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Resumo

Diversos estudos tém demonstrado que as cianobactérias e suas toxinas exercem efeitos
negativos sobre cladoceros. Com o objetivo de analisar os efeitos de cianotoxinas sobre as
taxas de crescimento, reproducéo e mortalidade de claddceros nativos de diferentes tamanhos
(Daphnia laevis, D. simillis, D. gessneri, Moina micrura e Ceriodaphnia richardii) cultivados
em laboratdrio foram realizados testes de toxicidade agudos (96 horas) e cronicos (14 dias)
com amostras de séston provenientes do reservatério do Camorim e com uma cepa de
Cylindrospermopsis raciborskii produtora de saxitoxinas (CYL-2). Nos testes agudos com
agua bruta do reservatorio, foi observado efeito significativo em outubro/12, quando a
concentracéo de saxitoxina foi de 11,2 ng L™ e a sobrevivéncia de D. gessneri e C. richardii e
o crescimento de D. leavis foram reduzidos. No entanto, em janeiro/13, quando a
concentracdo de saxitoxina foi de 34 ng L™, ndo houve efeito significativo, o que parece
indicar ndo ter havido relacdo do efeito com a biomassa de cianobactérias e a concentracao de
toxina do séston. Nos testes cronicos, foram observados efeitos negativos na reproducdo de
D. laevis, M. micrura e C. richardii no més de novembro/12, em que a fecundidade média e o
total de neonatos produzidos sofreram declinios progressivos de acordo com as concentracdes
de saxitoxinas que variaram de 96 a 260 ng L™. Em janeiro/13, quando a biomassa de
cianobactérias e a concentracdo de saxitoxinas foi 6 a 8 vezes menor, ndo houve efeito
significativo sobre a reproducdo. CYL-2 afetou tanto a sobrevivéncia quanto o crescimento
dos cladoceros, em maior grau em D. gessneri e D. laevis. Houve uma queda gradual na taxa
de crescimento, proporcional as concentragdes utilizadas. Em concluséo, o baixo crescimento
e potencial reprodutivo dos cladoceros com o séston do reservatdrio, em alguns periodos,
indica que estes efeitos podem estar relacionados com a presenca de cianobactérias toxicas ou
com o baixo valor nutricional do séston. Mesmo assim, ndo se pode deixar de ressaltar
possiveis efeitos sinergisticos que confundem os resultados (toxicidade, morfologia e valor

nutricional).

Palavras Chaves: 1.Cianobactérias. 2. Toxicidade 3. Claddceros
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Abstract

Several studies have demonstrated that cyanobacteria and their toxins may have
negative effects on cladocerans. Therefore, acute (96 hours) and chronic (14 days) tests
were carried out with seston from Camorim reservoir and a saxitoxin-producing strain
of Cylindrospermopsis raciborskii (CYL-2) to evaluate the effects on growth,
reproduction and mortality of laboratory clones of native cladocerans of different sizes
(Daphnia laevis, D. simillis, D. gessneri, Moina micrura e Ceriodaphnia richardii).
Seston samples had significant effects in the acute test carried out in October/12 when
the concentration of saxitoxins was 11,2 ng L™ and survival of D. gessneri and C.
richardii, and growth of D. leavis were low. However, in January/13 when the
concentration of saxitoxins was 34 ng L™, no negative effect was observed. During
chronic exposures negative effects were detected in the reproduction of D. laevis, M.
micrura and C. richardii in November/12. Average fecundity and the total number of
neonates decreased progressively with increasing concentrations of saxitoxins (96 to
260 ng L™). In January/13, however, no negative effect was detected when
cyanobacterial biomass and saxitoxins concentration were 6 to 8 times lower. Saxitoxin-
producing CYL-2 strain had negative effects on the survival and growth of cladocerans,
but the effect was stronger in D. gessneri and D. laevis with a gradual decrease in the
growth rate at higher concentrations of cyanobacteria. In conclusion, low growth and
low reproductive potential of cladocerans with reservoir seston during some periods
may indicate that such effects could be related with the presence of toxic cyanobacteria
or with low seston nutritional value. However, possible synergistic confounding effects

(toxicity, morphology and nutritional value) cannot be neglected.

Key words: 1.Cyanobacteria. 2.Toxicity 3. Cladocerans



Lista de Figuras

Figura 1- A. Mapa do macico da Pedra Branca e arredores, localizacdo do Reservatorio

de Camorim e sua bacia hidrografica ..o, 7

Figural-B. Imagem de satélite do Reservatdrio do Camorim ..........ccccceeevvvevieiiennnnnn, 7

Figura 2. Parametros populacionais de Ceriodaphnia richardii, Daphnia leavis e Moina

micrura expostas ao séston do reservatorio do Camorim coletado em 08/11/2012........ 17

Figura 3. Parametros populacionais de Ceriodaphnia richardii, Daphnia leavis e Moina

micrura expostas ao séston do reservatorio do Camorim coletado em 07/03/2013........ 18

Figura 4. Parametros populacionais de Ceriodphnia richardii, Daphnia leavis, Moina

micrura e Daphnia simillis expostas a cepa CYL-2 isolada do reservatério do Camorim



Lista de Tabelas

Tabela 1. Cladoceros utilizados nos estudos ecotoxicoldgicos e suas origens.................. 9

Tabela Il. Sobrevivéncia dos claddceros apds 96 horas de exposicdo nos testes agudos...

Tabela V. Concentracdo de carbono organico particulado (COP), nitrogénio organico
total (NOT),fosforo particulado (P-part) e razdo C:N e C:P do séston durante os

e 0 L=] ] 1T ] (o OSSR 15

Tabela V. Biovolume (mm3L™") e percentagem do biovolume dos grupos do fitoplancton

do Reservatdrio do Camorim predominantes durante 0s experimentos ...........c.cccueue.e. 15

Xi



Sumario

RESUMIO. ...ttt e e n e n e e ne e Vil
N 013 1 - Uod SRS IX
LESEA 08 FIQUIAS. ... .etiiieiiieiieie ettt bbb X
LiSta A8 TADEIAS......ecieieieiece et Xi
INEFOAUGED. ...ttt bbbttt 1
Cianobacterias € SUAS TOXINGAS. .......cvuerverierieriesieeeeieie e se e e e sra e e e e e e saesaestesresseeneeneenes 1
Cianobactérias e seus efeitos sobre CONSUMICOrES...........cooeiiiereiiiiie e, 2
Reservatorio do CamOIIIM.........ccuiiiieieie ettt bbb 5
OJBEIVOS. ...ttt bbbttt bbb bbb bbb 6
Material € MELOUOS. .......eveiieieeie ettt re e e e e e s e stesresrenneareas 6
TN L3 =2 10 [ OO 6

Amostragem e analises das amostras limnoldgicas e das comunidades plancténicas ..7

