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RESUMO

A comunidade fitoplanctdonica e a ocorréncia de floragdes de cianobactérias toxicas
na Lagoa de Jacarepagud (RJ) foram estudadas a partir de uma abordagem ambiental e
experimental. A Lagoa de Jacarepagud € oligohalina (0 a 108), rasa € vem recebendo
efluentes domésticos e industriais intensificados nas duas Gltimas décadas, torpando-se
hipereutréfica (136 pg L média anual de clorofila g). Realizou-se estudo de um ciclo
anual (08/96 a 09/97) com amostragens quinzenails em 1rés estagles de coleta. Desde o
inicio do estudo até o final da primavera (11/96) a comunidade fitoplancidnica foi
dominada por cloroficeas, sobretudo Chlorococcales (61%), sendo substituidas por
cianobactérias (87%), principalmente Microcystis aeruginosa, que tormou-se a espécie
dominamnte pelo restante do periodo estudado. A biomassa de cloroficeas esteve associada
positivamenie com as concentragdes de nitrato (= 0,72), fosfato (r= 0,55) e com 2a
profundidade da fagoa (r= 090) e negativamente com salinidade (r= -0,41), temperatura (r=
-0,31) e concentragdo de amébnia (0,33), j4 a biomassa de clanobactérias esteve
diretamente relacionada a salinidade (r= 0,59), concentragio de amdnia (= 042) e
inversamente & transparéncia da agua (= -0,40) e teraperatura (= -0,30). Analises por
HPLC demonstraram a presenca de microcistinas (MC), heptapeptideos ciclicos
hepatotéxicos em todas as amostras do séston, apds o surgimento de A aeruginosa (0,8 a
979,2 ug.L™"), mas nfio na 4gua. A biomassa de A aeruginosa, a concentragio de MC no
séston e a quota celular de microcistina (MClcélula de M aeruginosa) foram mais elevadas
na estagfio 3 {Arroio Pavuna), regifio que recebe a maior quantidade de efluentes com carga
poluente. As varidveis ambientais que se relacionaram ao sucesso de M ceruginosa na
lagoa foram salinidade (r= 0,58) e concentragdio de amdnia (r= 0,41). A salinidade
demonstrou ser um fator importanie para explicar o sucesso de cianobactérias nesse
ambiente. Por outro lado, experimentos realizados em diferentes condigSes de salinidade (0,
2, 5 ¢ 108) para testar 0 crescimento ¢ produgfio de microcisiinas por M. aeruginosa (cepa
NPLJ-36) revelaram que a salinidade ndo frouxe beneficio direto a cianobactéria.
Resultados de cultivos realizados em presenga e auséneia de Eickhornmia crassipes,
macrOfita abundante na lagoa, indicaram que hd uma competigio entre essa duas
comunidades pelos recursos do meio & que o aumento de salinidade afetou principalmente a
macrofita, eliminando-a ¢ trazendo um beneficio indireto para a comunidade de
cianobactérias. Os valores intermedidrios de salinidade testados (2S5 e 55) foram os de
maior produgfo de microcistinas, apontando para o risco de ocorréneia das floragdes de M
asruginosa no ambiente estudado, onde esses sfo os valores de salinidade mais freqlientes.
As constantes flutuages de salinidade as quais a lagoa estd syjeita oferecem um risco de
proporcionar maior biomassa de ¢ianobactérias e, em conseqiifncia, maior concentragiio de
microcistinas, trazendo sérios problemas a satGde publica, em virtude do uso para a pesca e
atividades de lazer desse ambiente,



ABSTRACT

The phytoplankton community and the occurrence of toxic cyanobactenal blooms in
Jacarepagua Lagoon, Rio de Janeiro, Brazil, were studied in field and in laboratory. This 1s
a shallow brackish coastal lagoon (0 to 10S) and has been receiving domestic and industrial
waste for the two past decades, becoming hypereutrophic (136 pg L' annual average of
chlorophyll a). A study of annual cvcle was made (08/96 a (9/97) and the samples were
collected each two weeks in three stations. From the begin of the study until the end of
spring (11/96) the phytoplankton was dominated by green algae, specially Chlorococcales
(61%) being replaced by cyanobactena (87%), specially Microcystis aeruginosa, the
dominant species until the end of the studies. The green algae biomass was positively
related with nitrate (= 0,72) and phosphorus concentration (r= 0,55), and with the deep
meter (r= 090). The correlation was negative with salinity (= -0,41), temperature (r= -
0,31) and ammonium concentration (r= -033). The cyanobactena biomass was directly
related to salinity (= 0,59) and ammonium concentration (= 0,42) and indirectly to water
transparence (r= -0,40) and temperature (r= -0,30). The HPLC analysis showed the
presence of microcystins (MC), hepatotoxic cyclic heptapeptides, in all the seston samples
(0.8 10 9792 pug L"), afier the beginning of M. aeruginosa, but not dissolved in the water.
The M. aeruginosa biomass, seston MC concentration and cell quota of microcystins
(MCl/cell of M. aeruginosa) were higher in station 3 (Arroio Pavuna), where the waste input
is greater. The success of M. aeruginosa in the lagoon was related to salimty (= 0,58) and
ammonium concentration (r= 0,41). The vanation of salinity was important to explain the
development of cyanobactenas in this water system. The experiments in different salinity
conditions (0S, 28, 58S and 108) with M. aeruginosa (NPLJ-37) growth and microcystins
production revealed that salinity has not favored the cyanobacteria. The M. aeruginosa
culture with and without Eichhornia crassipes, abundant macrophyte in the lagoon, showed
a competition between this both communities about the nutritional resources, and the
macrophyte community (Fichhornia crassipes) was eliminated during high salinity,
contributing indirectly to cyanobacteria community development. The salinity intermediate
values tested (2S and 55) corresponded to the higher microcystins production, showing the
risk of M aeruginosa blooms 1o this environment, since these intermediate values are the
most frequent. The constant salinity vanations in this lagoon could contribute to increase
the hepatotoxic M. aeruginosa biomass, and to increase the microcystins concentration,
with consequences for fishing and pleasure activities in this environment



