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APRESENTACAO
Este Trabalho de Conclusdo de Curso tem como principal objetivo demonstrar
como os estagios larvais de Macrobrachium amazonicum estdo distribuidos em canais
de mar¢ oligohalinos da regido Amazonica, com diferentes niveis de contaminagao.
Deste modo, os autores optaram pela apresentacdo em formato de artigo, ao qual foi
submetido para publicagdo no periddico Journal of Natural History, sendo as
normas de apresentag@o da revista respeitadas. O formato integral do artigo em inglés

encontra-se no Anexo.
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Abstract

The aim objective of this study was to assess densities of Macrobrachium
amazonicum (Heller 1862) larval stages in two highly anthropized amazonian creeks
(known as Tucunduba and Mata Fome) and in one creek less impacted by human
activities (Combu). The hypothesis tested is that larvae are more abundant in
protected areas, and this independently of their development stage. Zooplankton was
collected once every three months (March 2011 to January 2012) conducting
horizontal hauls tows at the sub-surface of the water column using a 300 pm mesh-
size plankton net during flood, slack and ebb tides. Temperature, pH, conductivity,
salinity, dissolved oxygen, hardness, biochemical oxygen demand, chemical oxygen
demand, Cl, N-NO*", NO?, NH;, NH,", PO,>, SO,, Fe, Mg*", Li, K" and Na" values
or concentrations were estimated in each creek in order to verify whether these factors
influence larval stages densities. Zoea larval stages I, V, VIII, X and XI were
recorded; zoea stage I was present in all three creeks (Tucunduba and Mata Fome
Creeks only on creek mouth, and Combu in all points) while the other stages were
encountered only in the less anthropized creek, Combu. Larval stage zoea XI was
considered as occasional since it was represented only by three individuals captured
in Tucunduba Creek. Zoea stage I was the most abundant; its density differed
significantly between months (p=0.0004), tides (p=0.001) and creeks (p<0.001); it
showed negative correlations with pH and salinity (both presenting values of R=-0.15
and p=0.04, NO, (R=-0.30; p<0.01), NH,;" (R=-0.24; p=0.01), NH; (R=-0.24; p=0.01)
and Na* (R=-0.22; p=0.04) and a positive correlation with SO,*" (R=0.24; p=0.008). It
was concluded that M. amazonicum’s spawning ground was closed to the three
creeks. However, the absence of larval stage zoea I in both upstream Tucunduba and
Mata Fome Creeks indicated that this species cannot survive in contamined
environments.

Destaques

1. Primeiro estudo sobre as densidades de larvas do camardo amazonico
Macrobrachium amazonicum em trés igarapés com diferentes exposicdes as
atividades humanas.

2. A desova das larvas ocorrem em locais proximos aos igarapés.

3. As larvas ndo podem permanecer ou sobreviver em ambientes contaminados.

Palavras chave: Crustacea, distribuicdo espaco-temporal, igarapés, zooplancton

Introducio

Os camardes Macrobrachium (Bate, 1868) sdo caracterizados por alta
fecundidade e reprodug@o continua (Valenti et al. 1986; Lucena-Frédou et al. 2010;
Bentes et al. 2011; Freire et al. 2012; Nobrega et al. 2014; Lima et al. 2014).
Macrobrachium amazonicum (Heller 1862) é o camarfo dulcicola mais
frequentemente estudado entre os representantes do género e ¢ consumido pelas
populagdes ribeirinhas da Amazdnia, sendo comercializado nos Estados do Para e
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Amapa pela pesca artesanal (Odinetz-Collart 1987), onde possui mercado
consideravel (Silva et al. 2009; Lucena-Frédou et al. 2010; Bentes et al. 2011b). Esta
espécie apresenta onze estagios de desenvolvimento, todos descritos por Magalhaes
(1985); Apods vinte a vinte e trés dias, as larvas atingem o estadio juvenil,
alimentando-se essencialmente de fito e zooplancton (Gamba 1984). Essas podem
eclodir em um estdgio de desenvolvimento avancado, sugerindo habilidades
relativamente boas para se adaptarem as mudangas ambientais (Williamson, 1972;
Magalhaes, 1985; Walker, 1992).

De acordo com Tu et al. (2008), adultos de Macrobrachium mostram alta
plasticidade ambiental, embora sua distribui¢do possa ser altamente afetada pelo nivel
de antropizacdo. Apesar de sua importancia socio-econdmica e ecologica, pouco se
sabe sobre as densidades de larvas de M. amazonicum em seu ambiente natural,
especialmente em relagdo a poluicao.

Baseado neste fato, e na desova da espécie a montante dos ambientes estudados
(Bentes et al. 2011a), o objetivo deste estudo foi verificar se as larvas de M.
amazonicum estdo presentes em trés igarapés do estudrio amazonico, com diferentes
exposicoes as atividades humanas, para aferir se as larvas podem ser encontradas
nestes trés ambientes oligoalinos e testar se as densidades larvais variam
significativamente com os parametros da agua e niveis de antropizacao.

Material e Métodos

O estudo foi realizado em trés igarapés oligohalinos (Tucunduba, Mata Fome
e Combu), no entorno da regido metropolitana de Belém (PA), Brasil (Figura 1). Eles
sdo margeados por vegetacdo de varzea, sendo periodicamente inundados e sofrendo
influéncia das macromarés (aproximadamente 4 metros). As drenagens foram
escolhidas com base nos diferentes graus de exposi¢do as agdes antropicas.

