concentragéo baixa (1,2 pg/L), seguindo-se o controlo (0,0
pg/L) e a concentracdo alta (2,0 pg/L), embora as diferengas sejam muito residuais e nao
significativas. A percentagem de tentativas de transposicdo da rampa foi de 33,20% (n=80)
para o controlo, 34,85% (n=84) para a concentracdo baixa e 31,95% (n=77) para a
concentracao alta (Figura 3.2). No entanto estas diferencas ndo se revelaram estatisticamente
significativas (controlo vs. concentracdo baixa: x2 = 0,003, p= 0,95; controlo vs. concentracao

alta: x2 = 0,000, p= 0,99; concentracao baixa vs. concentracéo alta: x2 = 0,049, p= 0,82).
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Figura 3.2. Frequéncia relativa (%) do numero de tentativas de transposi¢cdo da rampa, localizada a
montante dos canais experimentais do mesocosmos, por parte dos exemplares de alburno, apés
exposi¢do prévia (2 horas) a diferentes niveis de concentracdo do inseticida piretréide esfenvalerato
(cinzento claro — controlo 0,0 pg/L; cinzento escuro — concentracdo baixa 1,2 pg/L; e preto —

concentragao alta 2,0 pg/L).

3.2.3 Coesao de cardume

Os resultados mostram que, para as trés concentracdes do inseticida piretréide
esfenvalerato, os peixes passaram a maior parte do tempo em coesdo maxima (nivel 4)
(controlo: n=49, 82%; concentracdo baixa: n=51, 85%; concentracdo alta: n=44, 73%), como
mostra a Figura 3.3. Através de testes de propor¢do x2, ndo foram encontradas diferencas
significativas no nivel 4 de coesdo de cardume (controlo vs. concentracdo baixa: x2 = 0,03,
p= 0,85; controlo vs. concentragcdo alta: x2 = 0,50, p= 0,48; concentracdo baixa vs.
concentracdo alta: x2 = 1,34, p= 0,25). Para os restantes niveis de coesdo, ndo foram
efetuados os testes estatisticos respetivos devido ao baixo nimero de amostras (nivel 3 —
controlo: n=7; concentracdo baixa: n=8; concentracdo alta: n=7; nivel 2 — controlo: n=4;

concentracao baixa: n=1; concentracao alta: n=9).
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Figura 3.3. Frequéncia relativa (%) dos diferentes estados de coesao do cardume (classificada como:
1- nenhum peixe agregado a uma distancia menor do que o comprimento de um peixe; 2- dois peixes
agregados a uma distancia menor do que o comprimento de um peixe; 3- trés peixes agregados a uma
distancia menor do que o comprimento de um peixe e 4- todos 0s peixes agregados a uma distancia
menor do que o comprimento de um peixe) dos exemplares de alburno, durante os ensaios
experimentais no mesocosmos, apds prévia exposicdo a diferentes concentragdes (cinzento claro -
controlo 0,0 pg/L; cinzento escuro - concentragéo baixa 1,2 ug/L; e preto - concentragao alta 2,0 ug/L)
do inseticida piretréide esfenvalerato.

3.3 Pés-ensaios

A avaliagéo dos indicadores RAMP nos exemplares de alburno previamente ensaiados
no mesocosmos as trés concentracdes (0,0; 1,2 e 2,0 pg/L) e apds os ensaios, ndo evidenciou

alteracdo comportamental em qualquer dos referidos indicadores (Tabela 3.5).

24



Tabela 3.5. Indicadores RAMP (Reflex Action Mortality Predictors) (Davis, 2010) dos exemplares de
alburno, ap6s a exposicao prévia de 2 horas ao inseticida piretréide esfenvalerato, classificados como:
0- ndo alterado e 1- alterado (Controlo 0,0 ug/L; Concentragéo baixa 1,2 ug/L; e Concentragao alta 2,0
Mg/L).