INTRODUCAO

I. Lagoa de Jacarepagud como exemplo de lagoa costeira impactada

A Lagoa de Jacarepagué faz parte do Sistema Lagunar de Jacarepagua (22° 55" S e
42° 24”W), que compreende as Lagoas de Jacarepagua, Camorim, da Tijuca, de Marapendi
¢ Lagoinha, localizadas no municipio do Rio de Janeiro. Apresenta uma érea de 3,7 km”,
profundidade média de 3,3m e ¢ a mais continental das lagunas do sistema, que possui ao
todo 130 km®. A comunicagio com o mar é indireta e se faz pelo canal artificial da
Joatinga, resultando numa salinidade variando entre 0 e 10S. A bacia de drenagem, de
102,8 km®, tem como principais afluentes com descarga poluente o Arroio Pavuna, o Canal
do Rio Centro (receptor de residuos das caixas de gordura do Rio Centro) ¢ o Arroio
Fundo, que embora desigiie na Lagoa do Camorim, penetra no interior da Lagoa de
Jacarepagué nos periodos de subida de maré (Fernandes, 1993).

O clima ¢ do tipo “Am” (tropical chuvoso megatérmico), segundo a classificagio de
Koppen, que se caracteriza por um verdo imido e um inverno seco (Zee, 1994),

Sistemas lagunares representam, em termos mundiais, 13% dos ambientes costeiros
¢ caracterizam-se por acumular matéria orgdnica, apresentando alta produtividade e
biomassa, tanto autotréfica como heterotréfica (Barnes, 1980). Sio ambientes de pouca
profundidade, o que associado aos ventos fregiientes comuns nas areas costeiras, quase
sempre garantem uma homogeneidade da coluna d’agua. Além disso, sdo freqilentemente
impactados por agdio antropogénica e em termos mundiais encontram-se, na maioria dos
casos, em processo de eutrofizagdo, sendo mesmo considerados ecossistemas sob estresse
(Kjerfve, 1994).

De acordo com o sistema de Kjerfve (1986) baseado na hidrologia, e morfologia do
corpo d’agua, a Lagoa de Jacarepagua se classificaria como uma lagoa sufocada, por
apresentar longo tempo de residéncia da 4gua e em consegiiéncia pouca troca de dgua com
©0 mar. Tais caracteristicas acentuam o processo de eutrofizacio deste ambiente.

O impacto de origem antropogénica pode ser verificado em toda a regido da
Baixada de Jacarepagua, particularmente no que diz respeito a desordenada ocupagio
urbana, processo que ainda se encontra em franco desenvolvimento. Imensos e luxuosos
condominios dividem espago com pequenas favelas ao redor das lagoas, sem considerar as
construgdes de hipermercados, centros comerciais e similares cada vez mais freqiientes. A

imensa maioria dessas edificagdes ndo possui qualquer tratamento primario para seus
!
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efluentes, que desdguam “in natura™ nas lagoas. No caso da Lagoa de Jacarepagua ha que
se acrescentar o desenvolvimento de uma industrializagio urbana no bairro de mesmo nome
e arredores, cujos residuos vio desaguar também na lagoa (Feema, 1982; Feema, 1984). B
importante frisar que todas as lagunas deste complexo lagunar se intercomunicam,
distribuindo de forma mais ou menos homogénea as descargas que recebem.