O Igarapé da Ilha do Combu (Figura 1), localizado na parte insular do
municipio, desemboca no Rio Guama e ¢ livre de impactos antropicos diretos, sendo
considerado Area de Protecdo Ambiental (APA) - Portaria SEMA n° 1.945 (SEMA,
2008) - e area de referéncia para este estudo. O Igarapé do Tucunduba, localizado na
margem oposta ao Combu (Figura 1), recebe os efluentes ndo tratados das moradias
da periferia da cidade Belém, sendo ocupado por populacdo residente em seu entorno,
principalmente na regido da cabeceira e intermedidria, com foz abrigada por pequena
area de mata ciliar, servindo de descarte de lixo e dejetos organicos.

O Igarapé¢ Mata Fome (Figura 1), cuja bacia possui uma area de cerca de
14Km?, ¢ contornado por cinco bairros da Regido Metropolitana de Belém, o que
permite evidenciar as consequéncias da acdo humana por todo o curso d’agua, com
processo de ocupagdo iniciado ha mais de trés décadas e ja totalmente antropizado,
sem qualquer tratamento aos dejetos orgénicos e tendo lixo jogado diretamente ao
longo do seu percurso hidrico (Ravena-Caiiete et al. 2009).
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Figural: Location of the study region: tidal channel of Combu (A), Tucunduba (B)
and Mata Fome (C).

As coletas das larvas de M. amazonicum ocorreram trimestralmente (margo de
2011 a janeiro de 2012), na lua nova e abrangendo os diferentes periodos do ano
(chuvoso: janeiro e mar¢o e menos chuvoso: junho e setembro). Os arrastos foram
realizados através de rede de plancton conico-cilindrica de 300um de abertura de
malha, a qual foi acoplada um fluxdmetro para estimar o volume de agua filtrado. Os
arrastos foram puxados por uma canoa motorizada e realizados por periodos de trés
minutos, no sentido contracorrente, ao longo das marés enchente ¢ vazante durante
todo o periodo diurno, com amostragens consecutivas na foz e a montante na
montante e 2-kms adentro de cada igarapé, contemplando somente o canal principal
do curso hidrico. Amostras no periodo de estofo também foram coletadas. Sendo que
os arrastos foram realizados de hora em hora, cada dia de coleta contabilizou em torno
de 14 amostras por igarapés.

As larvas foram fixadas em formaldeido 4% neutralizado com tetraborato de
sodio, sendo observadas em microscopio e identificadas apos dissecacdo dos
apéndices com base em Guest (1979), Magalhdes (1985) e Santos e Gonzales-
Gordillo (2004).

As varidveis fisico-quimicas da 4gua, temperatura (°C), pH, condutividade,
solidos totais dissolvidos (STD), salinidade e oxigénio dissolvido (OD), foram
obtidos in situ através de uma sonda multiparamétrica (HI 9828 HANNA®) e a
transparéncia estimada com um disco de Secchi. Adicionalmente, foram coletadas
amostras de 1L de agua as quais foram para analise em laboratério, onde as variaveis,
turbidez, solidos totais em suspensdo (STS) e demanda quimica de oxigénio (DQO),
foram determinadas por Espectrofotometria de UV-VIS (DR 2400 da HACH). J4, os
ions nitrito (NO2-), nitrato (N-NO3-), nitrogénio amoniacal (N-NH4), fosfato (PO43-
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), sulfato (SO4-2), sodio (Na+), calcio (Ca+2), ferro total (Fe), cloro livre (Cl),
magnésio (Mg+2), potassio (K+) e Litio (Li) foram determinados por Sistema de
Cromatografia de fons (ICS DUAL 2000 DIONEX, USA). Enquanto que a demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) foi mensurada pelo método respirométrico (APHA et
al., 2005) e o Ferro Total (Fe) pela técnica de Espectrometria de Emissdo otica com
Plasma Induzido (ICP OES) (iCAP 6000 - THERMO SCIENTIFIC).

A abundancia relativa (%) e a densidade total (larvas/100m?®) das larvas de M.
amazonicum foram calculadas em relagdo aos igarapés (Tucunduba e Mata Fome:
contaminados; Combu: sem historico de contaminacdo), a maré (enchente, vazante e
estofo) e aos meses (marg¢o/2011, junho, setembro e janeiro/2012). Estagios larvais
que apresentaram abundancia menor que 1% ndo foram utilizados nas analises
estatisticas. O volume de agua filtrado foi estimado através do numero de rotacdo do
fluxdmetro, valor de calibracdo do mesmo e area da abertura da rede, seguindo a
formula: V= A.N.C, onde: V= volume de agua filtrada (m’); A= 4rea da abertura da
rede (m?); N= numero de rota¢des do fluxémetro (diferenca de digitos ao final e no
inicio das coletas); C= fator de calibragdo do fluxdmetro (m.rot™).

A Anilise de Componentes Principais (PCA) foi a técnica de ordenagdo
utilizada para verificar quais variaveis abioticas contribuem significativamente para a
diferenca entre os igarapés estudados. Para testar se ha diferenca na densidade das
larvas de M. amazonicum em relagdo aos tratamentos (igarapés, més e maré) foi
realizada uma analise de varidncia multivariada permutacional (PERMANOVA)
utilizando-se 999 permutagdes (Anderson, 2005). Utilizou-se matriz de similaridade
com o indice de Bray-Curtis, a partir de valores de densidade transformados para log
(x+1). Para o teste da relacdo da densidade com os locais amostrados foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-wallis, por conta dos dados ndo atenderem aos
critérios da PERMANOVA. A relagdo entre as larvas de camardo-da-Amazodnia e os
parametros de qualidade de agua foi testada por Correlagdo de Spearman, utilizando-
se como variavel dependente a densidade larval, e como variaveis independentes, os
fatores abidticos.