ANALISES A8 TOXINAS.....veveiiesii ettt et na e s e e e et e sbenrenreenens 8
Isolamento e cultivo das cepas de Cianobacterias...........occcvevevveriviie v 8
Culturas de microcrustaceos planctdnicos (CladOCeros).........ocovuvrvereieiereiesereniae 9
ENSaios ECOLOXICOIOQICOS. ... .euviieieiiieieie ettt sttt sttt ere s 9
RESUITATOS. ...ttt et e e sreesneeenaeenreeaneeenneeee 11
Testes de toXICIAAdE AQUUA. ...........eeuiiiiiieii et e 12
Testes de tOXICIAAAE CTONMICA..........eiueeiiriiiiie sttt 16
DISCUSSAD. ... et eveesiee et e et e st e ste et et e e e st e s e te e s e e se e teeneeaseeste e teentesneesseeneenreenreeneennees 21
(@] 0T 113 T SRS 23
Referéncias BibHOGrafiCas..........ccuiiiiiirieie e e 24

xii



Introducéo

Cianobactérias e suas toxinas

Cianobactérias sdo procariontes fotossintetizantes, cosmopolitas e habitantes de
ecossistemas de agua doce, salobros e marinhos (Granéli & Turner, 2006). S&o
importantes membros das comunidades fitoplancténicas (Oliver & Granf, 2000),
estando presentes em todos os ambientes dos ecossistemas aquaticos (Sant’Anna et al.,
2006). Quando surgem condi¢fes propicias nesses ecossistemas como temperatura
elevada, abundancia de luminosidade, disponibilidade de nutrientes (Soares, 2009),
estabilidade da coluna d’agua, pH e baixa herbivoria, pode-se verificar a ocorréncia e
manuten¢do de floragdes ou “blooms” de cianobactérias (Fernandes et al., 2008). O
termo “bloom”, geralmente ¢ conceituado como sendo uma biomassa fitoplanctonica
significativamente mais elevada que a média do corpo d’agua (Zohary & Roberts 1990).

Floracbes de cianobactérias tém se tornado um problema em vérias partes do
mundo, trazendo ndo sé prejuizos econdmicos, pela perda da qualidade da agua e
estética do ambiente, mas também riscos a sallde humana e animal (Granéli & Turner,
2006). Floragdes de cianobactérias representam uma séria ameacga para 0s ecossistemas
de &gua doce através da producao de metabolitos secundarios (Carmichael, 1992), quais
constituem-se em potentes toxinas, denominadas de cianotoxinas (Ferrdo-Filho et al.,
2009). Dentre os aproximadamente 150 géneros de cianobactérias conhecidos, 40 estdo
relacionados com a producédo de toxinas (Apeldoorn et al, 2007). Os géneros mais
comuns de cianobactérias formadoras de floragdes sdo Anabaena, Aphaizomenom,
Cylindrospermopsis, Microcystis e Planktotrix (Padisak & Reynolds, 2004). Em contra
partida, ndo se pode considerar que todas as floragcdes de cianobactérias sejam toxicas,
algumas podem ser tdxicas durante apenas um determinado periodo do ano, do més ou
da semana. O mais comumente encontrado é a dominancia de cepas tdxicas e ndo
toxicas, as quais, quando sdo da mesma espécie, ndo se podem separar fenotipicamente
(Molica & Azevedo, 2009).

As cianotoxinas podem ser classificadas, de acordo com seu mecanismo de
toxicidade em animais em trés classes principais; as dermatoxinas, as hepatotoxinas e as
neurotoxinas, sendo estas duas Gltimas as mais frequentemente encontradas em corpos

d’agua e que geram maiores preocupagoes (Carmichael, 1997).



Neurotoxinas podem ser divididas em trés sub-grupos: anotoxina-a, anotoxina-
a(s) e saxitoxinas. (Molica & Azevedo, 2009). Ja foram isoladas nos seguintes géneros:
Anabaena,  Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium, Lyngbya e
Cylindrospermopsis. (Soares, 2008). Hepatotoxinas estdo divididas em: microcistinas,
nodularinas e cilindrospermopsina. Ja foram isoladas nos seguintes géneros:
Microcystis, Anabaena, Nodularina, Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis,
Planktotrix e Arthospira (Mirluoto & Codd, 2005).

Anatoxina-a € um alcaléide que age como bloqueador neuromuscular pos-
sinaptico de recepetores nicotinicos e colinérgicos. Anatoxina-a(s) inibe a atividade da
acetilcolinesterase, causando hipersalivacdo e convulsbes em animais, bem como a
morte por parada respiratoria (Carmichael, 1992). Ambas as toxinas atuam muito
rapidamente, matando o0s ratos em poucos minutos (2-30 min) apos injecdo
intraperitoneal (i.p.) (Codd et al., 1999). A CLs (i.p.) da anatoxina-a em camundongos
é de 375 ug Kg* de peso corpéreo, para anatoxinas-a(s) € de 20 ug Kg? de peso
corporeo (Soares et al., 2009). Saxitoxinas sdo alcaldides carbomatos, compdem um
grupo variado de toxinas sendo conhecidas como PST (Paralytic Shellfish Toxins)
(Landsberg, 2002). Estas toxinas tém diferentes CLs (i.p.) para camundongos, mas o
mecanismo de acdo € o mesmo, agindo na ligacdo e blogueio dos canais de sodio em
células nervosas (Sivonen, 1996). A saxitoxina mais potente, com CLsy de 263 g kg™
(Soares et al., 2009). Microcistinas e nodularinas agem de modo muito semelhante,
inibindo proteinas fosfatases (PP1 e PP2). As microcistinas apresentam CLsy (i.p.) de
50 a 1.200 pg Kg* de peso corpéreo e as nodularinas apresentam CLsg (i.p.) de 50 a
200 pg Kg* de peso corporeo, entre as variantes da toxina (Funasa, 2003).
Cilindrospermopsina inibe a sintese de proteinas e causa danos ao DNA, CLs (i.p.) em
camundongos é de 200 e 2.100 pug Kg* de peso corpdreo para morte entre 5-6 dias e
morte até 24h (Silva, 2008).

Cianobactérias e seus efeitos sobre consumidores

As cianobactérias e suas toxinas podem exercer efeitos em todos os niveis
taxondmicos, sendo que uma atencdo especial tem sido dedicada aos efeitos sobre
invertebrados aquaticos, principalmente o zooplancton (Chistoffersen 1996, Wiengand

& Pflugmacher 2005). Estudos laboratoriais demonstraram que as toxinas de



cianobactérias podem inibir o crescimento, a sobrevivéncia e reproducdo das
comunidades zooplanctonicas (e.g. DeMott et al., 1991; Van Der Grinten, 2003).
Efeitos paralisantes nos movimentos natatdorios causados em cladoceros por saxitoxinas
produzidas por C. raciborskii ja foram observados (Ferrdo-Filho et al., 2008).