A eutrofizagdo artificial observada na Lagoa de Jacarepagud ja era apontada ha 15
anos como de séria gravidade (Saieg-Filho, 1986) e atualmente pode ser enquadrada na
categoria de hipereutrdfica, segundo os critérios da OECD (1982). O acimulo de nutrientes
neste corpo d’dgua tem contribuido para a ocorréncia de freqilentes floragdes de
cianobactérias. Processo similar vem sendo observado em outras lagoas costeiras
fluminenses. (Huszar, 1989; Knoppers & Moreira, 1990; Domingos 1991; Domingos ef al.,
1994; Melo e Suzuki, 1998). )

Uma das caracteristicas do processo de eutrofizagdo ¢ o aumento relativo de
cianobactérias. O primeiro registro em literatura de floragdes de cianobactérias na Lagoa de
Jacarepagua data de 1970, num estudo de Semeraro e Costa (1972) que ndo citaram os
organismos formadores dessas floragdes. Esses autores destacavam a fregiiente ocorréncia
de coloragdo castanha nas aguas da lagoa entfo, causada por floragdes de Gymnodinium
Spp.

Atualmente as floragdes de cianobactérias sdo causadas principalmente por
Microcystis aeruginosa e vém causando intensa coloragfio verde ds aguas da lagoa, sendo
as coldnias visiveis a olho nu na subsuperficie. O fendmeno € recorrente e conhecido pela
populagdo local de pescadores, que referem-se as floragdes como “sementes de gigoga”,
acreditando que sejam sementes de Eickhornia crassipes.

A presenca de Eichhornia crassipes (aguapé, jacinto da dgua, gigoga) ¢ comum na
Lagoa de Jacarepagud, podendo alcangar grande desenvolvimento e terminando por formar
um tapete sobre a superficie da dgua, encobrindo quase completamente o espelho d’4gua da
lagoa. O desenvolvimento de alta biomassa dessa macréfita aquatica estd freqiientemente
associado & elevada concentragdo de nutrientes dissolvidos no meio, onde podem
desempenhar importante papel, por absorverem grandes quantidades desses nutrientes
(Petrucio, 1997).

Cabe ainda considerar a importincia sécio-econdmica e ambiental das lagoas
costeiras como areas para a reprodugdo de diversas espécies de peixes e demais animais de

interesse econdmico como crusticeos e moluscos. A Lagoa de Jacarepagua caracteriza-se
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por ser uma area de intensa atividade extrativa através da pesca de varias espécies que ali se
reproduzem, realizada principalmente por integrantes de uma coldnia de pescadores situada
as suas margens. Entretanto, a oferta e qualidade do pescado vem caindo nesse ambiente,
obrigando os pescadores a deslocarem-se para pescar em outros locais. O processo de
degradagio ambiental verificado provavelmente contribuiu para o desaparecimento de
especies mais sensiveis, sobretudo as de final da cadeia trofica, que sdo as de maior

Interesse econdmico.

II. Comunidade Fitoplancténica de Lagoas Costeiras

Lagoas costeiras, por serem ambientes rasos, freqilentemente impactados,
constituem-se corpos d’agua particulares, cujas comunidades fitoplanctdnicas apresentam
algumas caracteristicas comuns tais como: abundéncia de formas flageladas (Barnes, 1980),
abundéincia/dominédncia de organismos nanoplanctonicos (Barnes, 1980) e, dependendo da
intensidade de troca de dgua com ¢ oceano, apresentam maior ou menor contribui¢io de
espécies marinhas. S3o muitos os registros de domindncia de cianobactérias em lagoas
costeiras no Brasil (Calleparo er al., 1981; Konrath et al., 1997 e Yunes, 2000) e,
particularmente no Estado do Rio de Janeiro, nas lagoas de Saquarema (Domingos, 1991),
Guarapina (Knoppers & Moreira, 1990), Barra (Domingos er al., 1994), Juturnaiba
(Huszar, 1989) e Imboassica (Melo e Suzuki, 1998). A dominincia de cianobactérias nestes
ambientes pode facilmente alcancar contribuigdo percentual acima de 80% do total da
biomassa da comunidade fitoplancténica (Huszar e Silva, 1999).

Saieg-Filho (1986) realizou wm estudo sobre o fitopldncton marginal da Lagoa de
Jacarepagud de 08/84 a 08/85, sendo que a Unica cianobactéria registrada no estudo foi
Oscillatoria sp.

As floragbes de Microcystis aeruginosa da Lagoa de Jacarepaguid vém sendo
registradas desde 1990 (Fernandes, 1993). Além disso, ja foram identificadas e isoladas de
amostras fitoplanctdnicas dessa lagoa duas cepas que se mostraram hepatotdxicas (Molica,
1996).

A dominfncia de cianobactérias toxicas em ambientes eutrofizados é um problema
crescente em termos mundiais (Falconer, 1999; Codd, 2000). Floragdes, em zonas
litordneas afetam a reprodugio de peixes e passaros, que se dio nessas areas € podem
influenciar processos ecologicos importantes como a produgdo primaria. As floragdes de

4



cianobactérias por si sO deterioran a qualidade da 4dgua, podendo causar macigas
mortandades de peixes. Neste caso, a intoxicacio pode se dar tanto por via oral como pelas
brinquias, podendo os peixes carnivoros contaminarem-se através das presas que ingerem.
Quanto aos passaros, provavelmente sensiveis, a confirmagdo de intoxicagdo sem exames
histopatolégicos torna-se muito dificil, em virtude desses animais percorrerem amplas
distdncias, visitando diferentes ambientes (Lindholm ef af., 1992).