Resultados

Os dois componentes principais da PCA foram mantidos para discriminago
dos igarapés, pois juntos explicaram 40,19 % da variabilidade dos dados, distribuidos
como eixo 1= 25,80 e eixo 2 = 14,38. O eixo 1 foi positivamente correlacionado com
a condutividade, total de solidos dissolvidos, salinidade, N-NOs,, NH,4" e calcio. O
eixo 2 foi correlacionado negativamente com a turbidez, bromo e magnésio (Figura
2).
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Figura 2: Analise de componentes principais das variaveis abioticas coletadas em trés
igarapés amazonicos. CND = condutividade, TDS = total de solido dissolvido, SAL =
salinidade, NOs™= nitrato, NH,~ = aménia, Ca = célcio, TRD = turdidez, BR = bromo

e MG = magnésio. O: Combu, 0: Mata Fome, : Tucunduba.

Os estagios de zoé I, V, VIII, X e XI de M. amazonicum foram encontrados, o
que totalizou 3.71 larvas/m’, sendo a zoé I mais abundante (3.68 larvas/m’) e presente
nos trés igarapés. Com menor abundancia, os estagios de zoé¢ V, VIII, X e XI (0.010,
0.0005, 0.007 e 0.009 larvas/m’, respectivamente) ocorreram somente no Igarapé do
Combu (menos antropizado). Apenas trés larvas de zoé XI foram encontradas no
Igarapé Tucunduba. Os testes estatisticos foram realizados exclusivamente com as
densidades de zo¢ I, uma vez que os demais estagios totalizaram menos de 1% do
total amostrado.

A densidade de zoé I variou significativamente (p(perm)= 0.001) entre os meses,
sendo maior em junho e janeiro (0.04 e 0.02 larvas/m’, respectivamente) ¢ menor em
setembro e marco (0.01 e 0.007 larvas/m’, respectivamente) (Figura 3). Houve
diferencas também entre mar¢o e junho (p(perm) = 0,001), e entre junho e janeiro
(p(perm) = 0,015).
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Figura 3: Variagdo trimestral da densidade larval de zoé I de M. amazonicum em trés
canais-de-mar¢ oligohalinos do estuario amazdnico brasileiro.

Entre os igarapés, as maiores densidades ocorreram no Combu (2,91 larvas/m’),
acompanhadas das do Mata Fome (0,74 larva/m’) ¢ Tucunduba (0,0037 larva/m’)
(Figura 4), apresentando diferenca significativa entre Combu e Tucunduba
(p(perm)0,03); e ndo entre marés (Tabela 1), com 2,69 larvas/m® em refluxo, 0,99
larva/m® na inundagdo e nenhuma larva capturada na maré estofo.
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Figura 4: Variacdo da densidade larval de zoé I de M. amazonicum em trés canais-de-
maré oligohalinos do estudrio amazonico brasileiro entre mar¢o de 2011 e janeiro de
2012 .Combu= menos antropizado; Tucunduba e Mata Fome, mais antropizado.

A densidade larval ndo variou significativamente em relagdo as marés (Tabela 1)
(Figura 5): vazante (2.69 larvas/m’), enchente (0.99 larvas/m’) e estofo, onde no
foram encontradas larvas da espécie.



Tabela 1: Resultado da andlise PERMANOVA comparando a densidade das
larvas de M. amazonicum entre igarapés e meses, em trés igarapés (Ig) amazbnicos.

GL SQ QM pseudo-F p(perm)

Igarapé 2 30.531 15.265 3.3215 0.034

Més 3 81.559 27.186 5.9154 0.003

Maré 2 10.794 5.3968 1.859 0.147

Ig x Maré 2 52.436 26.218 9.0314 0.003

Ig x Més 6 105.28 17.547 6.0445 0.011

Ig x Més x Maré 4 157.39 39.347 13.554 0.002
Residuo 171 785.89 4.5959

Total 182 929.08
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Figura 5. Varia¢do da densidade larval da zoé I de M. amazonicum em relagdo as
marés do estuario amazoOnico brasileiro.

O estagio de zoea I apresentou maiores densidades na cabeceira do igarapé
Combu (ponto 2) quando comparado com a area mais inferior (ponto 1). Pelo
contrario, em ambos os igarapés impactados, algumas das larvas do estdgio I foram
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capturadas a jusante (ponto 1) enquanto nenhum individuo foi capturado na corrente
(ponto 2) (Figura 6).
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Figura 6: Densidade de zoea | do M. amazonicum em trés igarapésoligohalinos do
estuario amazonico brasileiro. Downtream Creek= Entrada dos Igarapés; Upstream
Creek= a montante dos canais.

As larvas de M. amazonicum correlacionam-se significativamente e
negativamente com as medianas de salinidade, pH, NO,-, N-NH4, NH3 e Na+ (Tabela
2), ocorrendo com maior abundancia quando estes fatores estavam com valores mais
baixos. As larvas correlacionaram-se positivamente com SO4(R=0.24; p=0.008)
(Tabela 2).
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Tabela 2: Valores de R e p da correlacdo de Spearman da densidade larval de M.
amazonicum com os fatores abioticos. Os valores tiveram significancia de p<0.05.
CND= Condutividade, TDS= Total de Soélidos Dissolvidos, DO= Oxigénio
Dissolvido, TSS= Total de Sélidos Suspenso, COD = Demanda Quimica de Oxigénio,
BOD = Demanda Bioquimica de Oxigénio.

