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Este trabalho é parte de um estudo multidisciplinar e
integrado do Estuirio do Mondego, por forma a estimar o
impacto dos efeitos antrépicos e forcings naturais na
circulagio  de matéria e energia. O principal objectivo é a
caracterizagdo dos diferentes grupos peldgicos nas vertentes
taxondémica, tréfica e ecolégica. Pretende-se que desta forma
sejam avaliados os impactos ambientais na estrutura e
funcionamento do ecossistema peldgico, que levem ao
desenvolvimento de ferramentas conceptuais e linhas de forga
para a gestdo integrada e sustentada de ecossistemas
estuarinos. A aplicagio de técnicas histolégicas e de
microscopia electrénica a espécies chave do zooplancton,
para além do factor inovagdo que em si préprio encerra, € da
maior importincia se tivermos presente que a organizagdo
interna dos organismos constitui um indicador fiel da
influéncia que o ambiente exerce sobre 0 comportamento ¢
funcionamento dos ecossistemas. As metodologias descritas
permitem -a identificagio de anomalias/patologias em
diversos orgdos dos organismos zooplancténicos € o eventual
estabelecimento de correlagGes com as actividades antrdpicas
em presenga no estudrio. Estas técnicas actuam como
complemento do contelido bioquimico das espécies chave
permitindo a construg@o de representagdes esquemdticas € a
modelizagio dos sistemas.
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ultrastructural techniques in plankton ecophysiological
studies. Revista Biol. (Lisboa) 18: 167-176.

This study is part of a multidisciplinary and integrated project
over the Mondego Estuary-Portugal, which aims to estimate
the impact of the anthropic effects and natural forcing in the
energy and matter circulation. The main objective is the
characterisation of the different pelagic groups in its
taxonomic, trophic and ecological components. Trough this is
meant to evaluate the environmental impacts in the structure
and functioning of the pelagic ecosystem, leading to the
development of conceptual tools and guiding lines for the
integrated and sustainable management of the estuarine
ecosystem. The application of histological and electron
microscopic techniques to key species of the zooplankton,
besides the innovation that represents in itself, is of the
greatest importance, once we take in consideration that the
internal organisation of the organisms constitutes a reliable
indicator of the influences environment bestows upon the
functioning and behaviour of ecosystems. The methods here
described allow the identification of anomalies/pathologies in
various organs of zooplanktonic organisms and their
connection with anthropic activities present in the estuary. -
These techniques act as a complement to the information
obtained by the biochemical composition analysis of these
key species allowing the schematic representation and
modelling of the systems.

Key words: Histology, Acartia clausi, Acartia tonsa,
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INTRODUCAO v

O presente trabalho € parte de um estudo multidisciplinar e integrado do
estudrio do Rio Mondego de modo a estimar-o impacto humano na dindmica de
energia e matéria. Os objectivos primordiais' sdo as caracterizagbes das
componentes peldgicas do ecossistema, a sua taxonomia e biologia tréfica,
dinamica e ecologia. Deste modo pretende-se avaliar o impacto ambiental de
forcings naturais e actividades antrépicas na estrutura e funcionamento do
ecossistema peldgico por forma a fornecer um contributo para o
desenvolvimento de modelos conceptuais de gestio de ecossistemas estuarinos.

A compreensdo, raras vezes tentada, da bioecologia de espécies plancténicas
através do recurso A analise da sua estrutura histolégica (especialmente no
tocante as variagdes registadas com o evoluir do ciclo reprodutivo) (FREEMAN
et BRACEGIRDLE, 1977) foi a via escolhida pelos autores para contribuir, ao
nivel deste compartimento, para a consecugio dos objectivos acima formulados,
estando presentes neste texto as etapas ja realizadas e aquelas que se propdem
ainda realizar,
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Foram seleccionadas trés espécies: Acartia clausi Giesbrecht (Arthropoda;
Crustacea; Copepoda; Calanoida), Acartia tonsa Dana (Arthropoda; Crustacea;
Copepoda; Calanoida) e Mesopodopsis slabberi: Van Beneden (Artropoda;
Crustacea; Malacostraca; Misidacea).