Indicadores Controlo Concentracéo Concentracéo
baixa (1,2 pg/L) alta (2,0 ug/L)
Agarrar a cauda 0 0 0
Equilibrio 0 0 0
Flexao corporal 0 0 0
Complexo da cabeca 0 0 0
Resposta ocular 0 0 0
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4. Discussao

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos, nomeadamente por pesticidas, tem
sofrido um forte crescimento nos ultimos anos (Gongalves et al., 2021; Renick et al., 2015).
Os inseticidas correspondem ao maior grupo de pesticidas (Figueiredo, 2014), do qual fazem
parte os piretroides. Estes sdo um dos grupos de inseticidas mais utilizados, pelo que é
importante a realizacao de estudos que avaliem os impactos destes na fauna aquatica. Assim,
este estudo teve como objetivo a avaliacdo dos efeitos sub-letais do inseticida piretréide
esfenvalerato no comportamento de uma espécie piscicola exética em Portugal — o alburno
(Alburnus alburnus). Sendo uma espécie exotica de carater invasor (Vinyoles et al., 2007), é
importante perceber como esta reage as perturbacdes do meio, neste caso a presenca de um
pesticida. Para tal, foram avaliadas trés métricas comportamentais — a atividade de rotina, a
ousadia e a coesédo de cardume — tendo os exemplares de alburno sido previamente expostos
a trés concentragdes de esfenvalerato (Controlo 0,0 pg/L; Concentracdo baixa 1,2 pg/L;
Concentracdo alta 2,0 ug/L) durante 2 horas. Os ensaios foram realizados num sistema de
mesocosmos, que permite fazer ensaios experimentais com animais selvagens em condi¢des
parcialmente controladas, mas num ambiente semelhante ao ambiente natural, tendo,
portanto, um nivel de controlo intermédio entre ensaios in situ e ensaios puramente

laboratoriais (Gonino et al., 2019).

A atividade de rotina dos exemplares de alburno nado foi afetada pelo aumento da
concentracdo do esfenvalerato. Apenas na natacdo (procura) se verificou um ligeiro aumento
de atividade com o aumento da concentragdo, embora ndo estatisticamente significativo.
Estes resultados ndo estdo de acordo com os observados noutros trabalhos. Por exemplo,
larvas das espécies Atherinops affinis e Pimephales promelas demonstraram inibicdo da
capacidade de natacao apés 4 horas de exposicdo ao esfenvalerato em concentracdes que
variaram entre 0,455 e 1,18 ug/L (Renick et al., 2015; Floyd et al., 2008). Com o aumento da
concentragcdo do pesticida, os alburnos mantiveram a sua atividade, n&do tendo sido
encontrado um padrdo entre os diferentes tratamentos. Este é um resultado importante, pois
evidencia que esta espécie exética, ao manter a sua atividade, mesmo para concentracdes
relativamente elevadas, como a que foi usada no presente trabalho (2 ug/L), podera ser
tolerante a este tipo de perturbacdes. Este resultado parece, como tal, demonstrar que esta
espécie apresenta alguma forma de tolerancia a deterioragdo da qualidade da dgua (Benejam

et al., 2008), em particular a presenca de pesticidas como o esfenvalerato.

A ousadia é uma caracteristica que pode variar de espécie para espécie. Os individuos
mais timidos tendem a recuar e a ficar vigilantes para se manterem seguros (Leite et al., 2019).

Ja os individuos ousados tendem a fazer movimentos exploratérios mais longos, sendo maior
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a predisposicao para assumir riscos em ambientes desconhecidos (Coleman & Wilson, 1998)
e potenciando a exposicado a predadores, comparativamente a individuos mais timidos. No
entanto, a predisposicdo para explorar novos ambientes pode trazer vantagens,
principalmente se no ambiente natural a competicao por recursos for elevada. Chapman et al.
(2011) mostrou que individuos mais ousados tém uma maior propensao para migrar do que
individuos mais timidos. Relativamente a ousadia dos exemplares de alburno testados,
embora ndo tenham sido registadas diferencas estatisticamente significativas na proporcao
de tentativas de transposicdo desta espécie, apOs exposicdo prévia a diferentes
concentracbes de esfenvalerato, verificou-se um numero superior de tentativas de
transposicdo apds a exposicao a concentracdo baixa e um menor numero apds a exposicao
a concentracdo alta. Este aumento de ousadia para a concentracdo baixa, seguido de uma
reducdo para a concentracao inicial, embora seja uma diferenca residual, podera querer
indicar um efeito do tipo “subsidy-stress gradient”. Este efeito permite explicar que baixos
niveis de uma perturbagdo podem induzir um determinado comportamento (neste caso, uma
maior ousadia, traduzida numa maior propor¢cao de tentativas de transposi¢céo), sendo esse
comportamento inibido quando se atinge uma concentragdo superior a determinado limiar
(Odum et al., 1979), tal como o observado em vérias espécies piscicolas, apés uma alteragédo
no uso do solo, em particular um aumento do input de nutrientes e sedimentos nos cursos de
agua (Braund et al., 2019). Por outro lado, em populagfes de véarias espécies potamodromas,
existem individuos que tém a capacidade de se comportar, alternadamente, de forma
residente e de forma migradora para aumentarem a fitness (Branco et al., 2017; Knaepkens
et al., 2005). Assim, a ligeira diferenga na ousadia entre as trés concentracdes, embora néo
significativa, também pode, por hip6tese, ser explicada pela potencial existéncia de individuos
mais afoitos no canal onde foram testados 0s peixes expostos a concentragdo baixa e de
individuos menos afoitos no canal onde foram testados os peixes expostos a concentracao
alta, caso esta populacédo de alburnos tenha uma dispersdo de comportamentos de ousadia.

