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RESUMO

A agua de lastro de navios mercantes, tem sido cada vez mais reconhecida como principal vetor
de transporte e consequente transferéncia de espécies exoticas entre diversas partes do mundo.
As espécies fitoplanctonicas estdo entre os mais comuns componentes biologicos destas aguas.
Assim a identificagdo e verificagdo de sua viabilidade se fazem importantes. Neste sentido, no
presente trabalho, dois métodos Opticos, a microscopia invertida e a de epifluorescéncia, € o
cultivo de amostras foram utilizados para identificar as espécies em aguas de lastro de navios
em aportados em Itajai e Navegantes, na foz do rio Itajai-acu em Santa Catarina - Brasil. Foram
realizadas 38 amostragens entre os anos de 2012 e 2013 em diferentes embarcacdes que se
utilizaram dos dois principais terminais portudrios instalados. Nestas amostras foram
identificados 92 taxons divididos entre os filos Charophyta (1 tdxon), Cyanobacteria (2 taxons),
Dinophyta (25 tdxons), Heterokontophyta (63 taxons) e Protozoa incertae sedis (1 taxon).
Destes, a metade (46 taxons), mostraram-se viaveis em cultivo. Foi identificada 1 espécie
exotica (Chaetoceros castracanei) e 3 taxons potencialmente toxicos (Dinophysis acuminata,
Pseudo-nitzschia delicatissima e Karenia spp.). Os resultados ainda indicaram a predominancia
da Classe Bacillariophyceae (diatoméceas) entre os organismos identificados e viaveis. Todos
estes dados alertam a necessidade de um maior cuidado quanto a potencial introdugdo de
espécies exoticas no ambiente estudado.

Palavras-chave: Agua de Lastro. Fitoplancton. Diatomaceas. Viabilidade Celular.



ABSTRACT

The ballast water of merchant ships, has been increasingly recognized as the main vector of
transport and the consequent transfer of alien species among different parts of the world.
Phytoplankton species are the most common biological components of these waters. Thus the
identification and verification of its viability are important tools of monitoring bioinvasion. In
the present work two optical methods, the inverted microscopy and epifluorescence
microscopy, and cultivation of samples were used to identify species in ballast water of ships
docked at the Ports of Itajai and Navegantes, in the mouth of the Itajai-Ac¢u River, Santa
Catarina, Brazil. A total of 38 samples were collected between the years 2012 and 2013 from
different boats that used the two main port terminals installed. In these samples 92 taxa were
identified belonging to the phyla Charophyta (1 taxon), Cyanobacteria (2 taxa), Dinophyta (25
taxa), Heterokontophyta (63 taxa) and Protozoa incertae sedis (1 taxon). Half of these (46 taxa)
were viable in culture. One alien species (Chaetoceros castracanei) and 3 potentially toxic taxa
(Dinophysis acuminata, Pseudo-nitzschia delicatissima and Karenia spp.) were among the
identified. The results also indicated the predominance of class Bacillariophyceae (diatoms)
both in identified and viable organisms. The data indicate the need for more attention to the
potential introduction of exotic species in the studied environment.

Keywords: Ballast Water. Phytoplankton. Diatoms. Cell Viability.
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1 INTRODUCAO

A habilidade de realizar viagens, transportar ‘“commodities” e compartilhar
informagdes com eficiéncia ¢ uma demanda imprescindivel na economia moderna globalizada.
Entre os diferentes meios de transporte, o maritimo continua sendo um dos mais eficientes para
longas distancias e grandes quantidades de bens (Rodrigues et al., 2006). Devido a estas
caracteristicas, o crescimento do comércio internacional através das vias maritimas vem se
intensificando continuamente desde 1970 (Breen & Metaxaz, 2008; Jokela & Ricciardi, 2008)

e hoje ja corresponde a mais de 90% da comercializacao de bens no mundo (Figura 1).

T ol 4 Tuornadas

<10 20 50 100 200 500 1000 2000  >5000

Fonte: Kaluza et al., 2010.

Devido a este comércio, as barreiras fisicas e quimicas naturais que historicamente
permitiram a evolucdo independente dos ecossistemas se mostram cada vez menos relevantes,
0 que potencialmente, em um caso extremo, pode levar a homogeneizagdo da biota terrestre
(Eno, 1996).

Isto se deve principalmente ao método comum a maior parte desta frota que utiliza-se
de agua para o seu balanceamento. Este método utilizado pela frota de navios comerciais ¢

reconhecido como lastreamento da embarcacdo, que trata-se do procedimento usual para o
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balanceamento da estrutura metalica das embarcacdes, sendo por isso indispenséavel. Esta dgua
uma vez utilizada para esta finalidade, acaba recebendo a determinagao de “agua de lastro”.
Este balanceamento proporciona a embarcacdo manobrabilidade e estabilidade e
normalmente ¢ realizada com aguas das baias ou estudrios do porto de origem que sao
posteriormente despejadas nos portos de destino (Figura 2). Estes procedimentos tornam a dgua
de lastro o principal vetor no transporte de protistas aquaticos e propagulos de plantas e animais
(Mccarthy & Crowder, 2000; Edwards et al., 2001; Werschkun et al., 2012). Algumas
estimativas indicam que mais de 12 bilhdes de toneladas de dgua de lastro sdo transportadas ao

redor do mundo por ano (IMO/MEPC, 1998).

Figura 2 - Esquema do lastreamento de uma embarcagdo quando esta ¢ carregada e
descarregada nos portos de origem e destino.

Descarregando
Carga
" -. ‘-

" Carregando Agua Lastro Tanques de Lastro cheios
© Porto de Origem © Durante Viagem
Carregando

Carga \
>t _ 'J : ‘.J-

= Descarregando Agua de Lastro Tanques de Lastro vazios

© Porto de destino © Durante Viagem

Fonte: IMO, 2007.

A biota encontrada nestas aguas, quando introduzida em um novo ambiente, constitui-
se de organismos exdticos e pode ter consequéncias ambientais, econdmicas e de saude publica
(Klein et al., 2010). Estimativas indicam que diariamente mais de 7.000 espécies circulam a

nivel mundial (Carlton, 2001).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia e viabilidade de espécies fitoplanctonicas transportadas e
liberadas através de aguas de lastro por navios mercantes que se utilizam dos terminais

portudrios do rio Itajai-a¢u.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Verificar a ocorréncia e viabilidade de espécies fitoplanctonicas existentes em
amostras de aguas de lastro, através do cultivo in vivo em meio especifico com diferentes teores
de salinidade e composi¢ao de silica.

- Testar metodologias com a utilizagdo da microscopia invertida e de epifluorescéncia,
no intuito de definir qual metodologia possui uma resposta rdpida e coerente quanto a

viabilidade de espécies fitoplanctonicas nas aguas de lastro analisadas.
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2 DESENVOLVIMENTO

O transporte de agua de lastro ao redor do globo, intensifica o risco da introdugdo de
organismos estranhos ao ambiente de destino das embarcacdes. Este processo definido por
bioinvasdo, mediado pelas 4aguas de lastro, ¢ complexo e constituido de diversos passos
(Carlton, 1996). Primeiro os organismos devem sobreviver as condi¢cdes extremas a que sao
expostos durante o transporte e subsequente deslastreamento. Na adaptacdo ao novo ambiente,
estes organismos precisam estar em numero suficiente para reproduzir-se, devem apresentar um
alto nivel de competitividade a possiveis pardmetros antagénicos e sua reproducdo deve ser
suficiente para compensar a mortalidade que pode ocorrer durante sua dispersao no ambiente
de destino (Barlow, 2006). Uma caracteristica destas d4guas e que aumenta seu potencial como
vetor de introdugdo de organismos, de acordo com diferentes autores, ¢ de que a agua de lastro
transporta todo tipo de organismos: bactérias (Willians. et al., 1988), protistas (Galil, 1997,
Genovesi, 2004), protozoarios (Hamer. 2000), algas, zooplancton, invertebrados bentonicos e
peixes entre os portos de origem e destino (Carlton, 1993; Mccarthy et al., 2000).

Estas espécies uma vez estabelecidas, podem gerar uma série de problemas ecoldgicos
como alteragdes na cadeia trofica, competicao com espécies nativas por espago, introducao de
substancias toxicas ou at¢ mesmo doencas (Klein et al., 2010; Klein at al., 2009; Daszak et al.,
2000; Barry et al., 2008). Podem ainda trazer prejuizos para instalacdes maritimas, turismo,
pescaria comercial e artesanal, qualidade de dguas e transporte maritimo (Pam, 2013).

Com o intuito de melhor definir a classificacao das diferentes espécies exoticas, estas
foram categorizadas da seguinte maneira (MMA, 2009):

- Espécie exotica contida, seria referente a espécies detectadas apenas em ambientes
artificiais controlados, isolados total ou parcialmente do ambiente natural (aquério comercial,
cultivo para fins cientificos, tanque de agua de lastro de navios, etc.);

- Espécie exotica detectada em ambiente natural, refere-se a presenca de espécies no
ambiente natural porém sem aumento posterior de sua abundancia e/ou de sua dispersdo
consequentemente ndo sendo atestado impacto causado pela sua presenca;

- Espécie exotica estabelecida, seria a espécie introduzida e detectada de forma
recorrente, com ciclo de vida completo na natureza e indicios de aumento populacional ao longo
do tempo em uma regido restrita ou ampla, porém ainda sem apresentar impactos ecoldgicos ou

socioeconOmicos aparentes;
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- Espécie exdtica invasora, refere-se a espécie estabelecida que apresenta abundancia
ou dispersdo geografica que interferem na capacidade de sobrevivéncia de outras espécies em
uma ampla regido geografica ou mesmo em uma area especifica (Elliott, 2003), ou quando a
espécie estabelecida causa impactos mensuraveis em atividades sdcioecondmicas ou na saude
humana. Especificamente as espécies exdticas invasoras podem ser responsaveis por realizar
pelo menos uma das seguintes agdes (MMA, 2009):

- Deslocar espécies nativas via competicdo por espaco, luz ou alimento;

- Ser predadora de espécies nativas e reduzir sua densidade ou biomassa;

- Parasitar ou causar doenga em espécies localmente importantes (como espécies
cultivadas ou com alto significado ecoldgico e valor de conservagio);

- Produzir toxinas que se acumulam na cadeia alimentar, envenenar outros organismos,
ou causar risco direto a saude humana (por exemplo, pela disseminagdo de patdgenos ou por
acumulac¢ado de ficotoxinas em moluscos e peixes utilizados na alimentagdo humana);

- Causar significativas perdas econdomicas decorrentes de modificacdes na
infraestrutura (por volumosa incrustacdo em tomadas de agua, circuitos de refrigeracdo, molhes,
embarcadouros, marinas, boias, cascos de embarcacdes e outras superficies entre marés ou
submersas, entre outras situacoes).