Variaveis R p
pH -0,15 0.04
Salinidade -0,15 0.04
NO; -0,3 <0.01
N-NH; -0.24 0.01
NH; -024 0.01
Na® -022 0.04
SO4% 0.24 0.008
Temperatura (°C) 0.13  0.07
CND (uS.100m™) -0.13 0.07
TDS -0.13 0.09
DO -0.01 0.88
Turbidez -0.07 0.34
TSS -0.53 0.60
COD -0.15 0.05
BOD 0.05 0.50
Cl -0.13 0.08

N-NO* _0.13 0.09
PO 0.07 035

Fe -0.03 0.70
Dureza 0.05 0.50
Li 0.09 0.25
K 0.13 0.07
Mg -0.14 0.1
Ca 0.13 038

Discussao

O fato da zoé I ter sido encontrada em todos os canais-de-maré estudados,
independente de suas diferengas em relacdo ao nivel de antropizagdo e a variacdo dos
fatores abidticos, corrobora a hipotese que M. amazonicum ¢ uma espécie de
reproducao continua (Magalhdes 1985; Lucena et al. 2010; Nobrega et al. 2014; Lima
et al. 2014), que utiliza a cabeceira de canal-de-maré oligohalino para desova, como
proposto por Bentes et al. (2011a).
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Porém, a densidade dos estagios larvais nos canais-de-mar¢ foi influenciada pela
variacdo nos fatores abiodticos. A salinidade da 4gua foi predominantemente baixa em
todo o periodo de amostragem, como também nos trés canais-de-maré, o que explica a
correlagdo significativa e negativa das larvas de M. amazonicum com este fator, tal
como ocorreu em relacdo ao pH. A variagdo destes fatores foram menores do que os
descrito em estudos de larvicultura, sendo em média de 10-16 de salinidade e 8 de pH
(Maciel et al. 2012; Maciel e Valenti 2014).

Tal fato adicionado a ambientes antropizados, como o Tucunduba e Mata Fome,
dificultam a permanéncia das larvas, ja que ndo hd formagao de biofilme e absor¢ao
de amoénia, uma vez que os gradientes fisico-quimicos presentes limitam a quantidade
de microalgas, as quais auxiliam neste processo, e, por conseguinte, nao sao utilizados
como fonte alimenticia pelas larvas de M. amazonicum (Silva et al. 2009; Araujo e
Valenti 2011), o que parece ocorrer nos igarapés estudados. A ndo formacdo de
biofilme aumenta a probabilidade de proliferagdo de doengas (Hall-Stoodley et al.
2004), ocasionadas por contaminantes presentes no ambiente, podendo atingir M.
amazonicum adultos, afetando a densidade larval e ciclo biologico da espécie.

Somado a tal fato as diferentes organiza¢des quimicas de nitrogénio, quando em
excesso, ocasionadas tanto por efluentes ou por drenagens urbano-industriais podem
provocar desequilibrio de biomassa em ambientes aquaticos, pois sdo observados em
aguas com elevado nivel de eutrofizacdo ou nas camadas de agua mais profundas,
onde a decomposi¢do anaerobica leva ao seu acaimulo (Galloway e Cowling 2002). O
limite de compostos amonicais, formados por ligacdes quimicas de NH; e NH3, para
corpos de agua doce ¢ 3,7 mg.L" para pH menor que 7,5 (CONAMA resolugio
357/2005), sendo os valores acima deste nivel considerado toxicos para comunidades
aquaticas. Os canais-de-maré antropizados apresentaram valores destes compostos
superiores aos permitidos por lei, demonstrando alto nivel de toxicidade aos
organismos aquaticos, o que explica o fato da correlagdo significativa e negativa da
densidade de zo¢ I de M. amazonicum com estes locais e fatores antropicos.

Tal efeito negativo de compostos nitrogenados no ciclo de vida e permanéncia
de camardes em ambientes aquaticos ¢ demonstrado por espécies marinhas (Allan et
al. 1990; Ostrensky e Wasielesky, 1995) e os Macrobrachium (Mallasen e Valenti
2005; Figueroa-Lucero et al. 2012) na fase pos-larval e adulta. O que corrobora a
hipotese que apesar de M. amazonicum conseguir bioacumular poluentes, como
inseticidas (Coat et al. 2011) e tolerar amodnia em fases mais avangadas do
desenvolvimento (Dutra et al. 2016), o primeiro estagio larval é extremamente
sensivel a nitrato, amonia, sendo que Total de Solidos Dissolvidos e Condutividade da
agua, influenciam diretamente nos ions dos compostos poluentes ali dispersados.
Deste modo, o aumento da antropizacao nesses ambientes dificulta a permanéncia dos
estagios larvais posteriores.

Tal como o camardo-da-Amazonia, a espécie invasora Macrobrachium
rosenbergii (camardo-da-Malasia) é sensivel a compostos indicadores de antropizagdo
que, em condi¢des controladas, demonstram padrio similar em concentragdes
variantes de 0 a 16 mg.L'lde nitrito (Mallasen e Valenti 2006). Comprovando que
quanto maior for a concentragdo deste elemento, maior sera o efeito negativo ao
desenvolvimento das larvas.

As aguas residudrias e industriais despejadas indiscriminadamente nos corpos
d’agua contem sulfato, interferindo no ciclo natural do enxofre e comprometendo o
processo natural de autodepurag@o, por conseguinte, a biota presente (Sarti et al.
2008). Para os igarapés estudados, o Tucunduba foi o que teve maiores valores de
sulfato, porém ndo ultrapassando aqueles indicados para agua doce (CONAMA
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357/2005), sugerindo que o sulfato ndo ¢ um fator limitante para o desenvolvimento
larval, haja vista que as maiores densidades da espécie sdo observadas nos igarapés de
menor concentragdo deste composto (Combu e Mata Fome, respectivamente).