Futuros trabalhos, empregando um maior nimero de amostras, poderdo confirmar isto.

Assim como para a atividade de rotina e a ousadia, ndo se observou uma relacdo entre
a coesao de cardume e a exposigdo prévia a um aumento da concentracéo de esfenvalerato.
A coesdo de cardume é classificada como o niUmero de peixes agregados a uma distancia
menor do que o comprimento de um peixe (Manek et al., 2014). Floyd et al., (2008) mostrou
que os peixes da espécie Pimephales promelas aumentaram a distancia entre os peixes do
cardume depois de 4 horas expostos a 0,455 e 1,142 ug/L de esfenvalerato. No entanto, os
resultados do presente estudo sé@o coerentes com o facto de o alburno ser uma espécie
gregéria (da Silva et al., 2019), ou seja, os individuos passaram a maior parte do tempo em

coesdo maxima (nivel 4). Mais uma vez, e em conformidade com os resultados obtidos para
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a atividade de rotina, a capacidade gregaria da espécie parece nao ter sofrido alterac6es apo6s
a exposicao prévia a um gradiente crescente de concentracdo do pesticida. A tendéncia de
nao alteracdo de comportamento do alburno apds exposicao ao esfenvalerato, demonstrada
pela falta de diferencas significativas para as 3 métricas comportamentais testadas, é
corroborada pelo facto de nenhum peixe ter mostrado também qualquer afetacdo aquando da

verificacdo dos indicadores RAMP.

As alteracdes climéticas tém vindo a revelar-se um grande problema ambiental (Dai,
2011), sendo de esperar um aumento da extensdo de periodos de seca e de ondas de calor
(Mameri et al.,, 2020), que impactardo certamente as espécies nativas aquaticas,
nomeadamente os peixes (Costa et al., 2021). Em sistemas l6ticos, como rios e ribeiras, a
dessecacdo natural de muitos cursos de agua, acelerada futuramente pelas alteracdes
climaticas, aumentara o tempo de residéncia dos pesticidas e, por sua vez, a respetiva
concentracdo no sistema (Let et al., 2021). Deste modo, e de acordo com os resultados
obtidos, o facto de até mesmo concentragfes elevadas, como as usadas no presente trabalho,
ndo terem provocado alteragdes comportamentais no alburno, pode efetivamente conferir-
Ihes vantagens competitivas nestes meios l6ticos, em relacéo as espécies nativas. Da mesma
forma, estas espécies terdo igualmente vantagem acrescida em meios Iénticos artificiais (p.e.,
albufeiras), onde naturalmente j& tém vantagens em relacdo a espécies nativas da Peninsula
Ibérica — agora acrescida pelo facto de tolerarem elevadas concentracdes do pesticida
esfenvalerato, suscetivel de ser lixiviado para estas massas de agua. Assim, € necessario um
maior controlo nas introducdes de espécies exoticas, assim como acdes de conservagao e
recuperacdo de ecossistemas ribeirinhos, uma maior frequéncia de monitorizagdo dos
mesmos, programas de consciencializacdo publica sobre as ameacas das espécies
introduzidas nos ecossistemas, bem como uma regulamentacdo mais forte sobre a aplicacédo
de pesticidas na agricultura (Holdway et al., 1994), principalmente no que diz respeito a

concentracdes e frequéncia de aplicagéao.