Segundo Lindholm ef al. (1992) também a atividade microbiana € reduzida durante
floragdes de cianobactérias, em fungio da atividade antibidtica de muitas espécies o que,
em Ultima instincia, contribui para acumulagdo de matéria orginica no sedimento, uma vez
que a velocidade da reciclagem realizada pelos microrganismos tomna-se reduzida.
Entretanto, nas lagoas costeiras tropicais, devido as altas temperaturas, tudo parece indicar
que a atividade de decomposi¢ao da matéria orginica permanece muito eficiente na propria
coluna d’dgua, garantindo até 70% dos recursos necessarios para sustentar a produgdo

primaria (Couto, 1989; Carmouze, com. pess.).

1. Causas da Dominincia de Cianobactérias

Dentre as principais causas apontadas na literatura como relacionadas ao sucesso de
cianobactérias no meio aquatico, destacam-se a baixa razio TN/TP (Smith, 1983), baixa
concentragdo de CO; ou alto pH (Shapiro, 1990, 1997), pequena pressdo de herbivoria
(Haney, 1987, Sommer ef al., 1986), alta temperatura (Robarts e Zohary, 1987),
possibilidade de regular sua flutuacio em ambientes com alta (Ganf, 1974) e baixa
turbuléncia (Reynolds, 1987), baixa intensidade luminosa (Zevenbon ¢ Mur, 1980; Smith,
1986); possibilidade de armazenar fosforo (Pettersson er al., 1993), fabricagdo e secregdo
de substéncias alelopaticas (Fay, 1983; Keating, 1978).

O aumento do grau de trofia freqiientemente amplia a domindncia desse grupo
(Jensen er al., 1994), de tal forma que a disponibilidade de nutrientes tem sido considerada
um fator importante, destacando-se tanto a concentragdo de fosforo soluvel reativo no meio
(Watson ef al., 1997), quanto a do fésforo total (Duarte e Augusti, 1992), considerado por
alguns autores melhor indicador da biomassa total e relativa de cianobactérias (Trimbee e
Prepas, 1987). A habilidade para fixar nitrogénio molecular, em meios deficiente tanto de

nitrato quanto de amonia foi considerada favoravel para a domindncia de formas fixadoras,



enquanto a auséncia de nitrato ¢ baixa concentra¢do de amonia sdo condigdes favoraveis
para o desenvolvimento de espécies ndo fixadoras (Blomgvist ef a/., 1994).

A razdo TN/TP supenior a 32 (por peso) foi considerada restritiva para a dominincia
de cianobactérias por alguns autores (Smith, 1983; Jensen ef al., 1994), mas entendida por
outros como conseqliéncia, € ndo causa da domindncia desses organismos, uma vez que a
limitagdo para a incorporagio dos recursos nutrientes ¢ determinada por suas concentragdes
no meio e ndo pelas propor¢des em que ocorra (Reynolds, 1997; Reynolds, 1999).

Algumas condigdes ambientais favoriaveis para a domindncia de cianobactérias
(baixa razio Zeu/Zmax) sdo apontadas como desfavoraveis para Chlorophyceae, mais
precisamente para Chlorococcales (Jensen ef «l., 1994). Diferentes estratégias sdo
observadas nestes dois grupos, sendo que maiores taxas de crescimento e perda sio
caracteristicas de Chlorophyceae, ocorrendo o inverso com cianobactérias.

As Chlorococcales podem dominar tanto em aguas ricas como empobrecidas em
nutrientes inorgénicos, sofrem alta pressio de herbivoria em ambientes produtivos e
necessitam turbuléncia no epilimnio para sﬁspensﬁo, a fim de obterem alta incidéncia
luminosa (Happey-Wood, 1988).

Cianobactérias sdo muitas vezes consideradas ubiquas, com amplo espectro de
tolerdncia ambiental, mas representam na realidade um grupo heterogéneo, com grande
diversidade de adaptagdes morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais (Reynolds, 1987).

As diferentes estratégias observadas entre espécies do grupo, quanto a mecanismos
de flutuagdo, mecanismos de resisténcia, composi¢do e conteiido de pigmentos dentre
outros, demonstram na realidade que cianobactérias incluem varios subgrupos ecologicos
com requisitos externos bem definidos, e que portanto sdo assim como os demais
organismos vivos, sensiveis 4 mudangas do ambiente (Pearl, 1988). A existéncia de
diferentes eco e morfotipos que compdem esse grupo, podem talvez, explicar alguns
resultados controversos quanto as varidveis ambientais consideradas favordveis para esses
0rganismos. .