Casos como a introdu¢do do mexilhdo zebra (Dreissena polymorpha) nos EUA,
organismo que sozinho causa um impacto econdmico de mais de 500 milhdes de dolares por
ano (Ruiz et al., 2001), estrelas marinhas do Pacifico Norte (4sterias amurensis) na Austrélia,
a macroalga (Undaria pinnatifida) no Mediterraneo e o molusco Limnoperna fortunei
(Mollusca, Bivalvia, Mytilidae) em algumas bacias hidrograficas da regiao sul da América do
Sul, sdo alguns dos exemplos de espécies exoticas invasoras, que causaram significativos
impactos econdmicos € ambientais ao longo dos tltimos anos (Bax et al., 2003; Brugnoli et al.,
2006; 2007).

Outro exemplo que ¢ observado com preocupacao ¢ o aumento da frequéncia,
intensidade e distribuicdo geografica de dinoflagelados capazes de produzir a ficotoxinas que
causam sindromes como a do envenenamento paralisante e do envenenamento diarreico, entre
outras (Hallegraeff, 1998).

Entretanto, os potenciais riscos gerados pela liberacdo destas dguas em diferentes
ecossistemas, s6 foram reconhecidos realmente no fim da década de 1980 (Hallegraef & Bolch,
1992). A intensificagcdo dos estudos sobre esta tematica, ocorreu a partir do inicio da década de

1990 (Davidson, 2012) onde ficou reconhecido internacionalmente os potenciais riscos
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pertinentes a atividade comercial maritima e a partir deste momento, diversas organizagdes de
administracao e fiscalizacao portudria iniciaram esforgos para a contengao desta ameaca.

Com isto o comité de protegao ao meio ambiente (MEPC) da Organizagao Maritima
Internacional (IMO) e as Nagdes Unidas (ONU) vém, desde 1993, estipulando dispositivos
legais que levem a implementagdo de um plano de controle e gerenciamento das dguas de lastro.

Em 1997 a IMO através da criacao da resolugao A868 definiu diretrizes para o controle
e gerenciamento destas aguas, visando principalmente a diminuicdo da transferéncia de
organismos exoticos. Em fevereiro de 2004 na Conferéncia Internacional dos Direitos do Mar,
foi definida uma nova convenc¢do intitulada como Convengdo Internacional de Controle ¢
Gestdo da Agua de Lastro e Sedimentos de Navios. Esta convencgdo definiu padrdes
internacionais para o monitoramento e manejo de dgua de lastro (IMO, 2004, Gollasch et al.,
2007, David & Gollasch, 2008). Na secao “D” desta convengdo definem-se os padrdes para o
gerenciamento de Aguas de Lastro, no que concerne a viabilidade dos organismos. Na
regulamentacgdo “D2”, paragrafo 1° fica definido (IMO, 2004):

“Navios com o gerenciamento das aguas de lastro de acordo com esta convengao
deverdo deslastrear menos de 10 organismos viaveis por metro ciibico maiores ou iguais a 50
micrometros ou maiores € iguais a 10 micrometros.”

O Brasil se tornou pais signatario desta convengdo, mas ficou dependente da
promulgacao por parte dos poderes legislativos nacionais, coisa que ndo ocorreu até hoje e que
ndo permite que esta convencao tenha poder de lei. Atualmente o Ministério do Meio Ambiente
(MMA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria sdo as entidades que desenvolvem
atividades referentes a esta problemdtica no Brasil. Suas atividades sdo ainda deficitarias e
poucos estudos foram desenvolvidos no sentido de se reconhecer a real ameaca destes
procedimentos (Proenca & Fernandes 2004; Proenca & Mueller 2000; Caron Jr. et al., 2005;
Gerhardinger et al., 2005 e Souza & Silva, 2003).

Os quase 8.000 km de linha costeira e os mais de 80 terminais portuarios que a cada
ano recebem um niimero maior de embarcagdes agravam ainda mais este cenario (Takahashi et
al., 2007). O monitoramento destes riscos no Brasil atualmente vem sendo realizado por
diversos ministérios incluindo o do Meio Ambiente, Transporte, Turismo e Marinha do Brasil.
De uma maneira geral estes diferentes ministérios tem as seguintes fungdes:

- O Ministério do Meio Ambiente tem a obrigagdo de monitorar oS processos que
integram as aguas costeiras e aguas ocednicas nas areas de biodiversidade e impacto dos

organismos marinhos introduzidos pelas aguas de lastro;
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- O Ministério da Saude ¢ responsavel pela inspecdo sanitaria das embarcagdes e
controle preliminar das condi¢des de saide na embarcagdo. Considerando que muitas vezes o
lastreamento ¢ realizado com aguas do estuario do porto de origem, estas podem conter uma
série de organismos patogénicos, tornando-se desta forma um potencial problema de saude
publica (Ministério da Satde do Brasil, 2002);

- O Ministério dos Transportes tem por fungdo basica coordenar e controlar a frota que
se utiliza dos terminais portuarios do Brasil;

- O Ministério da Defesa, através da Marinha do Brasil, teria o papel do policiamento
das atividades desta frota comercial que se utiliza dos terminais portuarios do Brasil.

Um estudo exploratério realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(subordinada ao Ministério da Saude), confirmou a ocorréncia de agentes patogénicos em adguas
de lastro liberadas em portos brasileiros. Neste estudo foram encontrados em mais de 70% das
amostras de 103 a 106 unidades formadoras de coldnias por litro (UFC/L), sendo registrados
nestas amostras Vibrio cholerae (31%), coliformes fecais (13%), Escherichia coli (5%),
enterococos fecais (22%), Clostridium perfringens (15%), virus bacterianos (29%), V. cholerae
O1 (7%), V. cholerae NAG (23%) além de espécies planctonicas (21%) (Ministério da Satde
do Brasil, 2002).

Com o intuito de controlar esta atividade, em 2005 a Marinha do Brasil liberou a
Norma da Autoridade Maritima para o Gerenciamento da Agua de Lastro de Navios —
NORMAM 20, que regularizava e definia alguns deveres dos navios que se utilizam de
terminais portudrios brasileiros. Porém, apesar do envolvimento dos mais diversos ministérios,
pouca coisa realmente vinha e vem sendo realizada no Brasil, quanto ao controle e
regulamentac¢do das atividades de lastreamento e deslastreamento desenvolvidas nos terminais
portuarios em seu territoério. A Organizagcdo Maritima Internacional (IMO) afirma que mais de
62% dos navios que declaram realizar a inica medida pratica exigida atualmente para controle
da qualidade de dguas de lastro (troca das aguas estuarinas por aguas oceanicas), provavelmente
nao o faz, uma vez que as aguas contidas em seus tanques possuem salinidade inferior a 34.
Corroborando esta afirmacdo, Martins et al. em 1991 e 1993 apresentaram informagdes sobre
a ocorréncia de V. cholerae na América Latina e estimaram que mais de 1,2 milhdes de casos
diagnosticados resultaram em cerca de 12.000 mortes. No Brasil um surto com 467 casos
confirmados no estado do Parana, ocorreu justamente na regido do terminal portudrio de

Paranagua (Ministério da Satide do Brasil, 2002).
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Neste cendrio, este projeto teve como foco de estudo o estuario do Rio Itajai-Actl e as
atividades portudrias desenvolvidas neste. Utilizou-se também de um historico de estudos
desenvolvidos neste ambito desde 2005 (Caron Jr., 2005), incluindo estudos sobre a viabilidade
de organismos presentes nestas aguas, além da identificacdo dos mesmos.

A regido da foz do Rio Itajai ¢ um dos maiores pdlos de atragdo econdmica de Santa
Catarina: localiza-se em uma das regides com a melhor logistica da América Latina; ¢ uma das
regides no Brasil com forte dinamismo econdmico; possui o maior porto pesqueiro do Brasil e
¢ considerado um novo poélo da industria naval inclusive em nivel internacional. Sob o ponto
de vista geografico, a regido esta localizada em uma das areas mais estratégicas do territorio
catarinense, pois oferece ligagdo fluvial com o interior do Estado, e pelo Oceano Atlantico com
todos os demais portos do Brasil, como demonstrado na Figura 3. Além disso, situa-se proximo

de centros importantes como, Curitiba (212 km) e Porto Alegre (564 km).

Figura 3 - Visualizacdo da rafia da regido de Itajai e Navegantes - SC.

Fonte: Google Earth.

Sob o aspecto logistico, esta regido se encontra no eixo rodoviario mais importante do
sul do Brasil, a BR-101, e possui ligagdo via aérea para todos os aeroportos do Brasil e do
mundo, através do municipio vizinho de Navegantes. Tem no municipio de Itajai a sede da
regido metropolitana da Foz do Rio Itajai-Agu, segundo a Lei Complementar Estadual de Santa
Catarina n°® 495/2010. O nucleo metropolitano € composto pelos municipios de Itajai, Balneario

Camborita, Camboria, Navegantes e Penha.
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A economia na regido se desenvolveu através de 3 ciclos econdmicos importantes: o
Ciclo da Madeira, o Ciclo da Pesca e o Ciclo da Modernizagao Portuaria, sempre primeiramente
no municipio de Itajai mas também sempre sendo acompanhado pelo municipio de Navegantes.
Segundo o Atlas Socioambiental de Itajai, o ciclo da madeira teve seu inicio na década de 50,
transformando o porto de Itajai no maior exportador de madeira da América do Sul. Com isso,
houve um grande crescimento populacional e uma elevagao na quantidade de estabelecimentos
madeireiros € mao de obra especifica. O declinio desse ciclo, nas décadas seguintes, se deu
devido a alguns fatores como a criacdo de leis ambientais para conter o desmatamento e a
concorréncia com outros portos.

Ja o ciclo da pesca teve seu auge nas décadas seguintes, com o declinio da madeira e
da economia portudria de Itajai. Com a grande producao de pescados, empresas de grande porte
se estabeleceram na cidade garantindo o abastecimento local e o aumento nas exportagdes
brasileiras. Apesar da falta de investimentos, politicas ambientais e defesos divergentes, o porto
de Itajai continua sendo o maior porto pesqueiro do Brasil, que nas décadas de 1980 e 1990 foi
estruturado devido a modernizagdo ocorrida nos portos brasileiros.

Foi nesse periodo que ocorreram a expansdo e a construcdo de terminais
especializados, consolidando o ciclo da modernizagao portuéria.