As toxinas de cianobactérias sdo constituintes de produtos naturais, produzidas
por esses organismos. Muitos autores tém assumido que esses compostos tdxicos
desempenham a funcéo protetora contra a herbivoria (Carmichael, 1992), sabendo-se
que ainda néo estdo devidamente esclarecidos os motivos da producédo destas toxinas.

Da mesma forma que ainda ndo é clara a fungdo das cianotoxinas, também ha
uma incerteza qual o papel de fatores ambientais no controle da produgdo dessas
toxinas. Segundo (Azevedo et al., 2002), os fatores ambientais poderiam influenciar na
producéo de toxinas, controlando a abundancia das cepas produtoras de toxinas e/ou a
producéo de cepas tdxicas.

E amplamente conhecido que as floragdes de cianobactérias sio frequentemente
associadas com mudancas drasticas na estrutura da comunidade de zooplancton,
indicado pela dominancia de pequenos cladoceros, rotiferos ou copépodes (Edmondson
& Litt 1982, Gilbert 1990, Fulton & Jones, 1991, Hansson et al., 1998, Ghadouani et
al., 2003). A interagdo entre o fitoplancton e o zooplancton herbivoro é fundamental
para 0 ecossistema aquatico, pois essa relacdo media a transferéncia de energia e
matéria de organismos autotroficos para organismos heterotréficos (Vanni e Findlay,
1990; Hansson & Carpenter, 1993).

As cianobactérias sdo conhecidas por afetar negativamente seus herbivoros, quer
por apresentar insuficiéncia nutricional, isto é, a deficiéncia em nutrientes essenciais,
tais como esterois, acidos graxos poli-insaturados e outros compostos ainda ndo
identificados (DeMott & Muller-Navarra, 1997; Von Elert et al., 2003); por causar
entupimento do aparelho filtrador e interferéncia mecanica por filamentos e coldnias
com o processo de filtracdo (Gliwicz & Siedlar 1980); quanto pela producgéo de toxinas
(DeMott, 1999; Sarnelle, 2010).

Como parte do fitoplancton de ecossistemas aquaticos, as cianobactérias
participam das cadeias tréficas, sendo parte da dieta de zooplancton e peixes
fitoplanctivoros. Em ambientes que apresentam densas floragfes, 0 mesozooplancton
(>200 pum), como claddceros e copépodes podem ser afetados, experimentando reducao

na taxa de filtracdo, na assimilacdo de alimento ou mesmo mortalidade (Ghadouani et



al., 2004; Rohrlack et al., 2005). No entanto, estudos de campo e de laboratério indicam
gue, mesmo toxicas, as cianobactérias podem ser utilizadas pelo zooplancton (Panosso
et al., 2003; Gobler et al., 2007). Ha evidéncias de que as cianobactérias tém efeitos
deletérios sobre o zooplancton, mas estes efeitos sdo altamente varidveis entre 0s
géneros e espécies, e até mesmo clones individuais de espécies de zooplancton
(Okumura et al., 2007).

N&o ha evidéncias claras de que as cianotoxinas tenham realmente uma funcéo
anti-herbivoria, assim como nédo se pode generalizar este papel para as diferentes classes
de cianotoxinas, pois estas tém diferentes mecanismos de agdo. Além disso, apesar desta
hipdtese ter sido amplamente testada para espécies de zooplancton temperadas, ainda foi
pouco testada em ambientes tropicais, onde ocorrem intensas floracGes de
cianobactérias (Ferrdo-Filho & Kozlowsky-Suzuki, 2011). Efeitos de cepas de
Cylindrospermopsis raciborskii produtoras de saxitoxinas em cladoceros reportados na
literatura, como paralisia dos movimentos natatérios (Ferrdo-Filho et al., 2008),
inibicdo da taxa de filtracdo e da reproducdo (Soares et al., 2009), sugerem um possivel
papel anti-herbivoria destas toxinas.

Ha pouco conhecimento sobre os efeitos das floracdes de cianobactérias e suas
toxinas sobre as espécies de zooplancton tropicais (Sotero-Santos et al., 2006). Estudos
sobre os efeitos de extratos de cianobactérias sobre a fecundidade de claddceros sao
escassos, especialmente em relacdo as espécies tropicais (Okumura et al., 2007), sendo
a maioria dos estudos centrado sobre os efeitos das cianobactérias em claddceros de
clima temperado (Rohrlack et al, 2003; Gustafsson & Hansson, 2004).

A eficéacia da herbivoria de um determinado grupo de zooplancton depende de
varios fatores, incluindo as taxas de crescimento do fitoplancton, a seletividade de
particulas alimentares, os seus niveis de limitagdo alimentar e as taxas de crescimento
da populagdo (Gulati et al., 1990). A capacidade de claddceros de suportar 0s possiveis
efeitos tdxicos de cianobactérias também deve ser levada em conta. Por exemplo, uma
espécie pode resistir aos efeitos toxicos de cianobactérias mais do que outra (Nandini et
al., 2000).

Ha varias espécies de cladoceros, que podem ser utilizadas para identificar
possiveis efeitos das cianotoxinas, porém faz-se importante a padronizagéo da utilizacéo

de espécies mais representativas de nossos ecossistemas, nativas do Brasil, tornando os



resultados dos bioensaios mais consistentes com o0 que ocorre no ambiente, tornando-os
mais confiaveis e eficientes (Ferrdo-Filho et al., 2009).

Ensaios ecotoxicologicos sdo subsidios importantes na avaliacdo dos riscos
dessas toxinas para as comunidades aquéticas. As andlises ecotoxicoldgicas envolvem
testes de toxicidade aguda e cronica, tendo como importante objetivo caracterizar os
efeitos adversos causados por substancias tdxicas (Dahms et al., 2011). O teste de
toxicidade agudo tem como objetivo avaliar a dose ou a concentracdo de cianotoxinas
que tenham capacidade de produzir efeitos aos organismos expostos em um periodo de
tempo relativamente curto (Restani, 2011). Os testes de toxicidade cronica sdo
realizados para medir os efeitos das cianotoxinas sobre espécies de zooplancton por um
periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste, em

diversas concentracdes (Costa et al., 2008).

Reservatorio do Camorim

Reservatérios sdo sistemas artificias complexos, redes interativas de
componentes estruturais, fisico—quimicos e bioldgicos. As represas sao sistemas com
capacidade de auto-organizacdo e reestruturagdo de seus componentes. Os elementos
sdo reciclados nos reservatorios em relacdo ao volume, circulacdo, tempo de retencdo e
biomassa (Tundisi, 2006). A eutrofizacdo resulta no aumento de produtividade e da
biomassa algal, e na reducdo da diversidade fitoplanctonica, com predominancia de
alguns grupos (Panosso et al., 2007).