Esta selec¢io deveu-se, no caso dos dois copépodes, ao facto de serem
organismos de marcada representatividade em praticamente todas as cadeias
tréficas do meio aquético, quer pela posi¢do ocupada nestas cadeias, fazendo a
transferéncia entre os produtores primdrios do pelagos - os elementos de
fitopldncton - e os niveis superiores -peixes e larvas de peixes planctivoros, para
citar somente os mais importantes, quer, facto intimamente relacionado com o
anterior, pela sua enorme abundincia, geradora de dominéncia nas comunidades
zooplanctdnicas onde se inserem, dominancia esta que € flutuante consoante as
estagdes do ano (DEEVEY, 1971; TODD er LAVERACK, 1991). Para além da
sua importancia na biomassa planctérfica, assumem também uma importancia
funcional da maior relevincia relacionadas com os diferentes regimes
alimentares, podendo ser herbivoros ou carnivoros, tendo igualmente sido
registada a omnivoria (DEEVEY, 1960) e sofrem predagdo de peixes
planctivoros e predadores invertebrados. A estes aspectos € comumente atribuida
a estruturagdo das populagdes (BINET, 1977, KLEIN-BRETELER, 1982) e a
alternincia dos seus padrdes tipicos de dominancia/auséncia (que oscila de
acordo com gradientes latitudinais) (GAUDY, 1971).

A escolha do misididceo prendeu-se com o local em estudo -Estuirio do
Mondego~ pois apesar de ndo ser, de forma alguma de ocorréncia tdo
generalizada como os copépodes € ainda assim a mais abundante das 14 espécies
de misiddceos em presencga, antevendo-se assim um papel de grande relevancia
em termos do estabelecimento de interac¢des tréficas (SILVEIRA et al, 1993
AZEITEIRO et al, 1999).

Os misidaceos retiveram de forma notéria um facies primitivo caractenstlco
dos elementos de maiores dimensdes da sua. Classe (como, por exemplo,
Palaemon serratus Pennant), sendo por isso mais facilmente identificdveis que
os restantes peracarida (JORGENSEN et MATTHEWS, " 1970). .Podem ser
encontrados com frequéncia em lagunas entre a vegetacdo subaqudtica,
preferindo, no entanto, canais de 4gua livre em estudrios ou o mar aberto.
Durante o dia nadam perto do fundo, fixando-se a vegetais aquditicos ou rochas
- ou constréem tineis nos substratos moles (WEBB er WOOLRIDGE, 1990).
Durante a noite verifica-se migragéo em direcgdo a superficie, fazendo-se que a
sua distribui¢do sob forma de aglomerados (“nuvens”). Em termos alimentares
actuam como filtradores ou necréfagos. Sofrem predagdo principalmente de
espécies planctivoras da, ictiofauna. Os padrdes de reprodugdo registam ampla
variagdo com a latitude (FOSSA et al, 1990; VISCIDO et al, 1997) sendo, no
entanto, aparentemente continua na rea em estudo (AZEITEIRO, 1999).
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MATERIAL E METODOS

Local do estudo - O estudrio do Mondego, na costa Oeste de Portugal
(40°08’N, 8°50’W), possui uma bacta hidrogréfica que drena 6 670 Km?, tem
uma édrea de 3.3 Km® e .um volume de 0.0075 Km’ (GONCALVES, 1991). A
amostragem decorreu no Brago Sul, que possui condigdes de menor
hidrodinamismo, dependendo a circulagdo da dgua do ciclo mareal (com uma
variacdo de maré compreendida entre 0.35 e 3.3 m) e do aporte de dgua doce,
cuja principal fonte se situa num afluente do Mondego — o Rio Pranto. As
profundidades atingidas variam entre os 2 e-0s 4 metros. Estas condi¢des levam a
um tempo de residéncia de 9 dias (contra apenas 2 do Braco Norte)
(AZEITEIRO et al, 1999). O Rio Pranto cujo fluxo foi regutado até ha 2 anos
por uma comporta, estando agora permanentemente encerrada, é caracterizado
por aguas baixas e sedimento fino, com grandes frac¢bes de vasa arenosa e
elevados teores de matéria organica e carbonatos (AZEITEIRO et al, 1999).