Com tudo isso, a regido se insere no contexto estadual e nacional como uma das mais
promissoras no contexto socioecondomico, tendo sua economia diversificada nos mais diversos
setores, com destaque para o setor de comércio e prestacdo de servigos. Atualmente a
construgdo civil esta sendo responsavel pela modernizagdo e verticalizagcdo do centro e dos
bairros das cidades; o turismo ¢ responsavel por atrair milhares de visitantes em todas as épocas
do ano, sendo o terminal transatlantico uma referéncia internacional.

Estes fatores, aliados ao aquecimento da economia, a nivel nacional e municipal, as
oportunidades crescentes de trabalho e um Indice de Desenvolvimento Humano considerado
elevado (0,825), geraram uma elevagdo na densidade demografica da regido nos ultimos 50
anos (IBGE 2010).

Dentro deste contesto, de aquecimento da economia e consequente movimentagao de
cargas, atualmente sdo dois os principais terminais portudrios que desenvolvem atividades na
regido, na margem de Itajai o Porto municipal de Itajai e seus operadores particulares e, na
margem de Navegantes, a Portonave. O terminal portudrio de Itajai teve inicio de suas
atividades para movimentacao de cargas por volta do ano de 1935 (Porto de Itajai, 2011), ja o

terminal portudrio de Navegantes iniciou suas atividades apenas no ano de 2007 (Portonave,
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2013). Atualmente o Porto de Itajai é considerado o segundo maior em nuUmero de
movimentagdo de containers no pais, tem forte vocagdo a pesca sendo estas atividades
responsaveis por mais de 50% da arrecadagdo dos municipios de Itajai e Navegantes. Juntos
entre dezembro de 2011 e novembro de 2012 movimentaram cerca de 4 milhdes de toneladas e
tiveram 857 atracagdes em seus terminais. O terminal na margem de Itajai em 2013
movimentou mais de 3,4 milhdes de toneladas, valor muito abaixo do recorde do ano de 2006,
que passou de 4,8 milhdes de toneladas de carga movimentada. Apenas neste ano, mais de 310
navios utilizaram-se destes terminais segundo o Histérico de Movimentacdo Porto de Itajai
(Porto de Itajai, 2013). Estima-se (sobre o nimero de navios atracados), que apenas no terminal
Portuério de Itajai mais de vinte e quatro mil m3 de 4gua de lastro tenham sido despejados no
ano de 2010 sem qualquer controle ou tratamento.

Dentre todas as espécies exoticas que potencialmente poderiam ser introduzidas neste
ambiente, foi dada especial atencdo neste projeto, a comunidade fitoplanctonica.
Historicamente os organismos fitoplanctonicos, ndo tém sido contemplados nos estudos sobre
a introducdo de espécies exodticas em todo mundo. Deve-se isso principalmente pela convic¢ao
da distribuigdo cosmopolita destes organismos (Finlay, 2002), mas estudos indicam que isto
nao seria verdade (Casteleyn et al., 2008; Kaczmarska et al., 2009; Kooistra et al., 2008; Medlin,
2007), uma vez que estes possuem sim uma distribui¢ao especifica ou até muitas vezes possuem
linhagens potencialmente mais toxicas que as de ocorréncia na area de estudo.

Outro fator que influenciaria esta questdo seria a descrenca na viabilidade destes
organismos ao fim de cruzeiros que normalmente duram vérios dias, expdem 0s organismos a
condigdes extremas e os priva totalmente a incidéncia de luz. Contrariando todas estas
condi¢des adversas, varios estudos demonstraram a existéncia de organismos que resistem ao
fim de cruzeiros transoceanicos e sdo vidveis (Kipp et al., 2010; Klein et al., 2010; Gollasch et
al., 2000; Klein et al., 2009).

Atualmente na regido, por iniciativa da UNIVALI em convénio com o Porto de Itajai,
para atender requerimento por parte do 6rgao ambiental competente sdo realizadas coletas para
identificagdo de espécies fitoplantonicas e zooplanctonicas, onde as amostras sdo coletadas e
imediatamente fixadas para identificagdo e quantificagdo. Além disto, ¢ estimado o volume de
despejos de agua de lastro e ¢ calculado o risco de cada embarcagdo de acordo com o porto de
procedéncia e sua similaridade com a regido de Itajai, onde portos de maior similaridade
apresentam menor risco sendo o contrario também verdadeiro. Logo no intuito de aprimorar

este monitoramento o projeto proposto teve por finalidade nao sé identificar e quantificar os
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organismos, mas sim averiguar que espécies fitoplanctonicas alcancam esta area com

viabilidade para se estabelecer nos diferentes ambientes da regido.

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Areas de estudo

A darea de estudo corresponde ao estudrio do Rio Itajai-agu onde se desenvolvem a
atividade portudria pelo Porto Publico de Itajai e demais terminais portudrios instalados nas
margens direita e esquerda da Foz do Rio Itajai-agu. Todas estas instalacdes constituem o
complexo portuario de Itajai e s3o hoje a principal op¢ao para o os exportadores e importadores
que operam em Santa Catarina e um dos principais complexos do Brasil. A Autoridade
Portuéria ¢ delegada ao municipio de Itajai pelo convénio n® 08/1997 firmado entre municipio
e Unido, e ¢é exercida pela Superintendéncia do Porto de Itajai, autarquia municipal criada em
junho de 2000 para assegurar as condi¢cdes operacionais € garantir a infraestrutura terrestre e
aquavidria para os terminais que compdem o complexo.

Neste estudo foram amostrados navios mercantes que se utilizaram dos dois principais
terminais instalados no estudrio do Rio Itajai-agu, o APM Terminals Itajai, que localiza-se na
margem da cidade de Itajai e o Portonave que localiza-se na margem do municipio de
Navegantes.

Esta area oferece diferentes habitats com as mais variadas condic¢des fisico/quimicas e
espaciais. Considerando estes diversos habitats € de se supor também uma maior facilidade para
a instalagdo e propagacao das mais diversas espécies invasoras. A regido como um todo, devido
a importancias das atividades de pesca, aquicultura e até mesmo turismo, poderiam sofrer

graves consequéncias em um eventual estabelecimento de alguma espécie exotica.



Fonte: Google, 2016.
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2.1.2 Amostragens

O monitoramento de agua de lastro no Porto de Itajai ocorre desde 2005, sendo que
apenas a partir de 2007 foi implantado o programa de anélise e monitoramento de 4gua de lastro
no porto. Devido a todos os empecilhos legais junto a Policia Federal, Anvisa e Autoridade
Portuéria o acesso aos navios sempre deve atender a uma série de autorizagdes prévias. Neste
sentido grande parte das amostragens foram realizadas pelo responsavel por todo o programa
de monitoramento ja instituido anteriormente ao inicio deste projeto.

As amostragens ocorrem diretamente nos tanques de lastro dos navios mercantes e tem
como principio a facilidade de acesso, a determinacdo do comandante do navio e o nivel de
agua dentro dos tanques. Devido ao dificil acesso, o principio de que ndo altere a rotina de carga
e descarga e a necessidade de acompanhamento de pessoal responsavel pela embarca¢do muitas
vezes a coleta € vista como um empecilho, o que muitas vezes leva a nio realizagdo das mesmas.

A figura abaixo ilustra uma das coletas realizadas e a mao de obra necessaria para realiza-la.

Figura 5 - Acesso ao tanque de dgua de lastro. A) Retirada de elipse para entrada ao ambiente
anterior ao tanque. B) Retirada de elipse para acesso ao tanque de lastro. C) Detalhe do
equipamento na agua sendo preparado para amostragem.

Com a elipse do tanque de lastro aberta era inserida uma bomba submersa da marca

RULE ® modelo S00GPM acoplada a um cabo elétrico anti-chamas de 15m conectado a uma
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bateria automotiva de 12v e 45A. Para a coleta da amostra de fitoplancton era acoplada a boca
de saida da bomba submersa uma garrafa filtradora (garrafa plastica com rede de malha de
40um) e a bomba era acionada por 7min perfazendo um volume estimado de 210 litros, apos
isso a garrafa filtradora era lavada com pisseta (contendo agua do préprio tanque amostrado)
sobre um funil que levava o concentrado para um frasco de amostragem. Este processo era
repetido 2 vezes. Em uma das ocasides a amostra era recuperada e acondicionada em um frasco
de 200ml contendo formol a 4% para preservacdo da amostra e na segunda oportunidade para
um frasco sem fixador para inoculagao e tentativa de cultivo.

No periodo deste projeto foram realizadas amostragens em 11 tanques de lastro de
navios que se utilizaram do terminal da APM em Itajai e 27 tanques de lastro de navios que se
utilizaram do terminal Portonave em Navegantes totalizando 38 amostras de dgua de lastro no

periodo de setembro de 2011 a dezembro de 2012.

2.1.3 Cultivo

Apbs coleta e dentro de 8 horas as amostras eram levadas ao laboratdrio e cultivadas
a temperatura e periodo de luz controlados. Utilizou-se do meio de cultivo F/2 (Guillard, 1975).
Foram preparados meios F/2 com 4gua do mar filtrada e com salinidade ajustada a 30 e com
agua destilada, ambos nas versoes com adigdo de silica e sem adicao de silica.

Os cultivos foram realizados de duas formas:

- Cultivos em erlenmeyers com volume final de 100 ml, com concentragdo de amostra
de 1:20 e a 30 de salinidade, em meio F/2 com adigao de silica;

- Cultivos em microplacas de 24 pocos com volume final de 2 ml por pogo nas

formulagdes e concentragdes de meio e amostra respectivamente de acordo com a figura 6.



29

Figura 6 - Detalhe do cultivo em microplacas com suas diferentes concentragdes e
composigoes.

O controle negativo tratava-se do meio com sua salinidade especifica e formulagao

com adi¢@o ou ndo de silica, mas sem a inoculagdo da amostra in vivo.

O cultivo com a concentragdo de amostra a 100%, tratava-se apenas da amostra in vivo
cultivada sem qualquer adicdo de meio. J& as concentracdes de amostras de 50% e 10%
apresentaram versoes do meio F/2 a salinidade 30 e 0 com adigao de silica ou ndo. Neste caso
o cultivo sem adicao de silica, foi uma tentativa de favorecer o desenvolvimento de espécies
que ndo demandassem deste nutriente.

Desta forma ao final de 7 dias de cultivo em ambiente com fotoperiodo de 8 horas de
luz e 16 horas no escuro, a uma temperatura de 19°C £ 2 °C, os cultivos em erlenmeyer foram
fixados em frascos de 100 ml e os cultivos das microplacas analisadas em microscopia invertida
e posteriormente conservadas em tubos de ensaio com tampa. Ambos foram fixados com formol

a 4% e posteriormente analisados no caso das amostras cultivadas em erlenmeyer.
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2.1.4 Determinagio qualitativa e quantitativa do fitoplincton de amostras fixadas e de

amostras cultivadas.