O reservatorio do Camorim representa 0 maior manancial do grupo Jacarepagua-
Rio de Janeiro/RJ e integra o Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB). Durante um ano
(Margo/2012 a Margo/2013) foram realizadas coletas quinzenais, em trés pontos de
amostragem. Este ambiente pode ser considerado naturalmente eutréfico com base na
concentracdo média de clorofila-a (54 pg L) e durante todo o periodo de estudo, esteve
dominado por diatomaceas, principalmente do género Aulacoseira, em situacfes de
intensa mistura da coluna d’agua. Em diversas situa¢des observou-se codominancia de
espécies de algas, tendo sido ainda registradas duas floracGes da cianobactéria
potencialmente tdéxica Cylindrospermopsis raciborskii (U. J. Pereira, comunicagdo

pessoal).



Objetivo geral

Contribuir para o entendimento dos efeitos e mecanismos ecologicos de

interacdo entre cianobactérias e zooplancton, especialmente do grupo dos cladéceros.

Objetivos especificos

1- Realizar ensaios ecotoxicoldgicos agudos e crénicos, com séston e com cepas
de cianobactéria isoladas do reservatério do Camorim, utilizando espécies nativas de
cladoceros.

2- Avaliar os efeitos de séston e cepas de cianobactéria sobre as taxas de

crescimento, reproducdo e mortalidade de espécies de cladoceros.

Material e métodos

Area de estudo

Localizado na vertente sudeste do macico da Pedra Branca, a 436 metros de
altitude, o Reservatdrio do Camorim foi concluido em 1908 com o objetivo de abastecer
a regido de Jacarepagud e integra o Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB). Este
reservatorio recebe agua de um conjunto de rios, dos quais o principal, o Rio Camorim,
tem 6,5 km de extensdo, indo desaguar na lagoa do Camorim, que faz parte do
Complexo Lagunar de Jacarepagud. Representa o maior manancial do grupo
Jacarepagua, sendo totalmente cercado de matas (Fig. 1). Seu volume é de 210.000 m3,
apresentando profundidade méaxima de 18 metros e uma capacidade de armazenamento
de 2,4 milhdes de m3 de &gua. Suas aguas sdo captadas por um engenhoso agqueduto,
construido no inicio do Século XX, sendo levadas a uma pequena estacdo de tratamento
da CEDAE, que fica situada na sede do PEPB (INEPAC, 1998).



Coordenadas geogréficas dos pontos:
Latitude / Longitude
Ponto 1: 22°57'32.74"S / 43°26'45.01"W
Ponto 2: 22°57'28.27"S / 43°26'45.44"W
Ponto 3: 22°57'24.86"S / 43°26'46.92"W

Datum: SAD 69 *

Figura 1 — A) Mapa do maci¢o da Pedra Branca e arredores, modificado de Gomes
(2006), seta vermelha indica localizacdo do Reservatorio de Camorim e circulo azul sua
bacia hidrogréfica; B) imagem de satélite do Reservatorio do Camorim, em amarelo 0s

pontos de coleta. Fonte: Google Earth.
Amostragem e analises das amostras limnolodgicas e das comunidades plancténicas

No Reservatorio do Camorim, foram realizadas coletas quinzenais no primeiro
ano do projeto (Mar¢o/2012 a Mar¢o/2013), em trés pontos de amostragem (Fig. 1),
com a finalidade de se conhecer a composi¢cdo da comunidade fitoplanctonica e
zooplancténica e de coletar amostras de agua para analises fisico-quimicas e testes
ecotoxicologicos.

Amostras de toda a coluna d’agua foram coletadas aleatoriamente em triplicata
em cada ponto de amostragem com um tubo integrador de PVC e misturadas em um
balde de 18 L, sendo retiradas sub-amostras de 100 mL e fixadas com solucdo de Lugol
para posterior analise do fitoplancton. Amostras de 10 L desta mesma amostra integrada
foram filtradas através de rede com abertura de malha de 50 pm e fixadas com

formaldeido a 4%, tamponado com 10% de &cido bdrico para a analise do zooplancton.



Amostras de 2,5 L foram levadas ao laboratorio e sub-amostras de 250 mL filtradas em
membrana de borosilicato e congeladas para posterior analise de toxinas e clorofila a.

Amostras de 250 mL foram filtradas em filtros Whatman GF/C para analise de
nitrogénio inorganico dissolvido (fon aménio, N.NH4"; nitrato, N.NO3 e nitrito,
N.NO2), fésforo soltvel reativo (PSR), silica soltvel reativa (SRSi) e amostras de 250
ml foram mantidas sem filtrar para determinagdo das concentracGes de nutrientes totais
(nitrogénio organico total, NOT e fosforo total (PT). Ambas foram mantidas congeladas
em freezer a -350C até analise. TP e SRP foram determinados pelo método do &cido
ascorbico; N.NO3 e N.NO, por reducdo em coluna de cadmio, seguido de determinagéo
colorimétrica pelo método do fenol-hipoclorito (Wetzel & Likens 1990). NOT foi
medido pelo método classico de Kjedahl. As amostras para as formas totais e
dissolvidas de N, P e silica foram analisadas de técnicas espectrofotométricas.

As populag¢Bes micro e nanofitoplancténicas foram examinadas em microscopio
Olympus BH-2 equipado com sistema de captura de imagens Image Pro-Plus e
contraste de fase para identificacdo, sempre que possivel, em nivel de espécie, através
de caracteristicas morfolégicas e métricas das fases vegetativas e reprodutivas. A
densidade fitoplanctonica (ind. mL™) foi estimada segundo método de sedimentagdo de
Utermdohl (1958), em microscépio invertido Zeiss Oberkochen, modelo Axiovert 10, a
400 aumentos, enumerados em campos aleatorios (Uhelingher, 1964). As classes
taxonémicas foram consideradas de acordo com Hoek et al. (1997), exceto para as
classes Cyanobacteria (Komarek & Anagnostidis, 1999, 2005) e Bacillariophyceae
(Round et al., 1990).

Analises de toxinas das amostras

As andlises de saxitoxina nas amostras de seston foram realizadas atravées de
imunoensaio (ELISA), com o uso de kits da Beacon®.

Devido a auséncia de microcrustaceos de grande porte (cladéceros e copépodos),
ndo foi possivel separar as amostras de zooplancton do fitoplancton para posterior
extracdo de microcistinas e saxitoxinas. Deste modo, utilizou-se o material particulado

em suspensdo como um todo (séston = fitoplancton + zooplancton + detritos).