Outro fator a ser observado para o melhor entendimento do ciclo de vida deste
camarfo ¢ a presenca da vegetacdo no canal-de-maré. Considerando que a densidade
larval foi significativamente menor no Tucunduba, que apresenta uma qualidade de
agua similar a do Mata Fome, fica evidente que mesmo antropizado, o Mata Fome
abriga larvas zo¢ I, cuja explicacdo foi atribuida a vegetagdo submersa presente ao
longo deste canal-de-maré. No Tucunduba n3o ha vegetacdo submersa e o esgoto
pode ser visto a céu aberto. Macrobrachium amazonicum € uma espécie predominante
nos lagos de varzea da Amazonia Central, sendo relatado para o género predominio
em locais vegetados (Moreira e Collart 1993; Montoya et al. 2014). Apesar de seu
alto grau de antropizacdo, o igarapé Mata Fome apresenta vegetacdo natural
onipresente, enquanto o Tucunduba ¢ margeado predominantemente por concreto e
lixo aparente. Assim, os camardes adultos poderiam usar este microhabitat para
desova, porém a larva ndo permanece neste local, uma vez que ndo foram encontrados
estagios posteriores a zoé 1.

A diferenga significativa na densidade de zoé I de M. amazonicum em relagao
aos meses pode ser decorréncia da biologia reprodutiva da espécie no Combu. Ja
foram observadas coortes que nascem nos meses de maior abundancia de camardes
adultos, junho e janeiro (Silva et al. 2007), e de fémeas ovigeras de setembro a
novembro e em janeiro, bem como o de fémeas desovadas entre agosto e outubro e
em dezembro (Bentes 2011a), periodos que coincidem com a presenca das larvas
encontradas no presente trabalho.

Areas antropizadas demonstram  inviabilidade ao recrutamento e
desenvolvimento de M. amazonicum, porém, a regido do canal-de-maré da Ilha do
Combu possui grande potencial ecologico para a espécie, devido ao seu baixo impacto
antropologico. Este fato demonstra que os fatores ambientais e bioldgicos sdo
interligados e que a diversidade ecoldgica é dependente da integridade de habitat.
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Abstract

The objective of this study was to assess densities of Macrobrachium amazonicum
(Heller 1862) larval stages in two highly anthropized amazonian creeks (known as
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Tucunduba and Mata Fome) and in one creek less impacted by human activities
(Combu). The hypothesis tested is that larvae are more abundant in protected areas,
and this independently of their development stage. Zooplankton was collected once
every three months (March 2011 to January 2012) conducting horizontal tows at the
sub-surface of the water column using a 300 um mesh-size plankton net during flood,
slack and ebb tides. Temperature, pH, conductivity, salinity, dissolved oxygen,
hardness, biochemical oxygen demand, chemical oxygen demand, Cl, N-NO*, NO?,
NH;, NH4", POs>, SO4*, Fe, Mg%, Li, K" and Na' values or concentrations were
estimated in each creek in order to verify whether these factors influence larval stages
densities. Zoea stages I, V, VIII, X and XI were recorded; zoea stage I was present in
all three creeks (Tucunduba and Mata Fome Creeks only on creek mouth, and Combu
in all points) while the other stages were encountered only in the less anthropized
creek, Combu. Larval stage zoea XI was considered as occasional since it was
represented only by three individuals captured in Tucunduba Creek. Zoea stage I was
the most abundant; its density differed significantly between months (p=0.0004), tides
(p=0.001) and creeks (p<0.001); it showed negative correlations with pH and salinity
(both presenting values of R=-0.15 and p=0.04, NO, (R=-0.30; p<0.01), NH;" (R=-
0.24; p=0.01), NH; (R=-0.24; p=0.01) and Na' (R=-0.22; p=0.04) and a positive
correlation with SO,% (R=0.24; p=0.008). It was concluded that M. amazonicum’s
spawning ground was closed to the three creeks. However, the absence of larval stage
zoea [ in both upstream Tucunduba and Mata Fome Creeks indicated that this species
cannot survive in contamined environments.

Highlights

1. First study on larval stages densities of the amazonian prawn Macrobrachium
amazonicumin three creeks with different exposure to human activities.

2. Spawning grounds were closed to the creeks.

3. Larvae cannot remain or survive in polluted environments.

Keywords: creeks, Crustacea, distribution spatio temporal, zooplankton

Introduction

Macrobrachium (Bate 1868) prawns are characterized by their high fecundity
and continuous reproduction (Valentiet al. 1986; Lucena-Frédouet al. 2010; Benteset
al. 2011; Freire et al. 2012; Nobregaet al. 2014). Macrobrachium amazonicum (Heller
1862) is a freshwater prawn frequently consumed by riverine peoples of the
Amazonian region. It is commercialized in the Pard and Amapa States (North Brazil)
where they still captured on a traditional way (Odinetz-Collart 1987) and are
extensively commercialized (Silva et al. 2009; Lucena-Frédouet al. 2010; Benteset al.
2011b). This species presents eleven development stages all described by Magalhaes
(1985); after twenty to twenty-three days, larvae reach the juvenile stage, feeding
essentially on phyto- and zooplankton (Gamba 1984). Larvae hatch in an advanced
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development stage suggesting relatively good abilities to adapt to environmental
changes (Williamson 1972; Magalhdes 1985; Walker 1992). According to Tuet al.
(2008), adults of Macrobrachium show high environmental plasticity although their
distribution can be highly affected by the level of anthropization.