A determinacdo qualitativa e quantitativa do fitoplancton foi realizada com as amostras
fixadas retiradas dos tanques de lastro. Utilizou-se o método de Utermohl (1958), com cadmaras
de sedimentacdo de 10 ml e microscopio invertido com contraste de fase, nos aumentos de 100,
200 e 400 vezes. As amostras cultivadas em microplacas tiveram seus organismos identificados
e quantificados diretamente nas placas utilizando-se do microscopio invertido, sendo

posteriormente foram fixadas.

2.1.5 Determinacio de salinidade, clorofila-a e pH.

As variaveis fisico quimicas da dgua (salinidade e pH) foram medidas em laboratorio,
utilizando-se de uma sonda multiparametro Horiba U10, em decorréncia da dificuldade em
acessar os tanques de lastro. Desta forma, tomar medic¢des de outros parametros fisico/quimicos
(temperatura e oxigénio dissolvido) ndo representariam a realidade do momento de coleta e por
1sso ndo foram realizados.

Para a andlise de clorofila-a foi utilizado o método fluorimétrico de acordo com
Strickland & Parsons (1972). Foram filtrados volumes definidos de amostra (entre 5 e 100 ml,
dependendo da quantidade de material em suspensdo), em filtros GF/F de 25 mm de didmetro,
ao abrigo da luz. Estes foram entdo dobrados e estocados a -18°C em envelopes de papel
aluminio. A extragdo dos pigmentos foi feita em 10ml de acetona a 90%, por 24h no congelador.
A fluorescéncia das amostras foi lida em fluorimetro Turner TD-700. A calibracao do aparelho
¢ feita usando-se amostras extraidas de cultivos saudaveis da diatomacea Skeletonema
costatum, cuja concentragdo absoluta de clorofila-a ¢ previamente determinada por
espectrofotometria (espectrofotometro de emissao) de acordo com Strickland & Parsons (1972).

Os valores finais foram expressos em pg.l-1.

2.1.6 Determinacao da viabilidade de células fitoplanctonicas, através da analise de

epifluorescéncia.

A determinacdo da viabilidade das células fitoplanctonicas, através da observagao da

integridade de seus cloroplastos foi adaptada de acordo com Klein et al. (2010). Devido a
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particularidades no método de amostragem, onde no caso do trabalho de Klein et al. (2010),
eram amostras integrais posteriormente filtradas e no caso deste projeto eram amostras ja eram
filtradas no momento da amostragem, algumas alteragdes foram realizadas no método proposto.

A coleta foi realizada de acordo com a descri¢ao do item 3.2. Apos a recuperagao do
material filtrado este era conservado in vivo, resfriado e encaminhado ao laboratorio. No
laboratério uma aliquota de 100 ml era centrifugada, retirava-se o sobrenadante, recuperava-se
o pellet que era ressuspendido em 20 ml de dgua do mar filtrada. Esta amostra uma vez
recuperada era fixada e posteriormente confeccionavam-se laminas de microscopia cobertas
com laminulas sendo a enumeracao realizada através de contagem direta por microscopia de
autofluorescéncia (MACISAAC & STOCKNER, 1993). O conjunto Optico, nesse caso,
compreendeu em filtro de excitagao de 510-550 nm, filtro barreira de 590 nm e divisor de feixe
de 570 nm em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX40. A autofluorescéncia natural
dos cloroplastos nas células foi considerada um indicativo de que as células estavam vivas no
momento em que as amostras foram fixadas. Foram analisadas e enumeradas aleatoriamente

um minimo de 30 células em cada lamina.

2.1.7 Analise estatistica

Para facilitar a compreensdo das relagdes entre os diferentes dados descritos, foi
realizada a técnica multivariada exploratoria de Analises de Componentes Principais (ACP).
As matrizes de dados submetidos & ACP, tiveram seus valores das varidveis logaritmizados para

normaliza¢do das amplitudes de variacao.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Origem das amostras

Uma das poucas obrigagdes, em se tratando do controle da agua de lastro dos navios
mercantes que acessam os diferentes terminais portudrios localizados na foz do rio Itajai-agu, é
a entrega de formulérios que tem como principais informagdes:

- Estimativa de Lastreamento ou Deslastreamento realizado no porto de destino (no
caso o Porto de Itajai);

- Declaracao da realizacdo da troca oceanica;



32

- Informagdes quanto a origem desta dgua de lastro (normalmente uma coordenada
geografica), data de coleta e dados gerais sobre o navio.

Dentre as 38 amostras de agua de lastro coletadas e analisadas no periodo de setembro
de 2011 a dezembro de 2012, ficou claro que, de acordo com informagdes declaradas em seus
respectivos formuldrios, a distribui¢do da origem destas adguas de lastro variou pouco. Foi
declarado que das 38 amostras 22 sofreram troca oceanica e desta forma se desfizeram das
aguas do porto de origem.

Os demais formularios indicaram uma distribui¢ao principal na costa da América do
Sul, com quatro amostragens acumuladas na foz do Rio da Prata, mais especificamente com
trés navios declarando como origem da adgua de lastro o terminal portuario da cidade de Buenos
Aires e um declarando o terminal da cidade de Montevideo como origem. Deve-se dar atencao
aos navios provenientes destes terminais uma vez que de acordo com Brugnoli et al. (2006,
2007) existem 12 organismos aquaticos exoticos ja introduzidos nas aguas da foz do Rio da
Prata onde entre estes organismos destacam-se trés espécies de moluscos (Limnoperma
fortunei, Rapana venosa e o Corbicula fluminea), que sdo reconhecidas como espécies exoticas
invasoras (Muniz et al. 2005, Rodriguez 2007, Brugnoli et al. 2006, 2007). Além disso, as costas
uruguaia e argentina tém sido palco de diversas floragdes de microalgas nocivas como a
cianobactéria Microcystis aeruginosa, a diatomacea Pseudo-nitzschia multiseries € 0s
dinoflagelados Gymnodinium catenatum, Dinophysis spp. € Alexandrium tamarense (Méndez,
2006). Destas, a tltima espécie, que ¢ produtora de toxinas paralizantes, ainda ndo foi citada
para a costa catarinense, apesar de ter sido detectada no Parana (Proenga & Fernandes 2004), o
que significa que a dgua de lastro oriunda daquelas regides constitui um risco de introdugao
desta espécie na costa catarinense, o que teria graves consequéncias na maricultura regional.

Os demais formularios declararam como pontos de origens terminais distribuidos ao
longo da costa do Brasil. Da mesma maneira, alguns terminais portuarios brasileiros também ja
possuem registros de espécies exoticas invasoras, como a Lagoa dos Patos no Rio Grande do
Sul que como o Rio da Prata anteriormente citado também possui registro do molusco
Limnoperma fortunei (Brugnoli et al. 2006, 2007) e da espécie também ja considerada exdtica
invasora Alexandrium tamarense, ja citado acima.

Fora destas areas, foram declaradas apenas duas origens de agua de lastro, sendo uma

no terminal portuario de Algeciras na Espanha e outra em Singapura (Figura 7).
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Como a maior parte das regides de origem ¢ localizada muito préximo ou até mesmo
na mesma biorregido, a expectativa de se encontrar espécies exoticas nas amostras analisadas
era pequena.

De qualquer forma, devido aos poucos estudos e programas de monitoramento em toda
aregido e a identificagdo, neste estudo, da presenga de espécies ainda ndo registradas, fica clara
a necessidade do monitoramento destas aguas de lastro. Esta condi¢do se repete em todo o
mundo e muito deve-se a falta de um padrao ou medidas adotadas a nivel mundial (David et al.,
2007) Desta forma, deve ser dada muita aten¢do, aos portos de origem que possuem registros
de espécies exdticas e estdo a poucos dias de viagem do porto de destino, no caso o Porto de

Itajai.

Fonte: ArqGis (2016)

2.2.2 Dados Quimicos e biolégicos das amostras

Os dados de dias de tanque e origem da agua de lastro, que foram obtidos dos
formularios entregues pelos responsaveis dos navios, mostraram que estes variaram entre 1 e
193 dias (Tabela 1). Fica claro a grande variagao entre as amostras quanto aos seus respectivos
dias de retencdo, apresentando um valor médio de 25 dias (CV= 156%). De qualquer forma
ficou clara a relacdo entre dias de retencao da agua de lastro e numero de espécies viaveis nos

métodos das amostras cultivadas e analisadas por epifluorescéncia. A ACP (Figura 8), mostrou
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uma relacdo inversamente proporcional entre os dias de tanque e o numero de espécies viaveis,
tanto no cultivo como na analise de epifluorescéncia. Estudos anteriores (Carlton, 1985;
Williams et al., 1988), confirmam este padrao onde a abundancia e a diversidade de espécies
fitoplanctonicas, diminuem com o tempo de retengdo da agua de lastro nos tanques, ficando
estabelecida uma relacdo inversamente proporcional. J& para as espécies identificadas nas
amostras fixadas, esta relagdo nao ficou muito clara. Os dados de origem ou localizagao da
troca, que identificam principalmente se esta agua de lastro sofreu troca oceanica sao bastante
questionaveis uma vez que valores de salinidade ndo sdo condizentes com o esperado. Estes
dados sdo coerentes com afirmagdo anterior (item 1), onde a IMO declara que 62% das
declaragdes cedidas por responsaveis de navios quanto a confirmagao da troca oceanica sao
inveridicas. Estas informacdes sao normalmente contestadas devido a verificagao da salinidade
destas amostras que apresenta valores inferiores aos comumente encontrados em aguas
oceadnicas. Segundo Stowe (1995), a maior parte das aguas oceanicas tem salinidades que
variam entre 34 e 36 e virtualmente toda a variagdo significativa neste parametro deve-se a
processos fisicos (congelamento, precipitacdo ou evaporacdo). Um exemplo disto, é que
normalmente aguas costeiras apresentam uma menor salinidade devido principalmente ao
aporte de
agua doce dos continentes.

Neste sentido a salinidade pouco variou e apresentou valores maximos e minimos de
36,3 e 28,8 respectivamente (Tabela 1). Os menores valores de salinidade quase sempre sdo de
amostras onde nao foram declaradas a troca oceanica. Lembrando que a troca oceanica €
considerada satisfatéria quando mais de 97% do volume do tanque € realmente trocado com
dgua marinha oceanica. De qualquer maneira cinco das amostras (#3, #9, #26, #34, #35)
apresentaram valores de salinidade variando entre 28,8 e 33,6 e foram declaradas como
oceanicas (Tabela 1). Estes dados corroboram os receios da IMO das declaragdes inveridicas
nos formularios de controle de trocas oceanicas.