Isolamento e cultivo das cepas de cianobactérias

Cepas de cianobacteria da espécie Cylindrospermopsis raciborskii
(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju foram isoladas da Represa do Camorim (RJ)
por microcapilar de vidro no Laboratério de Ecologia e Fisiologia do Fitoplancton
(LabAlgas), Departamento de Biologia Vegetal (IBRAG/UERJ). As cepas sdo mantidas
no banco de cultivo do LabAlgas, em meio BG-11, a temperatura de 24 = 2 °C e sob

iluminagdo continua com intensidade luminosa de 30 pmol m2s™,

Culturas de microcrustaceos plancténicos (cladoceros)

Claddceros planctonicos isolados de corpos d’agua do Rio de Janeiro e Minas
Gerais (Tabela I) foram utilizados como organismos-teste em testes ecotoxicoldgicos,
sendo cultivada em &gua mineral, em cadmara de germinacdo a 23°C, baixa intensidade
luminosa e alimentada com cloroficeas de alto valor nutritivo. Claddceros da espécie
Daphnia similis (exo6tica) com protocolo de ensaio ecotoxicolégico padronizado pela

ABNT (2004), foram utilizados como organismos de referéncia.

Tabela | — Claddceros utilizados nos estudos ecotoxicoldgicos e suas origens.

Espécie Tamanho do adulto (mm) Origem

Daphnia similis™” 2,0-3,0 Regido temperada
Daphnia gessneri 12-15 Reservatério de Lajes (RJ)
Daphnia laevis 15-25 Lagoa do Ibirité (MG)
Moina micrura 0,8-1,0 Reservatdrio de Lajes (RJ)
Ceriodaphnia richardii 0,4-0,6 Reservatorio do Funil (RJ)

(1) Cedido pelo Labtox, Biorio, Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Ensaios ecotoxicologicos
Testes de toxicidade aguda com cladéceros foram realizados com a cepa de

C.raciborskii isolada (CYL-2) ou com agua bruta do reservatorio do Camorim,

expondo-se 10 individuos jovens (<24 h) a 30 mL de amostra em varias concentracdes



(3 réplicas), sendo utilizado também um controle com agua de cultivo. Apos 24, 48, 72
e 96 horas, foi feita a contagem do nimero de individuos mortos e imobilizados.

Ao final dos testes, os animais sobreviventes foram medidos em lupa Olympus
(SZ61) com aumento de 40X, transferidos para placas de Petri e colocados em estufa a
60°C ao longo da noite para posterior pesagem, que foi realizada em uma balanca
Mettler Toledo MinWeigh, com preciséo de 0,1 ug.

Testes de toxicidade cronica foram realizados com amostras de agua bruta e a
cepa CYL-2. Nestes testes, os neonatos nascidos dentro de 24 h foram expostos
individualmente a 30 mL de amostra em diferentes concentracdes (15 réplicas),
variando-se a propor¢do de amostra em relacdo ao alimento (0 a 100%). Foi utilizado
também um controle com &gua de cultivo com cloroficeas. Esta coorte foi acompanhada
desde o estagio juvenil até a maturidade, observando-se a idade da primeira reproducéo
e 0 numero de neonatos produzidos por fémea em cada ninhada, até pelo menos a
terceira ninhada em cada espécie (10-15 dias). A sobrevivéncia e a fecundidade média
nos testes cronicos foram utilizadas para o calculo da taxa intrinseca de crescimento
natural (r), que foi feita por técnica de ‘bootstrap’ com o auxilio do programa ‘Rm’

(Taberner et al., 1993).
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Resultados

Testes de toxicidade aguda

Foram realizados trés testes agudos com o séston do reservatério do Camorim,
em 14/09/2012 (periodo frio-seco), em 26/10/2012 (periodo de transicdo) e em
24/01/2013 (periodo quente-chuvoso). Em setembro de 2012, a amostra de séston
causou uma reducdo na sobrevivéncia (33,3%) somente em D. gessneri, sendo que 0s
outros dois claddceros testados ndo apresentaram mortalidade em 96h (Tabela 11). A
taxa de crescimento somatico dos claddceros variou de 0,438 a 0,588 d* (Tabela Ill), e
ndo sofreu efeito significativo com concentragdes crescentes de seston em comparagao
com o controle. Neste periodo, houve disponibilidade de alimento (clorofila-a), e razdes
C:N e C:P teoricamente ndo limitantes (Tabela V). O biovolume de Cylindrospermosis
raciborskii foi reduzido (0,002 mm3 L) (Tabela V), assim como a concentracdo de
saxitoxina (1,38 ng L%).

Em outubro de 2012, houve um efeito maior da amostra de séston, com reducdes
da ordem de 33 a 47% na sobrevivéncia dos cladoceros testados. Houve somente um
efeito significativo na taxa de crescimento somético de D. laevis, na concentragdo de
100% de seston (Tabela I11). Neste periodo, as razbes de C:N e C:P no séston pareceram
indicar potencial limitagcdo por N e P, mesmo com disponibilidade de alimento (Tabela
IV). O biovolume de C. raciborskii foi um pouco mais alto (0,024 mm3LL; Tabela V),
assim como a concentracdo de saxitoxina (11,2 ng L2).

Em janeiro de 2013 houve efeito significativo na sobrevivéncia dos cladoceros
expostos ao seston do reservatério do Camorim, com redugdes da ordem de 17 a 47%
na sobrevivéncia (Tabela I1). No entanto, nenhum efeito significativo do séston na taxa
de crescimento somatico dos cladoceros foi observado (Tabela Il1). Neste periodo, o
séston apresentou qualidade nutricional aparentemente ndo limitante (Tabela V), porém
apresentando elevado biovolume de C. raciborskii (2,1 mm’L%; Tabela V) e
concentracdo de saxitoxina da ordem de 34 ng L Um controle com &gua filtrada
(membrana de borosilicato, 1-2 pm) do reservatério ndo apresentou diferenca
significativa em relagcdo ao controle com agua mineral, demonstrando que o efeito esta

ligado ao material particulado, e ndo a fracdo dissolvida.
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Foram realizados dois experimentos com a cepa de C. raciborskii CYL-2. No
experimento de 23/10/2012, uma propor¢do fixa de alimento (500 pg C L7?) foi
utilizada, sendo que a proporcao de cianobactérias na dieta variou de 10 a 50%. No
experimento de 27/06/2013, variaram-se ambos, a proporcdo de alimento e de
cianobactérias na dieta, indo de 0 (zero) a 100% de cianobactérias e/ou cloroficeas,
numa concentragdo total de alimento de 500 pg C L™ (Tabela II). Em ambos os
experimentos, houve uma reducdo significativa na sobrevivéncia de todas as espécies de
claddcero testadas, variando de 20 a 60% no primeiro experimento, e de 68 a 100% no
segundo experimento. Esta cepa continha 50,5 pg de saxitoxina (STX) g* de amostra,
sendo que a concentragdo mais alta utilizada (1000 pg L™) continha 50,5 ng STX
L. No experimento de 23/10/2012, houve efeito significativo da cepa CYL-2 na taxa de
crescimento somatico de duas espécies de claddcero, com D. gessneri sendo afetada em

todas as concentracOes e D. laevis apenas na maior concentracdo da cepa (Tabela IllI).
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Tabela Il . Sobrevivéncia dos claddceros apds 96 horas de exposi¢do nos testes agudos.