Além disso, o ambiente natural é o resultado da interagfio de diversas varidveis que,
consideradas isoladamente, nio conseguem traduzir a dindmica que se observa no meio
aquatico.

Organismos vivos ha muito t&m sido considerados bons descritores e indicadores
das condigbes do meio (Palmer, 1969). O uso de comunidades como descritores oferece um

sensor ainda mais refinado, traduzindo inclusive a sinergia entre componentes do ambiente
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que ocorre em concentragdes trago ou ndo monitorados (Schelske, 1984). As associagdes
das espécies dominantes em determinadas 4reas do sistema ou em épocas diferentes séo a
expressdo de todo o sistema, pois respondem ao conjunto dos fatores que o definem
(fisicos, quimicos e bioldgicos), além de revelarem as estratégias mais eficientes para o
sucesso no plancton.

Dessa forma, a domindncia dos organismos num determinado meio traduz a sintese
dessas forg¢as condicionantes, sendo o0s organismos dominantes considerados melhores
descritores do meio (Reynolds, 1997). As associagOes de espécies representam a expressio
das estratégias selecionadas em resposta aos fatores dominantes para o desenvolvimento de
biomassa e representam um instrumento poderoso, sensivel e integrador para a

caracterizagdo do ambiente.

IV. Produc¢do de Cianotoxinas em Ambientes Naturais

Muitas das espécies de cianobactérias envolvidas em fendmenos de floragdo
produzem potentes toxinas (cianotoxinas) com efeitos neurotdxicos (neurotoxinas),
hepatotoxicos (hepatotoxinas), dermatotéxicos ou citotdxicos (Chorus e Bartram, 1999).

Quanto a estrutura quimica, ja foram caracterizados trés grupos principais de
cianotoxinas: peptideos ciclicos, alcaldides e lipopolissacarideos. Os peptideos ciclicos
(microcistinas e mnodularinas) sdo reconhecidamente hepatotoxicos; os alcaldides
denominados anatoxina-a, anatoxina-a (s) € o grupo das saxitoxinas sfo neurotdxicos,
enquanto que a cylindrospermopsina tem efeito citotoxico e hepatotoxico. Os
lipopolissacarideos (LPS) s#o irritantes potenciais de qualquer tecido exposto, semelhantes
aos LPS encontrados em bactérias Gram negativas.

Essas toxinas sdo metabolitos secundarios, ou seja, compostos que ndo sdo
utilizados pelo metabolismo primario da célula. As neurotoxinas ja foram identificadas nos
géneros Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Lyngbya e Cylindrospermopsis e
hepatotoxinas nos géneros: Microcystis, Anabaena, Anabaenopsis, Nodularia, Oscillatoria
(Planktothrix), Nostoc, Cylindrospermopsis e Hapalosiphon (Chorus e Bartram, 1999).

As hepatotoxinas até agora caracterizadas sio heptapeptideos ciclicos conhecidos
como microcistinas, o pentapeptideo designado como nodularina, -produzido pelo género
Nodularia e a cilindrospermopsina, produzida por Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e

Umezakia (Chorus e Bartram, 1999).
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As intoxicag@es por microcistinas sd0 as causas mais comuns de toxicoses por
cianobactérias em animais, nos casos de contaminagdo de agua (Carmichael, 1996).

Além de Mcfocys!is também produzem microcistinas espécies dos géneros:
Anabaena, Nostoc, Oscillatoria (Planktothrix) e Hapalosiphon (Carmichael, 1996). A
estrutura ciclica geral da molécula contém 5 D-aminoacidos e 2 L-aminoacidos, que
diferem e caracterizam os diferentes tipos de microcistinas. Dentre os D-aminoacidos, ha
um tipo incomum, chamado Adda que é o componente estrutural responsavei pela atividade

bioldgica da molécula (Fig. 2).

Figura 2 - Estrutura da molécula de microcistina, segundo Carmichael (1992).
(1-7) representam os aminoédcidos constituintes da molécula; (5) indica

o aminoacido ADDA; (2 e 4) sio os L-aminoécidos, representados por X e Y.

Atualmente ja se tem conhecimento de cerca de 60 variagdes estruturais de
microcistinas. A variagio na estrutura da molécula é mais freqiientemente reportada como
substituicio dos L-aminoacido nas posigdes 2 e 4 ¢ metilagio dos aminoacidos nas posi¢des
3 e/ou 7 (Chorus e Bartram, 1999).

A toxicidade destas microcistinas € praticamente a mesma € todas apresentam

sintomas similares de envenenamento. A DL s (i.p.) (dose letal de toxina necessana para
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matar 50% do animal usado no teste experimental, normalizado para kilograma de peso do
corpo) esta entre 60 e 70 ng/Kg de peso corpéreo (Carmichael, 1994).