Ja o pH variou entre 8,32 ¢ 6,5 (Tabela 1) e da mesma forma nao apresentou um padrao
de distribui¢do em relag@o a declaragdo de origem da agua de lastro.

A concentragdo de clorofila-a, como citado anteriormente, assume o papel de indicador
das espécies fitoplanctonicas vidveis e apresentou maxima ¢ minima de 0,0516 e 0 pg.L-1
respectivamente (Tabela 1). Os valores de clorofila-a de acordo com a analise de componentes
principais (Figura 8), foram proporcionais ao nimero de espécies viaveis cultivadas e

identificadas por epifluorescéncia. Ainda se mostrou inversamente proporcional a salinidades
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das amostras, indicando um padrio esperado de que 4dguas oceanicas normalmente de maior
salinidade possuem uma menor abundancia e diversidade de espécies fitoplanctonicas e
consequentemente menores valores de clorofila-a. Da mesma maneira, também foi observado
um comportamento inversamente proporcional entre valores de clorofila-a e dias de tanque da
agua de lastro. Estudos, corroboram este dado, como o observado em Klein et al. (2010), onde
todos os valores de clorofila-a partir do sexto dia de monitoramento dos tanques de lastro,
durante uma jornada entre o Oceano Pacifico e o Canadd, apresentaram valores inferiores a 0,1
pg.L-1. O mesmo estudo indica que o decréscimo nos niveis de clorofila-a, ocorreu rapidamente
apds o lastreamento dos navios como consequéncia da total falta de luz e decréscimo na
concentragdo de alguns nutrientes essenciais como nitrato e fosfato. Ainda de acordo com
Gollash et al. (2000), as caracteristicas do ambiente do tanque de lastro podem nao ser os tinicos
fatores responsaveis pelo decréscimo acentuado na abundancia dos organismos, e consequente
decréscimo nos valores de clorofila-a logo apoés o lastreamento do navio. Provavelmente,
eventuais danos causados durante o processo de bombeamento de agua, tiveram papel

importante no decréscimo de abundancia destas espécies.
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Tabela 1 - Dados de salinidades, pH e clorofila-a extraida o nimero de taxons identificados nas amostras cultivadas, fixadas e observadas em
microscopia de epifluorescéncia e dados de dias de retencao e origem das 38 amostras de 4gua de lastro coletadas nos Terminais Portuarios de
Itajai e Navegantes — SC.

Amostra Dias de Localizacio Salinidade pH Clorofila-a Ext. (ug/l N "ljéxons ) ] ) - "‘l“éxon.s
Tanque da Troca (ppm) Viaveis (Cultivo) Taxons Identificadas Viaveis (Epifluor.)

1 8 Oceénica 35,5 7,4 0,0113 2 10 3
2 13 Singapura 35,7 7,9 0,007 1 - -
3 13 Oceénica 29,3 8,1 0,0118 2 1 -
4 14 Oceénica 354 8,05 0,0250 8 7 2
5 25 Ponta do Ebu/Espirito Santo 31,8 7,8 0,0477 20 13 9
6 1 Paranagua/Parana 344 7,87 0,0007 - 10 4
7 17 Oceénica 35,5 8,1 0,0013 - 12 3
8 14 Algeciras/Espanha 35,1 8,2 0,0290 12 15 5
9 28 Oceanica 33,6 8,3 0,0070 1 10 3
10 29 Oceanica 342 7,34 0,0063 - 6 )
11 20 Oceanica 35,3 8,15 0,0153 5 5 1
12 67 Oceénica 34,2 6,70 0,0007 - 7 3
13 - Oceanica 35,2 6,87 0 - 4 -
14 2 Oceénica 35,6 6,90 0,0107 12 23 8
15 - - 35,1 6,96 0,0003 - 7 -
16 - - 32,8 6,50 0,0150 8 27 11
17 - - 31,7 6,89 0,0123 3 28 8
18 49 Montevideo 29,3 7,09 0,0003 - 2 -
19 5 Oceanica 34,2 7,6 0,0011 - 3 -
20 14 Oceanica 36,3 7,6 0,0218 1 3 1
21 6 Suape/Pernambuco 36,3 8,2 0,0281 3 4 1
22 18 Mista 34,9 8,32 0,0015 - 3 -
23 11 Oceéanica 35,9 8,12 0,0008 - 2 -
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Continuagdo Tabela 1.

Amostra Dias de Localizagdo Salinidade pH Fluorescéncia Ext. (ug/l) ... "ljéxons . . . .z ".l“éxon.s
Tanque da Troca (ppm) Viaveis (Cultivo) Taxons Identificadas Viaveis (Epifluor.)
24 23 Oceanica 34 7,87 0,0017 1 - -
25 3 Santos/ Séo Paulo 29,2 7,65 0,0322 7 20 9
26 140 Oceanica 28,8 8,22 0,0003 - 1 1
27 9 Oceénica 35,5 7,98 0,0144 2 6 2
28 11 Oceanica 35,6 8,02 0,0003 - 2 -
29 6 Buenos Aires 29,5 6,95 0,0247 4 7 1
30 12 Oceanica 35,5 7,36 0,0003 - - -
31 42 Oceanica 36,4 7,93 0,0010 - 1 -
32 2 Buenos Aires/Oceanica 31,2 7,78 0,0448 13 12 7
33 12 Salvador/Oceénica 35,2 8,18 0,0245 9 28 11
34 12 Oceénica 30,9 7,7 0,0215 8 20 7
35 193 Oceanica 31,5 8,1 0,0003 - 18 2
36 13 Oceénica 35,1 7,43 0,012 12 13 4
37 4 Paranagua/Parand 28,7 7,17 0,0517 7 18 5
38 8 Buenos Aires/Oceanica 33,7 8,18 0,02 3 4 1
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Outra possibilidade a ser considerada ¢ a existéncia de metabolismos heterotréfico e
mixotrofico em algumas espécies fitoplanctonicas. No caso de mixotroficos, pode haver
inativacao fisioldgica da clorofila-a com sobrevivéncia das células, o que impde uma restrigao
ao uso da concentragdo de clorofila-a como indicador seguro de viabilidade de células em aguas
de lastro. Sabe-se que algumas espécies de dinoflagelados potencialmente toxicos (Dinophysis
spp.) apresentam metabolismo mixotréfico ou heterotrofico (Jeong et al., 2010), logo ha um
risco considerdvel no uso da clorofila-a como unico indicador de viabilidade. Além do
metabolismo mixotréfico, o encistamento também pode gerar falsos negativos de viabilidade

quando avaliados pela concentracao de clorofila-a.

Figura 8 - Anélise de ACP do nimero de espécies viaveis cultivadas (Cultivo) e identificadas
por epifluorescéncia (Epifluorescéncia), nimero de especies identificadas nas amostras
fixadas (Fixadas), pH, Salinidade, numero de dias de tanque da 4gua de lastro e valores de
clorofila-a extraida das amostras analisadas.
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Ja as variaveis utilizadas para indicar a viabilidade das espécies fitoplanctonicas
(concentracdo de Clorofila-a, quantidade de espécies que cresceram em cultivo e quantidade de
células integras vistas por microscopia de epifluorescéncia) se mostraram claramente
relacionadas positivamente (FIGURA 8). Ficou claro que a anélise microscopica das amostras

fixadas foi a que mais vezes identificou um maior nimero de espécies por amostra (Tabela 1).
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Em apenas seis das amostras (#2, #3, #4, #5, #24 e #32) o nimero de espécies identificadas na
amostra cultivada foi maior. Destas seis amostras, cinco apresentam a diferenca de apenas uma
espécie identificada. De qualquer forma o fato apresentado nestas seis amostras nao era
esperado, uma vez que nem sempre poder-se-ia garantir a integridade da célula através da
observagao por microscOpio Optico e por isso um maior numero de espécies nas amostras
fixadas seria mais coerente que o inverso. Deste modo, o maior numero de espécies cultivadas
em relacdo as identificadas, indica que pode ter ocorrido uma subestimagdo na identificagdo
destas amostras fixadas. Uma possivel explicagdo, seria a baixa densidade de células vidveis
nas amostras, que uma vez sujeitas ao cultivo e consequente aumento em sua abundancia
tiveram sua identificagdo facilitada. Por outro lado, os resultados bastante positivos
relacionados ao crescimento de espécies nos cultivos de dgua de lastro evidenciam o risco a que
sdo submetidas as regides receptoras de dguas de lastro, pois mesmo com toda a adversidade a
que foram impostas, houve crescimento e viabilidade.

Nao houve diferenga entre os diferentes meios de cultura utilizados no cultivo das
espécies viaveis. Os meios com silica, sem silica e com diferentes salinidades apresentaram
todos sem excecdo as mesmas espécies vidveis, variando apenas suas respectivas abundéncias.
Exemplo disto foi a predominancia de espécies estuarinas nos meios de menor salinidade e vice
versa.

Ainda de acordo com a tabela 1, das 38 amostras in vivo cultivadas, 15 delas nao
apresentaram espécies viaveis. Observando o local de origem e dias de retengdo em tanque
destas 15 amostras, percebe-se um cendrio onde ou as amostras tinham origem oceénica,
confirmadas ou ndo pela salinidade superior a 34, ou amostras de origem costeira que possuiam,
no minimo, 49 dias de retencdo em tanque. A Unica amostra que ndo apresentou espécies
viaveis, declarou a origem da 4gua de lastro como costeira e com tempo de retengdo 1 dia, foi
a amostra #6. Resumidamente, fica claro que, mesmo com esses resultados positivos de
viabilidade, o longo tempo de retencao destas aguas em tanques € a troca oceanica sao meios
eficientes para reducao da transferéncia de organismos vivos.

Pode-se observar ainda que a amostra que apresentou um maior niimero de espécies
cultivaveis foi a amostra #5. Esta amostra teve como origem declarada, a Ponta do Ebu no
estado do Espirito Santo e tinha como tempo de retencdo das aguas de lastro 25 dias. Este
numero elevado de espécies vidveis ao fim de 25 dias, ndo condiz com estudos realizados
durante jornadas de numero parecido de dias. Estes estudos indicam que ao fim destas jornadas,

poucas espécies sobrevivem as condi¢des adversas proporcionadas pelo ambiente dos tanques
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de lastro (Gollash et al. 2000, Klein et al. 2010). Gollash et al. (2000), verificaram que durante
uma jornada de 23 dias, a taxa de sobrevivéncia de espécies fitoplanctonicas foi de apenas 0,2%
do numero inicial de espécies viaveis. Desta forma, mais uma vez, coloca-se em duvida os
dados declarados nos formulérios entregues as autoridades portudrias, pois apos 25 dias foram
identificadas 20 espécies viaveis na amostra cultivada, o que poderia indicar um menor numero
de dias de retencao desta amostra de agua de lastro no tanque.