Asteriscos indicam diferencas significativas em relacdo ao controle. Nos experimentos

com a cepa CYL-02, em 23/10/12 foi adicionada uma proporc¢éo fixa de alimento (500

Hg C L), enquanto que em 27/06/13 foi adicionada uma proporcdo variavel de

alimento (100 a 0 %) em combinagdo a uma proporcdo variavel de cianobactéria (0 a
100%), perfazendo um total de 500 pug PS L-1 (=250 pg C L). O traco (-) indica

auséncia de teste na concentracdo; a cruz () indica que todos os individuos morreram

antes do fim do experimento.

Datas/testes Tratamentos Sobrevivéncia apds 96 h (%)
14/09/2012 Concentracéo (%) C. richardii  D. gessneri D. laevis M. micrura
Séston Controle 100 90,0 £57,8 - 100
20 - - - 100
50 100 86,6 + 33,3 - 100
100 100 66,7 + 33,3* - 100
26/10/2012 Concentracéo (%) C.richardii  D. gessneri D. leavis M. micrura
Séston Controle 100 100 100 -
50 70,0+0,0r 73,3+33,3* 833+333* -
100 56,7 £ 33,3* 53,3+ 33,3* 66,7 +33,3* -
24/01/2013 Concentracéo (%) C. richardii D. similis D. leavis M. micrura
Séston Controle 93,3+33,3 96,6+33,3 933+334 100
Filtrada-séston - 93,3+33,3 90,0+0,0 -
20 - 90,0+£0,0 80,0+5,8 -
50 833+334 90,0+0,0 73,3+333* 833+333*
100 70,0 £57,8* 833+334 70,0+0,0* 63,3+333*
23/10/2012 Biomassa (pg/L) C.richardii  D. gessneri D. leavis M. micrura
CYL-02 Controle (0%) 96,6 +33,4 96,6 +33,4 100 96,6 + 33,3
#’;gag“?% 125 (11%) - - 96,7 + 33,4 -
alimento) 250 (20%) - - 93,3+334 -
375 (27%) - 76,6 £+334 90,0+0,0 -
500 (33%) 90,0+0,0 50,0+£0,0r 86,7+334* 86,6+333
1000 (50%) 80,0+0,0r 40.0+57,8* 80,0+0,0* 56.6+33,3*
27/06/2013 Biomassa (pg/L) C.richardii  D. similis D. leavis M. micrura
CYL-02 Controle (0%) 96,7 +33,3 100 93,3+33,3 100
\(/2??5\%@33 125 (25%) 66,6 £ 33,3* 56,6 £33,3* 63,3+33,3* 66,7 +88,3*
alimento) 250 (50%) 60,0 +0,0* 50,0 +57,8* 56,7 +33,3* 53,3+33,3*
375 (75%) 43,3+33,3* 40,0+0,0r 43,3+333* 0,67 +33,3*
500 (100%) 33,3+33,3* 13.3+66,7* 33,3+33,3* T
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Tabela I11. Taxa de crescimento somatico dos cladoceros apds 96 horas de exposicdo

nos testes agudos. Asteriscos indicam diferengas significativas em relagdo ao controle.

Nos experimentos com a cepa CYL-02, em 23/10/12 foi adicionada uma proporcéo fixa

de alimento (500 pg C L™), enquanto que em 27/06/13 foi adicionada uma proporcéo

variavel de alimento (100 a 0 %) em combinacdo a uma proporcdo variavel de
cianobactéria (0 a 100%), perfazendo um total de 500 pug L'1 (~250 pg C L). O traco (-
) indica auséncia de teste na concentragdo; a cruz (1) indica que todos os individuos

morreram antes do fim do experimento.

Datas/testes Tratamentos Taxa de crescimento (d-) apds 96 h
14/09/2012 Concentracdo (%) C. richardii D. gessneri D. leavis M. micrura
Séston Controle 0,439 + 0,003 0,556 + 0,003 - 0,526 + 0,003
20 - - - 0,523 £ 0,003
50 0,438 £0,001 0,557 + 0,005 - 0,521 + 0,002
100 0,444 + 0,002 0,570 + 0,007 - 0,524 + 0,003
26/10/2012 Concentracdo (%) C. richardii D. gessneri D. leavis M. micrura
Séston Controle 0,536 + 000,4 0,550 +0,006 0,590 + 0,007 -
50 0,550 +£ 0,002 0,580 +0,007 0,551 +0,013 -
100 0,548 £ 0,003 0,554 + 0,003 0,521 + 0,020* -
24/01/2013 Concentracdo (%) C.richardii D.similis D.leavis M.micrura
Séston Controle 0,536 + 0,005 0,470+0,001 0,439 +0,005 0,379 £0,010
Filtrada-séston - 0,463 +0,009 0,450 +0,008 -
20 - 0,476 £ 0,006 0,456 + 0,011 -
50 0,550 + 0,003 0,469 +0,005 0,460 +0,008 0,379 +0,004
100 0,548 £ 0,003 0,460 + 0,002 0,453 +0,001 0,376 + 0,007
23/10/2012 Biomassa (ug/L)  C. richardii D. gessneri D. leavis M. micrura
CYL-02 Controle (0%) 0,473+0,002 0,588 +0,009 0,547 +0,003 0,485 + 0,002
(Proporcao 125 (11%) . . 0,538 + 0,011 .
fixa de
alimento) 250 (20%) - - 0,527 + 0,012 -
375 (27%) - 0,549 + 0,002* 0,521 + 0,004 -
500 (33%) 0,455 + 0,004 0,545 +0,001* 0,545+0,011 0,480 £ 0,002
1000 (50%) 0,459 + 0,007 0,545 +0,002* 0,472 +0,012* 0,473 £ 0,006
27/06/2013 Biomassa (ug/L)  C. richardii D. similis D. leavis M. micrura
CYL-02 Controle (0%) 0,478 +£0,001 0,467 £0,006 0,524 + 0,001 0,520 + 0,003
(Proporcao 125 (25%) 0,471 +0,001 0,445+0,004 0,514 +0,001 0,515+ 0,001
variavel de
alimento) 250 (50%) 0,463 +£0,002 0,420 +0,002 0,511 +0,001 0,504 £ 0,002
375 (75%) 0,445 +£0,002 0,397 +0,005 0,510+0,002 0,493 +0,009
500 (100%) 0,439 £0,002 0,376 +0,008 0,501 + 0,004 T

14



Tabela IV. Concentracdo de carbono orgéanico particulado (COP), nitrogénio organico
total (NOT), fosforo particulado (P-part), razdes C:N e C:P do séston e clorofila-a

durante os experimentos.