Microcistinas sdo endotoxinas (toxinas intracelulares) € que portanto somente sdo
liberadas para agua por lise celular (Carmichael, 1994). Esta toxina foi primeiramente
isolada de Microcystis aeruginosa, que € o género mais freqiiente em formagéo de floragdes
e em casos de envenenamento humano ou de animais (Carmichael, 1996). Atuam como
inibidores seletivos de proteina serina/treonina fostatase (PP-1 e PP-2A) (Fujiki ef al.,
1996) e como agravante, essas toxinas sio também reconhecidas como potentes promotores
de tumores hepaticos (Falconer, 1991; Nishiwaki-Matsushima et «f., 1992; Fujiki et
al., 1996).

A via biossintética das microcistinas tem sido investigada e os estudos vém
concluindo que microcistinas sdo sintetizadas por via pos transcripcional, devendo seguir
vias enziméticas secundarias de sintese peptidica (Chorus e Bartram, 1999). Dittmann et al.
(1997) identificaram os genes de peptideos sintetase responsiveis pela sintese de
microcistinas, demonstrando que a via biossintética é ndo-ribossomal. Esses autores
demonstraram ainda que cepas ndo téxicas de M. geruginosa nao possuem o0s genes que
codificam a microcistina sintetase.

A maioria das microcistinas ¢ soluvel em A4gua, exceto algumas poucas
microcistinas hidrofobicas e, portanto, sdo incapazes de atravessar diretamente a membrana
lipidica de animais, plantas e bactérias (Chorus e Bartram, 1999).

Devido a alta estabilidade quimica ¢ solubilidade na 4gua verificada por esse grupo
de hepatotoxinas, sua presenga assume importantes implicagdes para o ambiente em fungdo
da persisténcia dessas moléculas na superficie dos corpos d’4gua, aumentando o risco de
exposi¢ao a essas toxinas. A persisténcia no meio aquatico pode ser de 15 dias (dissolvida
na agua) a 30 dias (nas células) (Chorus e Bartram, 1999).

As microcistinas s30 extremamente estiveis e resistentes & hidrolise quimica ou a
oxidagdo préxima a pH neutro. Microcistinas ¢ nodularina perrmanecem potentes mesmo
apés fervura. Uma rapida hidrolise quimica pode ocorrer somente em condigdes
improvaveis de acontecer fora de laboratérios, como por exemplo em meio com 6M HCI
em alta temperatura (Chorus e Bartram, 1999).

Apesar de quimicamente estivel e resistente a peptidases de organismos
eucaridticos e de varias bactérias, as microcistinas s3o suscetiveis a quebra por bactérias

aquiticas em rios e reservatdrios. S3o bactérias aparentemente comuns e amplamente
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distribuidas (efluente de despejos, agua de lagos e rios e sedimentos de corpos d’4gua)
(Chorus e Bartram, 1999).

A produgdo de microcistinas por Microcystis aeruginosa em ambientes naturais tem
merecido registro por vérios autores. (Wicks e Thiel, 1990; Carmichael, 1992; Lindholm et
al.,1992; Watanabe ef a/., 1992; Kotak et al., 1995; Kotak et al., 2000).

No Brasil, varios corpos d’agua também té&m apresentado a ocorréncia de cepas
toxicas de M. ueruginosa (Costa & Azevedo, 1994 — no Estado de Sdo Paulo; Molica, 1996
— no Estado do Rio de Janeiro e Yunes, 2000 — no Estado do Rio Grande do Sul)
principalmente em reservatérios de abastecimento publico, embora possamos estimar que
existam varios casos sem registros em outras regides do pais.

Ja foi demonstrado que microcistinas podem ser acumuladas através da cadeia
tréfica (zooplancton, invertebrados, moluscos, peixes) e representam perigo potencial por
biomagnificagdo (Chorus e Bartram, 1999).

Na Lagoa de Jacarepagua, ja foi registrada a bioacumulagdo de microcistinas no
zooplancton (Ferrdo-Filho, 1998) e em ﬁeixes Tilapia rendalis (visceras, figado e
musculos) (Magalhées et al., 2001).

Em muitos paises danos a rebanhos e passaros, animais domésticos, animais de vida
selvagem e peixes causadas por intoxicagio por microcistinas tém sido demonstrados
(Carmichael, 1996).

As principais vias de exposigdo para o homem das cianotoxinas sdo nas aguas de
uso recreacional de lagos e rios (vias dérmica ou oral — irritagfio de pele e olhos) e através
do consumo de agua potdvel (via oral). Dentre as atividades recreacionais de risco em
ambientes contaminados por microcistinas, ¢ considerado de alta exposi¢do o nado e
mergulho (Carmichael, 1996).

HA registros de conseqiiéncias brandas a graves a exposi¢do recreacional por
microcistinas, que variam dependendo da concentrag@o e via de exposi¢iio. Destacam-se
leves irritagdes de pele, labios e olhos, pneumonia aguda através de inalagdo de Microcystis
toxica, hepatoenterites, gastroenterites, vomito, diarréia, dor abdominal (Falconer, 1999).
No Brasil foi feito o primeiro registro comprovado de intoxicag@io por microcistinas que
levou pacientes renais 4 morte por via endovenosa (Jochimsen ez al., 1998).