Ja as espécies viaveis identificadas através do método de epifluorescéncia, apesar de
apresentar relagdo com o nimero de espécies cultivadas (Tabelal), foi a que menos apresentou
um
padrdo em relacdao aos demais métodos. Apresentou valores, em sua maioria, subestimados de
espécies viaveis quando comparado ao nimero de espécies viaveis identificadas no cultivo e na
analise das amostras fixadas. A inconstancia do método em relagdo ao niimero de espécies
cultivadas, poderia ser explicada pelo estudo de Augusti et al. (2006). O estudo indica que
mesmo a célula apresentando integridade de suas membranas, esta ja pode estar sofrendo com
alteracdes em sua capacidade de manuten¢do da homeostase interna, o que consequentemente
aumentaria sua permeabilidade celular e por defini¢do este quadro configuraria a inviabilidade
celular. Desta forma, uma célula que aparentemente apresentava suas membranas integras
quando analisadas através da microscopia de epifluorescéncia, quando cultivadas, mostrar-se-
iam inviaveis. Outra possibilidade ¢ que a autoflluorescéncia de clorofila-a pode ocorrer mesmo
em células recentemente mortas, dependendo das condi¢cdes da amostra para a sua manutengao
(Macisaac & Stockner, 1993). Baixas temperaturas e auséncia de luz tendem a aumentar o
tempo de manutengdo dessa autofluorescéncia. Assim, células com autofluorescéncia de
Clorofila-a no momento da anélise ndo necessariamente estavam vivas e integras no momento
da coleta. Vérios outros métodos utilizando fluorescéncia tém se mostrado mais especificos e
eficientes, destacando-se o caso de fluorocromos associados a acidos nucleicos. Um exemplo €
o SYTOX Green (Molecular Probes), que tem uma emissao de fluorescéncia em verde,
contrastando com o vermelho da clorofilal. O SYTOX Green stain apresenta alta afinidade com
acidos nucleicos e ndo atravessa membranas de células, mas pode facilmente penetrar em
células com membranas plasmaticas comprometidas (Lebaron et al., 1998). Apesar de ter sido
criada para uso em analise de viabilidade de cé€lulas bacterianas essa técnica tem sido utilizada
de forma crescente para avaliacdo da viabilidade de células microalgais, especialmente em

associacao com citometria de fluxo (Veldhuis et al., 2001; Schulze et al., 2011).
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Existem também métodos eficientes e seguros para avaliagdo da viabilidade ou
vitalidade celular, independentes de cultivo, que nio envolvem fluorocromos. E o caso do
Ensaio de Digestdao Celular (CDA), que requer a incubacao de amostras frescas a 35°C por 45
min para a digestdo enzimatica de células mortas com tripsina e DNAse I (LLABRES, M. &
AGUSTI, 2008).

A padronizagdo desses tipos de analises para amostras de 4gua de lastro seria altamente
recomendavel, porém, na situagdao atual dos portos brasileiros ainda ¢ uma realidade dificil.
Nesse caso, como visto no presente trabalho, a analise de autofluorescéncia de clorofila-a talvez
seja, apesar da eficiéncia questionavel, um método rapido, factivel e com boa margem de

seguranga para 0 monitoramento.

2.2.3 Taxons identificados nos métodos propostos

Os taxons identificados nas amostras fixadas, nas amostras cultivadas e nas amostras
analisadas através da microscopia de epifluorescéncia pertenceram aos grupos Charophyta (1
taxon), Cyanobacteria (2 taxons), Dinophyta (25 tdxons), Heterokontophyta (63 taxons) e
Protozoa incertae sedis (1 taxon) totalizando 92 taxons. Percebe-se que a maioria dos taxons
identificados (69%), pertence ao filo Heterokontophyta, em especial a Classe Bacillariophyceae
(diatomdceas). Essa predominancia, em termos de riqueza ¢ relatada por muitos trabalhos
(Sassi, 1991; Brandini, 1995; Melo Magalhaes et al, 1996; Eskinazi-Lega et al., 2000; Cunha,
2004).

Na andlise das 38 amostras fixadas, a comunidade fitoplanctonica identificada foi
constituida principalmente por Coscinodiscus spp., Skeletonema spp., Cylindrotheca
closterium, Thalassionema nitzchioides e pela familia Naviculaceae (Tabela 2). Na tabela 2 sao
apresentados ainda mais cinco taxons de maior frequéncia, todos pertencendo a Classe

Bacillariophyceae.
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Tabela 2 - Os 10 principais tdxons identificados nas amostras fixadas de 4gua de lastro, sua
frequéncia em numero de amostras e em porcentagem.

Taxons Frequéncia (n° amostras) Frequéncia (%)
Coscinodiscus sp. 30 78,9
Skeletonema sp. 19 50,0
Cylindrotheca closterium 14 36,8
Naviculaceae 14 36,8
Thalassionema nitzschioides 14 36,8
Chateoceros sp. 12 31,6
Dictyocha fibula 12 31,6
Pseudo-nitzschia 11 28,9
Leptocylindrus minimus 10 26,3
Asterionellopsis glacialis 9 23,7

Uma vez cultivadas, as amostras in vivo apresentaram como tdxons vidveis
identificados organismos dos filos Cyanobacteria (1 taxon), Dinophyta (9 taxons) e
Heterokontophyta (36 tdxons), totalizando 46 taxons, exatamente a metade do nimero de tdxons
identificados nas amostras fixadas. A classe Bacillariophyceae, corresponde a mais de 78% dos
taxons viaveis em cultivo, demonstrando com isso capacidade elevada em sobreviver as
condicdes adversas apresentadas pelo ambiente dos tanques de dgua de lastro.

Os taxons mais comuns nas amostras fixadas também apresentaram-se frequentemente
vidveis e reproduziram-se sob cultivo, (Coscinodiscus spp., Skeletonema spp., Cylindrotheca
closterium, Thalassionema nitzchioides e familia Naviculaceae, (Tabela 3). O género
Coscinodiscus apresentou-se viavel ao cultivo, em aproximadamente 42% das amostras de agua
de lastro analisadas. Quanto aos demais tdxons que completam os dez mais viaveis, deve-se dar
atencdo a espécie Actinoptychus senarius que apesar de ter sido registrado em apenas duas
amostras fixadas, nas amostras cultivadas esta espécie foi identificada em 5 oportunidades. Esta
diferenc¢a pode estar relacionada aos estagios de esporos de resisténcia (Ishii ef al., 2009), que
poderiam passar despercebidos ou desconsiderados como vidveis na analise de microscopia a
que foram submetidas as amostras fixadas e que posteriormente em condigdes 6timas de cultivo
voltam a se reproduzir e sdo facilmente observados.

Dos dez taxons que apresentaram maior frequéncia em sua viabilidade ao cultivo,
todos sdo organismos autotroficos marinhos, com distribuicdo predominantemente neritica e
ocorréncia em ambientes estuarinos. Nao sao consideradas toxicas, uma vez que ndo possuem
registros de producao de ficotoxinas, apesar de Bates & Strain (2006), considerarem algumas
espécies do género Chaetoceros perigosos, devido a registros de mortalidade de peixes por

meio da irritagdo de branquias na costa oeste do Canada. Se valendo do mesmo principio o
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género Skeletonema e a espécie Asterionellopsis glacialis também sdo consideradas perigosas
(Zvyagintsev et al. 2010).

Da mesma forma, contrariando a afirmagao acima, estudos indicam que as espécies
Skeletonema spp. e Asterionellopsis glacialis também tém sido registradas como espécies
benéficas e importantes troficamente do que como potencialmente nocivas (Romer &
McLachlan, 1986; Vieira, 1985).

Mas devido a ocorréncia ja registrada destes taxons no ambiente adjacente a foz do rio
Itajai-agu, o maior risco fica sendo a inoculacdo pelo deslastre de 4guas de lastro de um grande
numero de células viaveis de algum destes tdxons, que poderiam, dependendo de diversas

condi¢des favoraveis, levar a uma floragao e seus consequentes riscos.

Tabela 3 - Os 10 principais taxons identificados nas amostras cultivadas de 4gua de lastro, sua
frequéncia em numero de amostras e sua frequéncia em porcentagem.
Taxons Frequéncia (n° amostras) Frequéncia (%)

Coscinodiscus sp. 16 42,1
Skeletonema sp. 10 26,3
Cylindrotheca closterium 8 21,1
Naviculaceae 7 18,4
Thalassionema nitzschioides 7 18,4
Actinoptychus senarius 5 13,2
Asterionellopsis glacialis 5 13,2
Chaetoceros sp. 4 10,5
Ditylum brightwellii 4 10,5
Thalassiosira rotula 3 7,9

J& para o terceiro e ultimo método (microscopia de epifluorescéncia), utilizado para
testar a viabilidade de organismos fitoplantonicos nas 38 amostras de dgua de lastro estudadas,
os taxons foram identificados e distribuidos entre os grupos Cyanobacteria (2 taxons),
Dinophyta (4 taxons) e Heterokontophyta (24 tdxons), totalizando 30 taxons, ou cerca de 32%
do niimero de taxons identificados nas amostras fixadas.

Novamente a classe Bacillariophyceae, mostra-se a mais relevante e corresponde a
80% dos taxons identificados nesta metodologia. A tabela 4, apresenta os 10 tdxons que foram
identificados com maior frequéncia através da metodologia de microscopia de epifluorescéncia.
Como nas metodologias anteriores Coscinodiscus spp. foi o que apresentou maior viabilidade
celular, seguido por Skeletonema spp., Thalassionema nitzschioides e Cylindrotheca closterium
(Tabela 4). Ficou evidente, desta forma, que os trés métodos foram consistentes no sentido de

evidenciar as espécies predominantes nas amostras analisadas.
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Tabela 4 - Os 10 principais taxons identificados nas amostras analisadas com microscopia de
epifluorescéncia, sua frequéncia em nimero de amostras e sua frequéncia em porcentagem.

Taxons Frequéncia (n° amostras) Frequéncia (%)
Coscinodiscus sp. 19 50
Skeletonema sp. 14 36,8
Thalassionema nitzschioides 9 23,6
Cylindrotheca closterium 6 15,8
Dictyocha fibula 5 10,5
Thalassionema frauenfeldii 4 13,2
Pseudo-nitzschia 3 7,9
Odontella mobiliensis 3 7,9
Chaetoceros sp. 3 7,9
Asterionellopsis glacialis 3 7,9

Este padrdo de predominio de tdxons da classe Bacillariophyceae nos trés diferentes
métodos propostos, além de dar consisténcia a este estudo, confirma observagdes anteriores
(Ruiz et al. 1999, Klein 2010, Olenin et al. 2000, Morozova et al. 2011) e de maneira menos
especifica, Forbes & Hallegraef (1998) que descreveram que a viabilidade de células deste filo
¢ comum em aguas de lastro de navios comerciais e que varias espécies podem sobreviver a
longos periodos de pouca luz ou escuridao total (Lewis et al. 1999).