COP NOT P-part C:N C:P Clorofila
Experimentos (mgLh  (gL?h) (ugLY (molar) (molar) (ug L™
Agudo 14/09/12 1,17 258,9 29,3 53 102,7 109,5
Agudo 26/10/12 3,42 142,8 13,4 28,1 656,3 56,2
Agudo 24/01/13 0,43 2414 18,3 2,08 60,8 32,1
Crdnico 08/11/12 1,48 16,2 449 104,7 85,1 72,6
Crbnico 07/03/13 0,74 126,0 46,4 6,9 41,0 39,1

Tabela V. Biovolume (mm3L?) e percentagem do biovolume dos grupos do fitoplancton
do Reservatdrio do Camorim predominantes durante os experimentos. Os dados foram

compilados a partir dos resultados da tese de Uanderson J. Pereira.

Total de
Cylindro.  Aulacoseira Mougeotia Total de ~algas

Experimentos Unidades raciborskii ambigua sp. filamentosas" nutritivas ¢
Agudo mm°L™” 0,002 5,84 0,04 5,88 2,04
14/09/12 (%) (0,02) (60,6) (0,40) (61,0 (21,1)
Agudo mm3L* 0,024 3,86 0,19 4,07 3,61
26/10/12 (%) (0,23) (36,6) (1,8) (38.6) (34,3)
Agudo mm3L* 2,15 0,00 3,78 5,93 4,06
24/01/13 (%) (20,32) (0,0) (35,6) (55,9) (38,3)
Cronico mm’L™* 2,37 3,06 2,58 8,00 1,65
08/11/12 (%) (14,8) (19,2) (16,1) (50,1) (10,3)
Cronico mm3L? 0,00 0,54 0,01 0,55 9,07
07/03/12 (%) (0,0) (5,3) (0,1) (5,3) (87,8)

(1) Total de filamentosas = Cylindro+Aulacoseira+Mougeotia
(2) Total de algas nutritivas = Bacillariophyta+Chlorophyta+Cryptophyta+Chrysophyta+
Euglenophyta
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Testes de toxicidade cronica

Foram realizados dois testes de toxicidade cronica com o séston do reservatorio
do Camorim, um em 08/11/2012 e outro em 07/03/2013, ambos no periodo quente-
chuvoso. No experimento realizado em 08/11/2012, houve um efeito significativo do
séston nos parametros reprodutivos das trés espécies testadas (Fig. 2). C. richardii foi
pouco afetada pelo séston neste periodo, tendo somente um ligeiro, mas significativo,
decréscimo na taxa intrinseca de aumento populacional (r) na maior concentracao (Fig.
2A). A espécie mais afetada foi D. laevis (Fig. 2B), tendo sua fecundidade média, total
de neonatos produzidos e taxa intrinseca de aumento populacional (r) drasticamente
reduzidos nos tratamentos com séston, mostrando inclusive uma resposta concentracao-
dependente (Fig. 2B). M. micrura foi exposta somente a 100% de &gua bruta do
reservatorio contendo séston, sendo afetada significativamente na sua fecundidade
média, total de neonatos produzidos e taxa intrinseca de aumento populacional (Fig.
2C). Neste periodo, o biovolume de C. raciborskii (2,37 mm?>L) e a concentrago de
saxitoxina (96 ng L) foram relativamente elevados. No experimento realizado
07/03/2013 (Fig. 2), somente M. micrura, na concentracdo de 100% de séston, teve seus
parametros populacionais afetados significativamente (Fig. 3C). No entanto, os efeitos
foram menos drasticos do que os observados no experimento anterior. Neste periodo,
ndo havia presenca de C. raciborskii, embora o biovolume de outras cianobactérias
tenha sido de 0,32 mm>L™ e a concentragdo de saxitoxina tenha sido de 14 ng L™

Um teste de toxicidade cronica foi feito com a cepa CYL-02 em 22/07/2013.
Neste teste, variaram-se a propor¢do de alimento e de cianobactérias na dieta, indo de 0
(zero) a 100% de cianobactérias e/ou cloroficeas. Os resultados mostram um efeito
concentracdo dependente e significativo dos tratamentos com cianobactéria nos
parametros populacionais dos claddceros (Fig. 4), sendo que D. similis, D. laevis e M.
micrura foram as espécies mais afetadas, tendo valores de r proximos de zero ou
negativos na concentracdo de 100% de cianobactéria. Para C. richardii, entretanto, a
reproducédo foi menos afetada, tendo efeitos significativos nos valores de r somente nas

concentragBes mais altas da cianobactéria (Fig. 4A).

16



Figura 2 - Parametros populacionais de Ceriodaphnia richardii (A), Daphnia leavis (B) e Moina micrura (C) expostas ao séston do reservatorio
do Camorim coletado em 08/11/2012. As concentracdes estdo em percentagem de dgua do reservatorio no meio de cultivo. As letras diferentes
indicam diferencas significativas (ANOVA, Teste de Tukey, P<0,05).
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Figura 3 - Parametros populacionais de Ceriodaphnia richardii (A), Daphnia leavis (B) e Moina micrura (C) expostas ao séston do reservatorio

do Camorim coletado em 07/03/2013. As concentracdes estdo em percentagem de agua do reservatério no meio de cultivo. As letras diferentes
indicam diferencas significativas (ANOVA, Teste de Tukey, P<0,05)
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Figura 4 - Parametros populacionais de Ceriodphnia richardii, Daphnia leavis, Moina micrura e Daphnia simillis expostas a cepa CYL-2

isolada do reservatorio do Camorim. As concentragdes estdo em percentagem de cianobactéria na dieta, em uma proporcéo fixa de alimento

total (cloroficeas + cianobactérias) de 500 pg L™ '. O controle refere-se a uma concentracdo de 100% de cloroficeas. As letras diferentes
indicam diferencas significativas (ANOVA, Teste de Tukey, P<0,05).
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Continuacdo... Figura 4- Parametros populacionais de Ceriodphnia richardii, Daphnia leavis, Moina micrura e Daphnia simillis expostas a

cepa CYL-2 isolada do reservatorio do Camorim. As concentracfes estdo em percentagem de cianobactéria na dieta, em uma proporcéo fixa de

alimento total (cloroficeas + cianobactérias) de 500 ug L™ . O controle refere-se a uma concentracdo de 100% de cloroficeas. As letras

diferentes indicam diferencas significativas (ANOVA, Teste de Tukey, P<0,05).
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Discussao

Os efeitos agudos e crbnicos encontrados, tanto com as amostras de séston
quanto com a cepa CYL-2, demonstram que o séston do reservatério do Camorim pode
exercer efeitos negativos em claddceros comumente encontrados em corpos d’agua
brasileiros. Estes efeitos se devem, provavelmente, tanto a presenca de toxinas (Ferrao-
Filho et al., 2009) quanto a caracteristicas morfologicas e ao baixo valor nutritivo deste
alimento (Soares et al., 2009).