A captura dos organismos foi realizada com o recurso a uma rede de plancton
com malha de 335 um e uma rede de epibentos’ de malha 500 pum, ambas
operadas a partir de uma embarcagio (com arrastos de, respectivamente, 3 e 5
minutos). O conteido dos copos de captura foi depois colocado (com o auxilio
de um esguicho com 4gua do local) em contentores de 100 1 de capacidade por
forma a manter os organismos vivos no decurso do transporte para o laboratdrio.

Uma vez filtrado em crivos de malha correspondente as redes, o material biolé-
gico em estudo foi separado do restante por triagem a lupa. Seleccionam-se orga-
nismos para fotografias in vivo, lotes de Acartia tonsa e Acartia clausi e lotes de
fémeas, machos ¢ juvenis de Mesopodopsis slabberi. Estes lotes (aproxi-
madamente 50 individuos) foram objecto de procedimentos “standard” em termos
de técnica histoldgica sendo, no entanto, de relevar a introducdo de modificagdes
pontuais, tornadas necessdrias pela especificidade dos organismos em causa,
especificidade essa que emerge sobretudo de trés factores: reduzidas dimensoes,
sensibilidade e fragilidade das estruturas e o revestimento por cuticula quitinosa.

A fixagdo foi realizada em “Solugio Bouin” e a desidratagao por via de élcoois
de crescente graduagfio, sendo estes liquidos renovados com o auxilio de uma
seringa, por forma a causar 0 minimo de danos nos organismos:

Na fase de impregnagiio a principal modifica¢io surge no prolongamento da
estadia em estufa da mistura de Benzol e parafina de ponto de fusio 42-44°C, ja
que passa a 12 horas (na técnica “standard” o periodo previsto é de 1 hora, tendo
este prolongamento a virtude de evitar a desquitinizagdo normalmente necessdria
a estes organismos quando sujeitos a processos histolgicos). De registar que
durante toda esta fase hd necessidade de colocar o material em caixas de Petri,
uma vez que as parafinas sucessivamente utilizadas sdo de crescente grau de
fusdo, o que leva a sua pronta solidificacio e consequente coalescéncia e a
aderéncia dos organismos as paredes do frasco (se se mantivesse a sua
utiliza¢@o), obrigando ao manuseio directo, causando-lhes dano, e tornando-os,,
assim, imprestaveis para a aplicag¢o da técnica.
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Os blocos obtidos, contendo entre 4 e 6 organismos consoante as suas
dimensdes, foram seccionados por meio de um micrétomo LEITZ 1512 (espes-
sura de corte entre 8 e 10 um).

A coloragdo foi efectuada com Hematoxilina e Eosina-Phloxina e a
subsequente montagem com Eukitt™,

As observagdes e fotografias foram efectuadas por meio de microscopio
NIKON e de miquina NIKON FX-35 DX controlada por médulo NIKON
AFX - DX. , :

As técnicas de Microscopia Electronica (aqui com modifica¢tes decorrentes s
das dimensdes e sensibilidade dos organismos) foram aplicadas somente a
estruturas que, pelas caracteristicas particulares das suas células constituintes,
pudessem fornecer dados (alguns certamente. inusitados) acerca da ecofisiologia
destas espécies planctdnicas. Assim, foram seleccionadas as génadas de Acartia
tonsa e Acartia clausi e os olhos e génadas de Mesopodopsis slabberi. Neste
contexto procedeu-se & recolha dos olhos do misiddceo e ao corte e rejei¢io de
uma por¢do do cefalotérax, permitindo um acesso facilitado as génadas (ja que a
sua grande dimensdo, obviamente no contexto e escala presentes, colocaria
dificuldades aos cortes em ultramicrétomo). :

RESULTADOS

Seguidamente se apresentam resultados concretos da aplicagio das técnicas
anteriormente descritas, por meio de registos fotogrificos obtidos ao
Microscépio Optico (figuras 1 a 6) e ao Microscépio Electrénico de Transmlssao
(figuras 6 e 7).