Uma vez que sdo muito raros 0s meios naturais afetados apenas por um contaminante
(Verma et al.,, 1980), é importante que futuros estudos incluam a avaliagdo de efeitos
cumulativos com outros contaminantes (p.e., herbicidas, fungicidas) que muitas vezes
interagem nos sistemas dulgaquicolas. Para além de misturas de pesticidas nas aguas
superficiais, estao presentes nos ecossistemas aquaticos muitos outros contaminantes, como
metais pesados e poluentes organicos persistentes (POPs) (Lydy et al., 2004). Varios estudos
indicam que a toxicidade de varias combinacdes de pesticidas é aditiva (o efeito final da
combinagdo € igual a soma dos efeitos individuais dos dois agentes tdxicos). No entanto,
algumas misturas de pesticidas, principalmente de inseticidas, revelaram-se sinergisticas,

com aumentos na toxicidade de até 100 vezes (Denton et al., 2003; Thompson, 1996). Para
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além disso, a pré-exposicado ou até mesmo a exposicdo simultdnea a outros contaminantes
ou outras condi¢c6es ambientais pode levar a alterac@es fisioldgicas e, por sua vez, aumentar
a suscetibilidade dos organismos. Por exemplo, misturas de piretrdide esfenvalerato e
organofosfatos clorpirifos revelaram uma toxicidade superior a aditiva em Pimephales
promelas (Belden & Lydy, 2006), assim como misturas entre piretréides e carbamatos. Para
além de pardmetros comportamentais, o0s testes de toxicidade sub-letal podem ser realizados
avaliando parametros hematolégicos e imunologicos, estruturais e funcionais, energéticos e
neuroldgicos (Werner & Moran, 2008). A manutencao de galerias ribeirinhas nativas bem
estruturadas, bem como o estimulo ao seu restauro quando degradadas, pode futuramente
constituir uma medida eficaz de gestdo que permitira certamente reduzir, pela filtracao, os
impactos provenientes do aumento destas substancias nos ecossistemas ribeirinhos (Aguiar

et al., 2015).
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5. Conclusao

Os resultados deste trabalho mostraram que a atividade comportamental de uma
espécie piscicola exotica invasora em Portugal, o alburno — avaliada através da atividade de
rotina, da ousadia e da coesdo de cardume — néo foi significativamente afetada pelo aumento
da concentracdo do inseticida piretréide esfenvalerato. A importancia destes parametros
comportamentais reflete-se ao nivel do desempenho individual e coletivo dos peixes,
nomeadamente nas consequéncias que acarreta para atividades como a procura de locais

para alimentacao, reproducao, refagio e protecdo contra predadores (Mameri et al., 2020).

As concentragfes do inseticida piretroide esfenvalerato testadas foram bastante
elevadas, tendo sido ja testadas noutras espécies (nativas) com efeitos marcados ao nivel
comportamental, embora ndo em cipriniformes leuciscideos. O facto de ndo se ter verificado
qgualqguer diferenca nos diferentes pardmetros comportamentais do alburno (que é uma
espécie exotica invasora em Portugal) entre a situagdo de controlo (auséncia do
esfenvalerato) e apos prévia exposi¢cdo a concentragdo alta deste pesticida, é preocupante,
uma vez que lhe pode conferir uma vantagem competitiva relativamente as espécies nativas
que com ele competem diretamente, nomeadamente os pequenos ciprinideos do género
Squalius e Anaecypris (Collares-Pereira et al., 2021). As alteragbes climéaticas podem
exacerbar esta possivel vantagem competitiva, uma vez que o efeito de diluicdo natural dos
pesticidas nos rios sera menor. O aumento dos periodos de seca pode levar ainda a uma
maior fragmentagdo sazonal dos sistemas, aumentando o tempo de residéncia destes

produtos quimicos e, concomitantemente, o tempo a que os peixes lhe estdo expostos.

Apesar de este estudo se ter focado em exemplares de alburno adultos, é igualmente
importante realizar estudos em peixes noutros estagios de vida, como larvas e juvenis, que
estardo a partida mais vulneraveis aos efeitos de pesticidas (Courrat et al., 2009; Beck et al.,
2003), bem como em outros organismos de agua doce. Para além disso, é importante
investigar o efeito aditivo ou sinergistico de mudltiplas pressdes (p.e., 0 efeito isolado e
combinado de diferentes pesticidas), para se perceber como a interagdo das mesmas pode
impactar a atividade comportamental dos peixes. O efeito de diferentes concentracdes e
tempos de exposi¢do deve também ser estudado de modo a ter um conhecimento mais
completo do efeito deste tipo de poluentes na fauna aquética. O facto de a exposi¢do as
concentracdes escolhidas de esfenvalerato néo ter afetado o comportamento do alburno
reforca a necessidade de compreensao da tolerancia das espécies exéticas a este tipo de
perturbacfes, e da criacdo de medidas que restrinjam a aplicacdo de pesticidas, que lhes

podem dar vantagens competitivas, e que controlem a invasao de espécies exoticas.
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