A ocorréncia de floragbes tOxicas de Microcystis € normalmente citada para

ambientes continentais, sendo poucos os registros em ambientes costeiros como estuarios ¢
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lagoas costeiras (Paerl e/ al., 1984; Yunes e/ al., 1998), mas sempre reportando a espécie
Microcystis aeruginosa.

Hi indicios, entretanto, de ocorréncia de microcistinas em ambientes marinhos.
Evidéncias de necrose e megalocitose do figado tém sido encontradas em animais
marinhos. Compostos isolados desses figados tiveram padrdo cromatogréafico idéntico ao de
microcistinas e também inibiram a proteina fosfatase (Sellner, 1997). Porém, a fonte da
sintese de moléculas de microcistinas no meio marinho ainda ndo foi identificada. Pimentel
(1997) comprovou a produgio de microcistinas por cepa de Syrnechocystis aquatilis f.
salina isolada do meio marinho (Baia de Sepetiba — RJ). Além disso foi registrada
recentemente a produgfio de microcistinas por cianobactérias picoplancténicas (Domingos
et al., 1999) as quais sdo freqiientes e abundantes no meio marinho (Stockner ¢ Antia,
1986).

Mesmo os estudos que registraram M. ceruginosa em ambientes oligoalinos ou
mesoalinos ressaltaram a diminuigio de biomassa dessa espécie e/ou eliminagiio em
resposta a0 aumento da salinidade acima de 5 S (Paerl ef al., 1984 ; Yunes et al., 1998).

A principal razfio para a auséncia de organismos de 4gua doce como Microcystis nos
ambientes costeiros reside em sua pequena tolerdncia a pressdio osmotica. Organismos
introduzidos do meio continental podem ser incapazes de ajustar-se ao aumento do estresse
osmético por produgio de fatores compensatérios, como aumento da concentragdo
intracelular de osmolitos, exibindo assim inibigdo de atividade. Populagdes adaptadas a
flutuagdes de salinidade sdo capazes de ajustar-se a essa variagdo pela produgdo de
osmolitos compativeis (Paerl, 1996). Essa caracteristica termina por selecionar espécies
halotolerantes.

A sobrevivéncia as condi¢des desfavoraveis de alta salinidade exigem dos
organismos que vivem nesse ambiente estratégias fisioldgicas adaptativas, como produgio
de enzimas resistentes ao sal e acumulagfo de solutos orgnicos de baixo peso molecular
que substituem a fungfo osmdtica de ions inorginicos (Na') e sdo menos toxicos
(Hellebust, 1976; Reed e Stewart, 1988). Também s3o observadas mudangas 'de
ultraestrutura, especialmente a redugdo da permeabilidade da membrana plasmatica que €
alcangada pelo aumento no conteddo lipidico ou alteragio na composi¢do lipidica
(Erdmann ef al., 1992). Existem evidéncias crescentes de alteragdes na expressdo génica,

com modificagiio no padriio de sintese protéica e surgimento de proteina do estresse
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(Erdmann et al., 1992; Abe citado em Tandeau de Marsac, 1986) como respostas ao
aumento de salinidade.

fons Na+ também t&m sido sugeridos como osmoreguladores intracelulares, através
de extrusdio ativa em meios com salinidade. E o processo mais freqliente em células sujeitas
a choque hiperosmotico (Reed e Stewart, 1988).

Em geral, o tipo de soluto acumulado pelas células depende de sua tolerincia a
salinidade, destacando-se trés grupos de respostas: (a) o das cepas pouco tolerantes que
acumulam dissacarideos (sucrose ¢ trealose); (b) o das cepas medianamente halotolerantes
que produzem heterosideos (glucosil e glicerol); e (¢) o das cepas altamente halotolerantes
que acumulam compostos quaternarios de amoénia. Entretanto, pode haver sintese de um
osmotico orglnico secundirio sob certas condigdes ambientais (Reed e Stewart, 1988).

Em condigdes de diminuigdo de salinidade as células rapidamente eliminam os
solutos para o meio externo, antes que o influxo de agua rompa a membrana celular
(Darley, 1982).

De acordo com Reed e Stewart (1988), a liberagdo de osmolitos orgdnicos pode
estar envolvida no desenvolvimento de comunidades heterotréficas associadas a
cianobactérias em gradientes de flutuag¢do de salinidade.

O crescimento de cianobactérias € a concentragdo de cianotoxinas em
diferentes condigdes de salinidade tém sido testados em laboratério, demonstrando a
influéncia dessa varidvel na resposta dos dois fatores estudados. M. aeruginosa demonstrou
maior produgdo de microcistinas em salinidades intermediérias (1,0 e 1,55) do que em
teores extremos (0,5 e 2,58) (Yunes ef al., 1998), enquanto Nodularia spumigena
demonstron uma relagfio inversa entre salinidade e produgfo de nodularina € maior
crescimento nos valores intermediarios de salinidade testados (12 e 24 S) (Blackbum er a/.,
1996).