13

Figura 1. Corte longitudinal de uma fémea de Acartia tonsa Dana, sendo observiveis as
massas gonadais (g) com odcitos em diferentes estados de desenvolvimento., tecido
muscular {m), glandulas dxgesnvas (gd), tracto digestivo (td) e a boca (b) (HE, x250,
escala: 50 pm).
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Figura 2. Corte longitudinal das génadas de Acartia tonsa Dana, patenteando odcitos
em diferentes fases de desenvolvimento (—)e tecido muscular (m) (HE, x 1000,
escala: 20 um),

Figura 3. Corte longitudinal do cefalotérax de Mesopodopsis slabberi Van Beneden,
sendo observaveis os miisculos extensores (me) misculos flexores (mf) e maxilipedes (p)
(HE, x100, escala: 200 pum)



ECOFISIOLOGIA PLANCTONICA _ 173

Figura 4. Corte longitudinal de uma fémea de Mesopodopsis slabberi Van Beneden, sendo
observiaveis a cuticula (c), epiderme (e) (descolada da cuticula devido & fixagdo), tracto
digestivo (td), massa gonadal (g), glindulas digestivas (d) e mésculos flexores (mf) (HE,
x250, escaia: 50 4m).

Figura 5. Corte longitudinal das branquias (—) de Mesopodopsis slabberi Van Beneden
(HE, x250, escala: 50 pum). '
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Figura 6. Corte longitudinal do olho
composto de Mesopodopsis slabberi
Van Beneden. Sio observiveis: lente
cuticular (Ic), células da cornea (cc),
cone cristalino (ct), vitrellae (vt) (HE,
x2500, escala: 10 um).

Figura 7. Corte transversal do olho com-
posto do misidiceo Mesopodopsis slabberi

Van Beneden, sendo observdvel a
ultragstrurura das células do cone cris-
talino (—) (TEM, x7510, escala: 1 pm).

Figura 8. Corte transversal do olho com- -
posto do misiddceo Mesopodopsis slabberi
Van Beneden, sendo observivel a ultra-
estrurura do rhabdoma (rh) e células
retinulares (=) (TEM, x4550, escala: 2 um).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A insuficiéncia do nimero de amostragens até agora realizadas ndo permite,
neste momento, a apresentacio de elevado nimero de resultados o que
condiciona o alcance de qualquer conclusio.

A técnica utilizada foi afinada a partir da metodologia “standard” pré-existente
de modo a adequd-la aos organismos estudados.

A obtengdo de laminas e a aplicagdo da técnica fotogréfica, perm:tmdo o
estabelecimento de um registo da evolugio das génadas dos organismes ao longo
do seu ciclo reprodutivo conjuntamente com o cruzamento com os dados
“cldssicos” da ecologia, permitirio fazer uma avaliagdo sob a perspectiva
histolégica, das razdes mais comumente apontadas para as variagfes nos ciclos
reprodutivos dos organismos, sejam elas de predagio (GAUDY, 1972;
GREENWOOD, 1981; KLEIN-BRETELER, 1982; FOSSA et BRATERGARD,
1990; IANORA er BUTINO, 1990; IANORA, 1990; WEBB et WOOLRIDGE,
1990), dorméncia (IANORA et BUTINO, 1990) ou outras (VISCIDO et al,
1997).

A determinagio morfométrica das dimensdes gonadais, em correlagdo com as
dimensdes somdticas médias das coortes de proveniéncia, permitird o
estabelecimento de relagdes estatisticas com a cria¢@o de indices relevantes para
a identificagio de estdgios sexuais dos organismos em estudo.

O escrutinio de modificagdes e/ou patologias (por microscopia Optica e
eventual pormenoriza¢do por microscopia electrénica) na organizagio interna
dos organismos e o estabelecimento de relagdes causa/efeito com actividades
antrépicas efou pressGes ambientais, fornecem-nos um instrumento_ de
monitorizagio/avaliagio ao nivel celular de- eventuais perturbagbes nos
ecossistemas. Deste modo esta abordagem pode funcionar como detector precoce
ou indicador da extensdo dos impactos a escala celular.

A integragdo destes estudos com a quimica e bioquimica das espécies chave
podera contribuir para o melhor conhecimento da estrutura e funcionamento dos
sistemas em anélise. :
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