Ainda neste sentido, um estudo de Klein ef al. (2010), demonstra que um indculo da
espécie Nanofrustulum shiloi (pertencente a classe Bacillariophyceae) mantida em cultivo por
um periodo de seis semanas em total escuriddo, sofreu um decréscimo de cerca de 80% em seu
numero de células vidveis, mas em compensacao os demais 20% apresentaram fluorescéncia e
nenhum sinal de formacdo de esporos. Ja Forbes & Hallegraeff (2002), também obtiveram
sucesso em cultivar mais de 31 espécies de diatomaceas, provenientes de amostras de agua de
lastro com 20 dias de retencdo em tanques de lastro.

Logo, a ocorréncia e predominancia de diferentes géneros de diatomaceas sugere que
estes taxons podem utilizar diferentes vias para saciar seus requerimentos metabolicos,
independentemente da luz. Sob total escuriddo ou baixas concentracdes de nutrientes, a
heterotrofia/mixotrofia tem sido comumente reportada para alguns tipos de microalgas
incluindo espécimes de diatomaceas, particularmente espécies bénticas (Bavestrello et al. 2000,
Garcia et al. 2005, Radchenko et al. 2004). Bowler et al. (2008) acredita ainda na retencao ou
na transferéncia horizontal de genes entre flagelados heterotréficos, bactérias e espécimes
pertencentes a classe acima citada. Outros fatores que favoreceriam a sobrevivéncia destes
organismos em condi¢des de pouca luz ou total escuriddo, seriam a producdo de enzimas
responsaveis para acimulo de energia, a absor¢do de formas de carbono reduzidas e o uso de

multiplas formas de nitrogénio (Armbrust et al. 2004; Weber et al. 2009).
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Um exemplo confirmado disto, seria a estratégia desenvolvida pela espécie
Phaeodactylum tricornutum de assimilar carbono organico, diminuindo assim a demanda por
luz (Garcia et al., 2005). Logo em um ambiente onde existe abundancia de carbono organico
devido a morte celular e consequente decomposigao, a sobrevivéncia por vias heterotroficas
aparece como uma alternativa consistente (Klein et al. 2010).

Considerando todos os resultados acima citados e a complexidade dos mecanismos
desenvolvidos pelos diferentes organismos no intuito de se desenvolver nas mais adversas
situagdes, percebe-se que a variacdo entre os trés métodos ¢ observada principalmente na
frequéncia de ocorréncia dos tdxons nas 38 amostras analisadas. Como nas analises que se
utilizam de microscopia (Optica e de epifluorescéncia), observase apenas a integridade das
membranas celulares, mas, apesar da aparente integridade das mesmas a célula pode nao
encontrar-se viavel. Isto é corroborado quando compara-se as Tabelas 2 ¢ 4 com a Tabela 3.
Nesta comparacdo percebe-se que o cultivo das 38 amostras foi o que apresentou a menor
frequéncia de ocorréncia de taxons vidveis, em relagdo aos demais métodos.

De qualquer maneira a necessidade de uma resposta rapida ndo permite que utilize-se
de um método que demande de 7 dias de incubagdo. Neste sentido os métodos de microscopia
podem ser realizados de forma muito mais eficiente uma vez que € possivel inclusive analisar
as amostras diretamente das malhas das redes de filtragdo. Uma vez que considere-se os dois
métodos de microscopia, deve-se escolher o método que apresente a maior seguranca, no caso
o método que apresentou maior frequéncia na identifica¢do dos taxons. Este seria o0 método de

microscopia Optica convencional.

2.2.4 Registros no Brasil, Santa Catarina e caracteristicas ecologicas dos taxons

identificados

Resgatando-se as caracteristicas ecoldgicas dos 92 taxons identificados, o habitat
predominante foi o pelagico (88%), sendo os bénticos correspondendo a apenas 12% do total
identificado. Os tdxons neriticos predominaram amplamente sobre os oceéanicos. Foi
identificado apenas um organismo de ambiente limnico (Aulacoseira granulata) sendo os
demais de ambientes estuarinos e exclusivamente marinhos com 11% e 88% respectivamente
(Tabela 5). O predominio de organismos neriticos, a presenca de organismos de ambientes

estuarinos e de espécies de ambiente limnico, indica a proveniéncia das dguas tomadas como
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lastro em ambientes costeiros ou até mesmo casos onde ocorreu a troca ocednica mas esta foi
incompleta.

Em estudos ainda nao publicados nesta mesma area € com as mesmas amostras, mas
agora com a identificagdo de organismos zooplanctonicos, ficou claro que nas amostras com
declaragdo em seus respectivos formuldrios de origem oceanica ou que sofreram troca oceanica
mais de 90% eram costeiras ou mistas (devido a composicdo dos tdxons) e portanto, ndo
confirmam as declaragdes dadas nos formulérios sobre agua de lastro.

Nenhuma das hipdteses anteriores atenderia a demanda da convenc¢do da IMO da qual
o Brasil ¢ signatario e as obrigagdes listadas pela NORMAN 20 da Marinha do Brasil. Tudo
isso torna questiondveis as informagdes repassadas através dos formulérios cedidos pelos
responsaveis dos navios. Estas situa¢des sao recorrentes internacionalmente e sao corroboradas
por estudo desenvolvido por Morozavo et al. (2011), que obtiveram o mesmo padrao para o
porto de Vladivostok — Russia.

Dando continuidade a analise dos registros de ocorréncia dos taxons, fica evidente que
entre os identificados nas 38 amostras analisadas, o Unico que ndo possui registro no Brasil e
Santa Catarina
(SC), foi a espécie Chaetoceros castracanei. Esta espécie de acordo com a UNESCO (2003),
possui distribui¢do comum nas aguas geladas da regido antartica. De qualquer maneira esta
espécie ndo apresentou-se viavel quando cultivada em qualquer das 3 amostras em que foi
identificada nas amostras fixadas (Tabela 5).

Ainda neste sentido foram identificados apenas 18 taxons que possuem registro de
ocorréncia no Brasil, mas ndo em SC. Este padrao pode ser explicado devido a maior parte das
amostras ter como procedéncia a costa do Brasil ou regides proximas a esta, o que propicia o
registro de espécies ja identificadas na area do estudo.

Entre os 18 tdxons que ndo possuem registro em SC e mostraramse viaveis ao cultivo
encontram-se as espécies: Aulacoseira granulata, Dactyliosolen phuketensis, Lithodesmium
undulatum, Lioloma pacificum, Navicula distans, Pleurosigma acutum e Thalassiosira rotula.

Deve-se dar atencgdo a espécie Thalassiosira rotula, pois esta ¢ uma das 10 espécies
que apresentaram maior frequéncia de viabilidade em cultivo (Tabela 5) e também a espécie
Aulacoseira granulata que caracteriza-se por ser uma espécie limnica, estuarina, que sofreu o
transporte em aguas com salinidades superiores a 30, durante mais de 10 dias e mesmo assim
encontrava-se viavel ao cultivo. O mesmo género (4ulacoseira) em condi¢des andlogas também

apresentou-se viavel nas amostras de aguas de lastro analisadas por Klein (2010).
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Outras trés espécies que possuem registro de ocorréncia nas costas brasileiras e
catarinenses, também chamam a aten¢do devido ao seu potencial em produzir toxinas. As
espécies Dinophysis acuminata € Pseudo-nitzschia delicatissima e o género Karenia sp. Sao
potencialmente responsaveis em produzir as toxinas diarreica, amnésica e paralisante
respectivamente (UNESCO, 2011).

As espécies Dinophysis acuminata e Pseudo-nitzschia delicatissima possuem o
agravante de terem registro de viaveis em cultivo, o que demonstra sem dividas o potencial de
introducdo de organismos que mesmo nativos possuem potencial em sintetizar toxinas e

eventualmente assumir um papel de propagulo para um evento de floragdo de microalgas.
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Tabela 5 - Espécies fitoplanctonicas identificadas, sua ocorréncia, habitos, potencial toxico e frequéncia em que foi registrada em relagdo as 38

amostras analisadas de acordo com o método empregado. *Aut=Autotréfico, Epic=Epicontinental, Mar=Marinho, Het=Heterotréfico,
Ner=Neritico, Est=Estuarino, Oc=Oceanico, Bent=Béntico, Ticop=Ticopelagico, Limn=Limnico, Temp=Temperado, Trop=Tropical,

Term=Termofila, Cosm=Cosmopolita e Eurit=Euritérmica.

Téxons Registros Habitos* Potencial Frequéncia Viabilidade
BR SC toxico  Cultivo Identificada Epifluorescéncia

Charophyta

Staurastrum sp. Sim Sim Aut, Epic Nao 2
Cyanobacteria -
Johannesbaptistia G.De Toni Sim Niao Aut, Mar e Epic Nao 3
Trichodesmium erythraeum Ehrenberg Sim Sim Aut , Mari Nao 1
Dinophyta
Dinophysis acuminata Claparéde & Lachmann Sim Sim Aut , Mar, Ner, Temp Sim 3
Dinophysis caudata Saville-Kent Sim Sim Aut, Mar, Ner e Oc, Trop Nao 5
Gonyaulax sp. Sim Sim Aut , Marinha Nao 3
Gyrodinium spirale (Bergh) Kofoid & Swezy Sim Sim Het, Marinha Nao 2
Karenia sp. Sim Sim Het, Marinha Sim 1
Neoceratium sp. Sim Sim Aut, Marinha Nao 6
Neoceratium breve (Ostenfeld & Schmidt) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Mar, Oc, Term Nao 8
Neoceratium candelabrum (Ehrenberg) F.Gémez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Mar, Ner e Oc, Term, Trop Nao 1
Neoceratium karstenii (Pavill.) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Nio Aut, Mar, Trop Nio 1
Neoceratium furca (Ehrenberg) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Mar, Ner ¢ Oc, Trop Nio 6
Neoceratium fusus (Ehrenberg) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Mar, Oc, Cosm, Eurit Nao 5
Neoceratium hircus (Schroder) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Mar Nio 2
Neoceratium horridum (Gran) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Mar, Ner, Temp Nio 1
Neoceratium trichoceros (Ehrenberg) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Mar, Oc, Trop Nao 1
Neoceratium tripos (O.F Miiller) F.Gomez, D.Moreira & P.Lopez-Garcia Sim Sim Aut, Ner e Oc, Trop a Temp Nao 2
Prorocentrum sp. Sim Sim Aut, Mar, Est Nio 3
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Prorocentrum compressum (Bailey) Abé ex Dodge Sim Sim Aut, Mar, Ner e Oc Nao - 1 -
Continuagéo da Tabela 5.