Despite its socio-economical and ecological importance, little is known about
larvae densities of M. amazonicum in its natural environment, especially in case of
pollution. Based on the fact that this species spawns upstream (Bentes et al. 2011a),
the objective of this study was to verify whether M. amazonicum larvae are present in
three creeks of Amazon estuary, with different exposure to human activities, to check
if all development stages can be found in these three oligohaline environments and to
test whether larval densities vary significantly with water parameters and therefore
levels of anthropization.

Material and Methods

This study was conducted in three oligohaline creeks (Tucunduba, Mata Fome
and Combu Creeks) from Belém City, Para State, Brazil (Figure 1). The studied sites
were fringed by floodplain vegetation and periodically inundated by macro-tides that
can reach four meters of amplitude. The creeks were selected based on their exposure
to anthropogenic activities.

Combu Creek is localized in Combu Island (Figure 1) that belongs to Belém’s
insular system and is considered as an Environmental Protected Area by the Brazilian
Secretary of Environment since 2008 (Secretaria do MeioAmbiente — 1.945/2008).
The creek, supposing free of direct impacts from human activities, was used as a
reference area all along this study. Tucunduba Creek, in the peripheral urban area,
faces Combu Creek on the opposite margin of Guama River (Figure 1); it acts as a
receptacle for non-treated effluents produced by human settlements concentrated
essentially mid- and upstream. The lower section and creek mouth are fringed by
riparian vegetation where organic and non-organic wastes are discarded
indiscriminately. Mata Fome Creek, with a basin area of about 14 km?, is surrounded
by five districts of Belém’s metropolitan region. Deprived of proper sanitary
conditions and waste collection, riverside dwellers have been using the creek over the
past three decades as a natural garbage and organic compounds collector, slowly
transforming the water course into a highly anthropized system all along its course
(Ravena-Canete et al. 2009).

24



45730 W 45°2000°W

1200078
)

*

| ~
—~

*

[

1°20007S

Pard River

Y - Hekim
PARA A B

BRAZIL

T
1°30'0°S

1°30'0°S

& N 7
. 1 niss3 6 Km }\',‘

D S

LJ T
45°20"W 4872000"W

Samplings of M. amazonicum took place on a three months basis, from March
2011 to January 2012 (license collection 18.152-1), including the two seasonal
periods of heavy and low rain (January / March and June / September, respectively).
Field trips occurred on three consecutive days (one day per creek) at the quarter
moon. Sampling was done at the creek mouth (point 1) before sampling 2-km
upstream (point 2) and then returning to point 1 one hour later to conduct another
sampling set. Two replicates were taken at each sampling point. The overall survey
lasted around eight hours and included flood, ebb and slack time tides, totalling
between 26 to 32 samples.day™.creek™, depending on the creek depth and presence of
debris that eventually hampered proper sampling collection. Larvae were collected
using conical plankton net of 330 um in mesh size pulled by a small-motorized boat
in a counter current direction during three minutes along the deepest creek channel.
Water volumes filtered at each trawl were assessed by a flowmeter placed at the net
mouth.

Larvae were preserved in a 4% formaldehyde solution neutralized with sodium
tetraborate, then observed with a microscope and identified after dissecation of the
appendices (Magalhdes 1985; Guest 1979; Santos and Gonzales-Gordillo 2004).

Water physico-chemical variables, namely temperature, pH, conductivity, total
dissolved solids (TDS), salinity and dissolved oxygen (DO), were obtained in situ
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using a multiparametric probe (YSI) while transparency was assessed with a secchi
disk. In addition, one litre of water was collected in order to estimate turbidity, total
suspended solids (TSS) and chemical oxygen demand (COD) by spectophotometry
(UV-VIS; DR2400 from HACH). Nitrite (NO;), nitrate (N-NOs’), ammonium
(NH,"), phosphorus (PO4>), sulfate (SO4”), sodium (Na"), calcium (Ca®"), total iron
(Fe), free chlorine (CI), magnesium (Mg,"), potassium (K') and lithium (Li) were
evaluated by ion chromatography (ICS DUAL 2000 DIONEX, USA). Biochemical
oxygen demand (BOD) was assessed by respirometry (APHA et al. 2005) and total
ironbyinductively [...] coupled plasma atomicemissionspectrometry (ICP OES) (iCAP
6000 — THERMO SCIENTIFIC).

Relative abundance (%) and total density (larvae/m®) of M.amazonicum were
calculated in relation to creeks (Impacted = Tucunduba and Mata Fome Creeks; less
impacted = Combu creek), tides (flood, ebb and slack) and months (March, June,
September/2011 and January/2012). Larval development stages presenting a relative
abundance < 1% were not included in the statistical analysis. Volumes of filtered
water were estimated by the number of fluxometer rotation (General Oceanics, Inc).

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi a técnica de ordenacdo
utilizada para verificar quais variaveis abioticas contribuem significativamente para a
diferenca entre os igarapés estudados. Para testar se ha diferenca na densidade das
larvas de M. amazonicum em relagdo aos tratamentos(igarapés, més e mar¢) foi
realizada uma analise de varidncia multivariada permutacional (PERMANOVA)
utilizando-se 999 permutagdes (Anderson, 2005). Utilizou-se matriz de similaridade
com o indice de Bray-Curtis, a partir de valores de densidade transformados para log
(x+1). Para o teste da relacdo da densidade com os locais amostrados foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-wallis, por conta dos dados ndo atenderem aos
critérios da PERMANOVA. Correlations between prawn larvae and water parameters
were tested through the Spearman’s correlation index using larval density and abiotic
factors as dependant and independent variables, respectively.