Nos meses de setembro e outubro de 2012, o biovolume de Cylindorspermopsis
racibirski foi muito baixo para causar algum efeito toxico, portanto, € possivel que os
efeitos negativos na sobrevivéncia observados nesses meses estejam mais relacionados a
fatores como valor nutricional ou inibi¢do da filtragdo. Entretanto, cabe observar que
ocorreram outras algas no fitoplancton durante os experimentos que poderiam sustentar
um bom crescimento dos cladoceros, principalmente dos grupos Bacillariophyceae (com
excecdo de Aulacoseira), Chlorophyceae, Cryptophycea, Chrysophyceae e
Euglenophyceae, que juntas somam de 21 a 88% do fitoplancton (Tabela I1V).

De acordo com a teoria estequiométrica, as razées carbono:nitrogénio (C:N) e
carbono:fésforo (C:P) do alimento podem ser um fator limitante para o crescimento do
zooplancton acima de certos valores, que para Daphnia sdo comumente estimados em
15 e 300, respectivamente (Urabe e Watanabe, 1992; Sterner e Robinson 1994; Sterner
1997). Durante o periodo de estudo, somente em dois periodos ocorreram valores que
excederam os limiares das razbes C:N e C:P (Tabela V), sendo que durante um
experimento agudo (em 26/10/12) houve co-limitagcdo em N e P e em um experimento
cronico (em 08/11/12) houve possivel limitacdo em P. Estes fatos sdo corroborados pela
reducdo na sobrevivéncia, na fecundidade e na taxa de crescimento populacional nos
tratamentos com séston durante estes experimentos.

Os resultados do teste de toxicidade crénica confirmam o potencial toxico de C.
raciborskii produtora de saxitoxinas em claddceros tropicais e temperados,
corroborando resultados de outros estudos realizados no Brasil por Ferréo-Filho et al.
(2008, 2010) e Costa et al. (2013), utilizando outras cepas de C. raciborskii. Nos
experimentos com séston, no entanto, ndo é possivel se afirmar que se trata apenas de
um efeito toxico. Apesar da reducdo na sobrevivéncia ter sido proporcional a

concentracdo de séston, o efeito pode ser também devido a uma deficiéncia nutricional,
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dependendo da composicdo dos outros grupos de algas presentes na amostra. Além
disso, sabe-se que as cianobactérias sao, em geral, deficientes em alguns acidos graxos
polinsaturados (PUFAS) e esterdis, que sdo considerados limitantes ao crescimento do
zoopléncton (DeMott e Muller-Navarra, 1997; Muller-Navarra et al., 2000; Wacker e
von Elert, 2001). Portanto, os efeitos observados nos experimentos cronicos, tanto com
séston quanto com a cepa de C. raciborskii isolada do reservatorio do Camorim, nédo
podem ser imputados somente a presenca de toxinas, mas a um conjunto de fatores.

Apesar de terem sido encontradas concentracGes conspicuas de saxitoxina no
séston e na cepa CYL-2, ndo foram observados efeitos de paralisia nos cladoceros
testados, como os observados nos estudos de Ferrdo-Filho et al. (2008, 2010), utilizando
outras cepas de C. raciborskii. Nos referidos trabalhos, os autores demostraram que
séston de um reservatorio eutrofico (Res. do Funil) e duas cepas de C. raciborskii
produtoras de saxitoxina (T3 e CYRF-01), provocaram efeito de paralisia em cladoceros
da espécie Daphnia pulex e Moina micrura em concentra¢des de saxitoxina da ordem
de 0,08 a 10,0 ng L-1 (cepas T3 e CYRF-01, respectivamente). No presente trabalho,
entretanto, ndo foi observado efeito de paralisia mesmo em concentracfes de saxitoxina
da ordem de 50 ng L. Este fato demonstra que os efeitos observados nem sempre
devem estar, Gnica e exclusivamente, relacionados as cianotoxinas conhecidas e
descritas para a espécie C. raciborskii. Alguns trabalhos mostram ainda que cepas desta
espécie sao capazes de produzir mais de um tipo de toxina (Fathalli et al., 2011; Hoff-
Risseti et al., 2013), podendo, deste modo, atuar sinergicamente.

Além disso, mais dois aspectos da qualidade do alimento que tém sido
considerados como fatores que podem limitar o crescimento do zooplancton herbivoro,
sdo as caracteristicas morfologicas e a digestibilidade do fitoplancton (van Donk et al.,
1997; DeMott e Tessier, 2002; Fileto et al., 2004). Duas das espécies do fitoplancton
que foram dominantes durante o periodo de estudo, Aulacoseira ambigua
(Bacillariophyceae) e Mougeotia sp. (Zygnemaphyceae), sdo algas filamentosas que tem
filamentos rigidos, da ordem de mais de 100-200 um, que podem interferir no processo
de filtracdo dos claddceros (Fileto et al., 2004). Portanto, quando essas algas
predominaram, é possivel que tenha havido um efeito de inibi¢do da taxa de filtracdo.
Além disso, devido ao tamanho e dificuldade de manuseio e ingestdo, esses alimentos
sdo considerados de baixo valor nutritivo para o zooplancton (Porter e Orcutt, 1980;
DeMott e Moxter, 1991; Leonard e Pearl, 2005).
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Concluséao

Os resultados encontrados nos testes de toxicidade, tanto com o séston
(principalmente nos periodos quentes), quanto com as cepas de C. raciborskii isoladas
do reservatorio, sugerem que este recurso alimentar ndo € favoravel aos cladoceros, o
que corrobora a hipotese de limitacdo pelo alimento. Esta limitagdo, no entanto, pode
ser tanto devido a fatores nutricionais, morfologia, quanto a presenca de toxinas no
fitoplancton.

Mesmo considerando que as toxinas causem efeitos negativos a cladoceros
fatores ndo relacionados a toxicidade das cianobactérias, como morfologia e valor
nutricional, sdo, na maioria das vezes, dificilmente separados dos efeitos toxicos,
podendo causar efeitos sinergisticos que confundem os resultados (Ferrdo-Filho &
Kozlowsky-Suzuki, 2011). Novos estudos deveriam abordar mais as relagfes troficas
entre 0s organismos aquéaticos, com uma abordagem que considere a separacao de todos

esses fatores complicadores (toxicidade, morfologia e valor nutricional).
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