Prorocentrum micans Ehrenberg Sim Sim Aut, Mar, Ner Nio 1 1 -
Prorocentrum obtusum Ostenfeld Sim Sim Aut, Mar Nao - 1 -
Prorocentrum sigmoides Bohm Sim Sim Aut, Mar Nao - 3 -
Protoperidinium sp. Sim Sim Aut, Mar Nao 2 8 3
Protoperidinium excentricum (Paulsen) Balech Sim Sim Het, Mar, Temp, Ner e Oc Nao - 1 -
Protoperidinium pentagonum (Gran) Balech Sim Sim Het, Mar, Ner e Oc Nao - 2 -
Oxytoxum crassum J. Schiller Sim Niao Aut, Mar Nao - 1 -
Torodinium teredo (Pouchet) Kofoid & Swezy Sim Nao Aut, Mar Nao - 2 -
Heterokontophyta

Actinoptychus senarius Ehrenberg Sim Sim Aut, Mar, Ner, Bént Nao 5 2 1
Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round Sim Sim Aut, Mar, Ner Nao 5 9 3
Aulacoseira granulata (Ehrenberg) Simonsen Sim Niao Aut, Limn, Est Nao 1 2 -
Bacteriastrum sp. Sim Sim Aut, Mar Nao 1 1 -
Bellerochea horologicalis Stosch Sim Nao Aut, Mar Nao - 1 -
Chaetoceros lorenzianus Grunow Sim Sim Aut, Mar, Ner Nio 2 1 -
Chaetoceros peruvianus Brightwell Sim Sim Aut, Mar, Ner e Oc Nao - 1 -
Chaetoceros castracanei Karsten Nio Nio Aut, Mar Nao - 3 -
Chateoceros compressus Lauder Sim Sim Aut, Mar, Ner, Oc Nio 1 - -
Chaetoceros laevis G.Leuduger-Fortmorel Sim Sim Aut, Mar, Ner Nao - 2 -
Chaetoceros sp. Sim Sim Aut, Mar Nao 2 12 3
Chaetoceros subtilis var. abnormis Sim Sim Aut, Mar, Est, Ner Niao - 2 -
Climacodium frauenfeldianum Grunow Sim Sim Aut, Mar Nio 1 3 1
Coscinodiscus sp. Sim Sim Aut, Mar Nao 16 30 19
Coscinodiscus wailesii Gran & Angst Sim Sim Aut, Mar Nio 1 2 -
Cyclotella sp. Sim Sim Aut, Mar ou Epic Nio 2 1 -
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Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reimann & J.C.Lewin Sim Sim Aut, Mar, Est, Ner a Oc, Bént Nao 8 14
Continuagao da Tabela 5.

Dactyliosolen fragilissimus (Bergon) Hasle Sim Sim Aut, Mar Nao 1 2

Dactyliosolen phuketensis (B.G.Sundstrom) G.R.Hasle Sim Niao Aut, Mar Nao 2 2

Dictyocha fibula Ehrenberg Sim Sim Aut, Mar Nao 2 12
Ditylum brightwellii (T.West) Grunow Sim Sim Aut, Mar, Ner Nao 4 4

Diploneis sp. Sim Sim Aut, Mar ou Epic, Bént Nao - 2

Entomoneis alata (Ehrenberg) Ehrenberg Sim Niao Aut, Mar, Est, Bént Nao - 1

Eucampia cornuta (Cleve) Grunow Sim Sim Aut, Mar, Ner a Oc Nao - 1

Eucampia zodiacus Ehrenberg Sim Sim Aut, Mar, Ner Nao - 2

Fragilariopsis sp. Sim Niao Aut, Mar Nao - 1

Guinardia striata (Stolterfoth) Hasle Sim Sim Aut, Mar, Ner a Oc Nao - 1

Haslea wawrikae (Husedt) Simonsen Sim Sim Aut, Mar Nao 1 1

Hemiaulus sinensis Greville sim Sim Aut, Mar, Ner a Oc Nao 1 1

Hemiaulus membranaceus Cleve Sim Sim Aut, Mar, Oc Nao - 4

Hemiaulus hauckii Grunow ex Van Heurck Sim Sim Aut, Mar, Oc Nio - 4

Hemidiscus cuneiformis Wallich Sim Nao Aut, Mar Nao - 1

Lauderia sp. Sim Sim Aut, Mar, Ner a Oc Nao - 1

Leptocylindrus danicus Cleve Sim Sim Aut, Mar Nao - 4

Leptocylindrus minimus Gran Sim Nao Aut, Mar, Ner Nao - 10
Lithodesmium undulatum Ehrenberg Sim Nao Aut, Mar, Ner Nao 1 1

Melosira sp. Sim Sim Aut, Mar ou Epic Nio - 1

Lioloma pacificum (Cupp) Hasle Sim Niao Aut, Mar Nao 1 3

Melosira moniliformis (O.F.Miiller) C.Agardh Sim Sim Aut, Est, Mar, Ner, Bént Nao - 2

Meuniera membranacea (Cleve) P.C.Silva Sim Sim Aut, Mar, Ner Nio 1 1

Navicula distans (W.Smith) Ralfs Sim Nio Aut, Mar, Bént Nio 1 -

Noctilucca sp. Sim Sim Het, Mar Nao 1 3

Nitzschia sp. Sim Sim Aut, Mar ou Epic Nio 2 2
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Odontella mobiliensis (Bailey) Grunow Sim Sim Aut, Mar, Ner a Oc Nao 3 6 3
Continuagéo da Tabela 5.

Odontella sinensis (Greville) Grunow Sim Sim Aut, Mar, Oc Nao 2 6 2
Paralia sulcata (Ehrenberg) Cleve Sim Sim Aut, Mar a Est, Bént, Ner Nao 2 7 -
Pleurosigma acutum Norman ex Ralfs Sim Niao Aut, Mar Nao - 1 -
Pleurosigma normanii Ralfs Sim Sim Aut, Mar, Bént, Ner Nio 1 - -
Pleurosigma sp. Sim Sim Mar ou Est, Bént ou Ticop Nao - 1 -
Proboscia alata (Brightwell) Stindstrom Sim Sim Aut, Mar, Oc a Ner Nao - 1 -
Pseudo-nitzschia H. Peragallo in H. Peragallo & M. Peragallo Sim Sim Aut, Mar, Bént, Ner Nao 3 11 3
Pseudo-nitzschia delicatissima (Cleve) Heiden Sim Sim Aut, Mar Sim 1 4 1
Pseudo-nitzschia seriata (Cleve) H.Peragallo Sim Sim Aut, Mar Nao - 2 -
Pseudosolenia calvar-avis (Schultze) B.G.Sundstrom Sim Sim Aut, Mar, Oc Nao - 1 -
Rhizosolenia imbricata Brightwell Sim Sim Aut, Mar, Ner Nao 1 4 1
Rhizosolenia pungens Cleve-Euler Sim Sim Aut, Mar ou Est, Ner Nao - 2 -
Rhizosolenia robusta G.Norman ex Ralfs Sim Sim Aut, Mar, Oc Nio - 1 -
Rhizosolenia setigera Brightwell Sim Sim Aut, Mar, Oc a Ner Nao - 4 2
Skeletonema sp. Sim Sim Mar a Est, Ner Nao 10 19 14
Thalassionema frauenfeldii Grunow Sim Sim Aut, Mar, Oc a Ner Nao 2 7 4
Thalassionema nitzschioides Grunow Sim Sim Aut, Mar, Oc a Ner Nao 7 14 9
Thalassiosira sp. Sim Mar a Est, Ner Nao 2 4 2
Thalassiosira rotula Meunier Sim Nao Aut, Mar, Ner Nio 3 3 1
Protozoa incertae sedis

Hermesinum adriaticum O.Zacharias Sim Niao Het, Mar Niao - 1 -
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3 CONCLUSOES

- Uma vez que se faz necessario um método para confirmagdo da viabilidade dos
taxons contidos nas aguas de lastro, metodologias como citometria de fluxo, testes de
permeabilidade de membranas e identificagdo molecular surgem como opgdes ao cultivo devido
principalmente ao tempo necessario para tal (7 dias).

- Fica comprovada que apesar das condigdes adversas caracteristicas ao ambiente dos
tanques de lastro, existem organismos que podem sobreviver a estas condi¢cdes e se mostrar
viaveis apos longos dias.

- Fica claro que a classe Bacillariophyceae, devido a maior frequéncia e ocorréncia nas
amostras analisadas, possui mecanismos fisioldgicos que lhe ddo vantagens frente aos demais
taxons quanto a capacidade de sobreviver as condigdes adversas apresentadas nos tanques de
lastro.

- Deve-se dar ateng@o aos navios provenientes dos portos a poucos dias de viagem com
registro de ocorréncia de espécies exoticas invasoras. Sdo exemplos disto terminais portudrios
instalados no estudrio do Rio da Prata, Lagoa dos Patos (Rio Grande do Sul) e Paranagua
(Parana).

- Elevado tempo de retengdo de dgua nos tanques de lastro e as trocas oceanicas
mostraram-se eficientes como medidas de controle a potenciais espécies exoticas.

- Os dados de salinidade e os tdxons identificados nas amostras analisadas mostram
inconsisténcia com as declaracoes de troca ocednica fornecidas nos formularios entregues pelos
responsaveis dos navios.

- Com o advento da NORMAM 20 a operacao de troca ocednica tornou-se obrigatdria
aos navios que se utilizam de terminais portudrios nacionais. Desta forma se faz necessaria a
conscientizacdo dos responsaveis pelos navios e suas atividades sobre a correta e eficiente
execu¢ao da NORMAN 20 uma vez que ndo estdo sendo atendidas estas premissas.

- Uma vez que a administragdo portudria ndo tem responsabilidade sobre a gestao ou
manutencdo de programas sobre a 4gua de lastro, a inica parte cabivel a administragao portudria
¢ o continuo monitoramento para verificar se as normas, legislagdes ou programas vem sendo
executadas a contento.

- Fica evidente o potencial de introdugdo de espécies exdticas inclusive invasoras nos
diferentes ambientes, ndo s6 o marinho, encontrados ao largo do estuario do rio Itajai-acu.

Apesar da dinamica gerada pela constante vazao do rio que poderia em consequéncia dificultar
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a colonizagdo deste ambiente, ambientes adjacentes ao canal com menor hidrodinamica como
o proprio Saco da Fazenda, poderiam sim propiciar as condi¢des para o assentamento e
posterior dispersao de espécies exodticas estuarinas ou até mesmo limnicas ao longo de toda a

bacia.
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