Results

Os dois componentes principais da PCA foram mantidos para discriminagdo
dos igarapés, pois juntos explicaram 40,19 % da variagdo, distribuidos como eixo 1=
25,80 e eixo 2= 14,38. O eixo 1 foi positivamente correlacionado com a
condutividade, total de solidos dissolvidos, salinidade, N-NOj5", NH,4" e calcio. O eixo
2 foi correlacionado negativamente com a turbidez, bromo e magnésio (Figura 2).
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Figura 2: Analise de componentes principais das variaveis abioticas coletadas em trés
igarapés amazonicos. CND = condutividade, TDS = total de sélido dissolvido, SAL =
salinidade, NOs™= nitrato, NH4" = aménia, Ca= célcio, TRD= turdidez, BR= bromo e
MG= magnésio. o: Combu, 0: Mata Fome, : Tucunduba.

Macrobrachium amazonicum zoea stages 1, V, VIII, X and XI presented a
total density of 3.71 larvae/m>. Among them, zoea stage I was the most abundant
(3.68 larvae/m’) and present in all creeks (Tucunduba and Mata Fome Creeks only on
creek mouth, and Combu in all points). Zoea stages V, VIII, X and XI presented
densities of 0.010, 0.0005, 0.007 and 0.009 larva/m’, respectively, and were
encountered only in Combu Creek (less impacted). Only three larvae of zoeastage XI
were found in Tucunduba Creek. Statistical analysis were performed exclusively on
zoea stage | densities, as all remaining stages totalized less than 1% of all captured
individuals.

Densities of zoea stage I varied significantly between months, with higher
values in June and January (0.04 and 0.02 larva/m’, respectively) and lower values in
September and March (0.01 and 0.007 larva/m’, respectively) (Figure 3). As
diferengas foram significativas entre margo e junho (p(perm)= 0,001)e entre junho e
janeiro (p(perm)= 0,015).
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Figura 3: Variacdo trimestral da densidade larval de zoé I de M. amazonicum em trés
canais-de-mar¢ oligohalinos do estudrio amazonico brasileiro.

Between creeks, with higher densities in Combu Creek (2.91 larvae/m®) than
in Mata Fome Creek (0.74 larva/m®) and Tucunduba Creek (0.0037 larva/m®) (Figure
4), apresentandodiferencasignificativa entre Combu e Tucunduba (p(perm)0,03); and
nao between tides (Tabela 1)(Figure 4), with 2.69 larvae/m’ at ebbing, 0.99 larva/m’ at
flooding and no larvae captured at slack tide.
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Figura 4: Variacdo da densidade larval de zoé I de M. amazonicum em trés canais-de-
maré oligohalinos do estudrio amazonico brasileiro entre mar¢o de 2011 e janeiro de
2012 .Combu= menos antropizado; Tucunduba e Mata Fome, mais antropizado.

A densidade larval ndo variou em relagdo as marés (Tabela 1; Figura 5), sendo
maior na vazante (2.69 1arvas/m3) que na enchente (0.99 larvas/m3) e no estofo, onde
ndo foram encontradas larvas da espécie.
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Tabela 1. Resultado da analise PERMANOVA comparando a densidade das larvas de
M. amazonicum entre igarapés ¢ meses, coletados em trés igarapés (Ig) amazonicos.

GL SQ QM pseudo-F p(perm)

Igarapé 2 30.531 15.265 3.3215 0.034

Meés 3 81.559 27.186 5.9154 0.003

Maré 2 10.794 5.3968 1.859 0.147

Ig x Maré 2 52.436 26.218 9.0314 0.003

Ig x Més 6 105.28 17.547 6.0445 0.011

Ig x Més x Mare 4 157.39 39.347 13.554 0.002
Residuo 171 785.89 4.5959

Total 182 929.08
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Figura 5. Varia¢do da densidade larval da zoé I de M. amazonicum em relagdo as

marés do estuario amazonico brasileiro.
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Zoea stage | presented higher densities up-Combu Creek (point 2) when
compared to the mouth area (point 1). On the contrary, in both impacted creeks, a few
of stage I larvae were captured downstream (point 1) while no individuals were
captured headstream (point 2) (Figure 6).
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Figura 6: Densidade de zoea | do M. amazonicum em trés igarapésoligohalinos do
estuario amazonico brasileiro.

Macrobrachium amazonicum larvae were significantly and negatively
correlated with salinity, NO,, N-NH," NHzand Na' medians (Table 2). On the other
hand, a positive correlation was noted with SO4* (R=0.24; p=0.008) (Table 2).
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Table 2: R and p values from Spearman correlation among larval density of M.
amazonicum and abiotic factors. In bold, significant values of p<0.05. CND=
Conductivity, TDS= Total dissolved solids, DO= dissolved oxygen, TSS= Total
suspended solids, COD= chemical oxygen demand, BOD= Biochemical oxygen

demand.

Variables R p

pH -0,15 0.04

Salinity 0,15 0.04
NO; 0,3 <0.01

N-NH,4 -0,24 0.01

NH; -0,24 0.01

Na® 0,22 0.04
SO, 0.24 0.008
Temperature (°C) 0.13 0.07
CND (uS.100m™)  -0.13 0.07
TDS -0.13 0.09

DO -0.01 0.88

Turbidity -0.07 0.34

TSS -0.53 0.60

COD -0.15 0.05

BOD 0.05 0.50

Cl -0.13 0.08

N-NO™ 013 0.09

PO, 0.07 0.35

Fe -0.03 0.70
Waterhardness 0.05 0.50

Li 0.09 0.25

K 0.13 0.07

Mg -0.14 0.1

Ca 0.13 0.8

Discussion

The presence of zoea stage [ in all three creeks, regardless of anthropogenic
activities and water parameter values, sustain the hypothesis that M. amazonicum is a
species that reproduces continuously (Magalhades 1985; Lucena et al. 2010; Nobrega
et al. 2014; Lima et al. 2014) in the region and spawns up- oligohaline creeksas
proposed by Bentes et al. (2011a).
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Densities of larval stages were however influenced by abiotic factors variations
in all three creeks. Salinity was low during the whole study and at all sites, which
explained the negative correlation with M. amazonicum, as it did for pH.

In Brazil, the upper limit of nitrogen-products for freshwater bodies with pH <
7.5 is set to a value of 3.7 mg.L' (CONAMA - 357/2005); concentrations above this
reference are considered toxics to aquatic communities. Such was the case in both
impacted creeks where environmental conditions were therefore considered
dangerous to aquatic organisms, explaining the negative and significant correlation
between zoea stage | densities and nitrogen.

Tal efeito negativo de compostos nitrogenados no ciclo de vida e permanéncia
de camardes em ambientes aquaticos ¢ demonstrado por espécies marinhas (Allan et
al. 1990; Ostrensky e Wasielesky, 1995) e os Macrobrachium (Mallasen ¢ Valenti
2005; Figueroa-Lucero et al. 2012) na fase pos-larval e adulta. O que corrobora a
hipotese que apesar de M. amazonicum conseguir bioacumular poluentes, como
inseticidas (Coat et al. 2011) e tolerar amodnia em fases mais avangadas do
desenvolvimento (Dutra et al. 2016), o primeiro estagio larval é extremamente
sensivel a nitrato, amonia, sendo que Total de Solidos Dissolvidos e Condutividade da
agua, influenciam diretamente nos ions dos compostos poluentes ali dispersados.
Deste modo, o aumento da antropizacao nesses ambientes dificulta a permanéncia dos
estagios larvais posteriores.

The negative correlation between nitrite or ammonium and the early

development stages of M. amazonicum corroborated Haydet al. (2014) who reported
that an increase of nitrogen induces a drop of larval survival, productivity and weight
gain. Similarly to the Amazon River prawn, Macrobrachiumrosenbergii is sensitive
to N-concentrations. Ecotoxicological studies conducted on this species with different
concentrations of nitrate (0 to 16 mg.L™") indicated a positive correlation between N-
concentrations and anomalies in larval development. Zoeae | of M. amazonicum do
notaltertheir metabolism duetotheexpositiontofreshorbrackishwater,
butmetabolismalterationswerenotfollowedbychanges in free amino acidsconcentration
in zoea Il and V exposedtofreshandbrackishwater (Mazzarelliet al. 2015).

Waste waters and industrial discharges poured indiscriminately into water
bodies contain sulphates that interfere into the natural cycle of sulphur and can
hamper the process of auto depuration that controls the aquatic biota (Sartietet al.
2008). Among all three creeks, Tucunduba presented the higher concentrations of
S04, although the latters remained within the norms established by the CONAMA
(9357/2005) for freshwater bodies. Therefore it is unlikely that sulphates act as a
limiting factor upon larval development.

Plants could also influence distribution and density of M. amazonicum larvae.
Ecological studies conducted on this species indicated that it is most frequently
encountered within the vegetation edging lakes of Central America (Moreira and
Collart 1993; Montoya et al. 2014). Therefore, discrepancies in zoea stage [ densities
between both impacted creeks could be related to the nature of their water banks. It is
proposed that vegetated areas along Mata Fome Creek served as a spawning and
nursery grounds. However, as no development stages others than zoea I were
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encountered, it is likely that young’s cannot adapt inauspicious environmental
conditions and leave or die. On the other hand, larvae scarcity in Tucundubu Creek
would not only be related to water quality but also to the absence of vegetated cover.

In the study area, reproduction period of M. amazonicum was defined between
June to January, based on the presence of matured and riped females (Silva et al. 2007;
Bentes 2011a). The encounter of zoea I larvae all year round pointed at a continuous
reproduction, peaking during the driest month of June. The presence of these larvae in
all three creeks (present study) along with the capture of adults in the vicinity (Silva et
al. 2007; Bentes 2011a) suggest that this species’ spawning ground is located within
and/or nearby the creeks. However, differences in zoea I densities in favour of Combu
Creek revealed that environmental conditions are primordial for the maintenance of M.
amazonicum stocks. Among the significant correlations encountered between zoea |
densities and water parameters, those with N-compounds are more likely to control
larval population as it was the case for fish larvae (Souza et al. 2016). In Brazil, the
upper limit of nitrogen-products tolerated by the Brazilian Ministry of Environment
for freshwater bodies in case of pH < 7.5 is set to a value of 3.7 mg.L"' (CONAMA -
357/2005); this concentration was exceeded in both impacted creeks and to a less
extend in Combu Creek as both results of point source (impacted creeks) and non-
point source pollution (all creeks). The remaining correlations stressed by this study
were probably induced by seasonal variations and not only by anthropic activities.

Discrepancies in zoea [ densities between both impacted creeks was not
attributed to water quality as both sites were equally disturbed, but to the nature of
their water banks. It is proposed that vegetated areas along Mata Fome Creek served
as a spawning and nursery grounds. However, as no development stages others than
zoea | were encountered, it is likely that young cannot adapt inauspicious
environmental conditions and leave or die. On the other hand, larvae scarcity in
Tucunduba Creek would not only be related to water quality but also to the absence of
vegetated cover.

This study displayed valuable information on the straight relation between M.
amazonicum populations and environmental characteristics; this species sustainability
through successful reproduction and development processes highly depends on
humans’ presence and conservation of ecosystems integrity.
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