A evidéncia da existéncia de cepas tdxicas de M. aeruginosa halotolerantes
representa uma nova dimensio para o problema da ocorréncia de floragSes téxicas em

ambientes naturais, que necessita ser melhor investigada.

V. Influéncia de Fatores Ambientais na Produciio de Microcistinas

A influéncia de fatores ambientais como temperatura (Runnegar ef al., 1983; van
der Westhuizen e Eloff, 1985; Watanabe e Qishi, 1985; van der Westhuizen ef al., 1986 ¢
12
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Codd e Poon, 1988), intensidade luminosa (van der Westhuizen e Eloff, 1985; Watanabe &
Oishi, 1985; Codd ¢ Poon, 1988 ¢ Utkilen e Gjglme, 1992), concentragio de nutrientes no
meio externo (Codd e Poon, 1988; Utkilen e Gjolme, 1992 e Orr ¢ Jones, 1998), pH (van
der Westhuizen e Eloff, 1983) e de micronutrientes (Lukac e Aegerter, 1993) sobre a
toxicidade de Microcystis tem sido observada em experimentos de laboratério.

A temperatura entre 18 e 25° C foi considerada 6tima para a produgio de
microcistinas por M. aeruginosa (Gorham, et al., 1964; Runnegar et al., 1983; van der
Westhuizen ¢ Eloff, 1985; Codd e¢ Poon, 1988), enquanto que o fosforo em baixa
concentragdo pode aumentar em até 2,3 vezes a produgdo de microcistinas/unidade daquela
mesma espécie (Utkilen e Gj@lme, 1992). Entretanto outros autores concluiram que esse
nutriente ndo exerce qualquer efeito, ou muito pouco efeito sobre a toxicidade de M
aeruginosa (Watanabe e Oishi, 1985; Codd e Poon, 1988).

A intensidade luminosa foi considerada sem influéncia na faixa de 1250 a 17220 lux
e de 5 a 50 uE/m*/s para a toxicidade de M. aeruginosa por Gorham et al. (1964), Codd e
Poon (1988), respectivamente, contrastando com Watanabe e Oishi (1985) e Utkilen e
Gjolme (1992) que registraram inibigdo da produgdo de microcistinas abaixo de 7,5 e
acima 40 uE/mZ/s , respectivamente, podendo modificar em até 3 vezes o conteudo de
MC/unidade de biomassa em M. aeruginosa (Utkilen ¢ Gjzlme, 1992; Watanabe ¢ Oishi,
1985).

A concentragdo de nitrogénio revelou pouca influéncia sobre a produgdo de
microcistinas no estudo de Watanabe e Qishi (1985), entretanto sua diminuigdo ou remogio
do meio de crescimento causou decréscimo na toxicidade segundo Codd ¢ Poon (1988) e
Utkilen e Gjolme (1992).

O pH estimulou a produgdo de microcistinas em valores acima ¢ abaixo do dtimo
para o crescimento de M. aeruginosa (van der Westhuizen e Eloff, 1983).

Estes estudos, entretanto, t8m sido criticados por alguns autores por terem utilizado
0 peso seco como unidade de biomassa de M. aeruginosa, contribuindo para as
discordancias nos resultados obtidos, juntamente com o uso de técnicas diferenciadas
(bioensaio ou HPLC) para estimar a concentragio de microcistinas (Utkilen e Gj@lme,
1992; Orr e Jones, 1998).

Apesar de cianobactérias toxicas ocorrerem em grande nimero de lagos,

reservatorios e rios no mundo todo, sdo raras as informagdes quantitativas sobre a variagdo
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sazonal da composicio de espécies de cianobactérias associadas a variagdo sazonal da

concentracio de microcistinas no fitopldncton, dissolvidas na agua ou por unidade de

cianobactéria. Estes estudos (Wicks e Thiel, 1990; Kotak ef al., 1995; Kotak ef af., 2000)
tém revelado resultados controversos quanto ao efeito dos fatores ambientais sobre a

toxicidade da floragdo.
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OBJETIVOS

Em face do conhecimento da ocorréncia freqiiente de floragdes de cianobactérias na
Lagoa de Jacarepagud, com conseqiiéncias potenciais para a comunidade aquatica ¢ até
para a saide publica, este trabalho teve como objetivos:
(1) Compreender os fatores ambientais que regulam a ocorréncia das populagoes
fitoplancténicas dominantes na Lagoa de Jacarepagua durante o periodo
estudado, que esta apresentado no capitulo I;
(2) Analisar as varidveis ambientais relacionadas ao sucesso de M aeruginosa e
produgio de microcistina neste ambiente, desenvolvido no capitulo 11;

o (3) Testar a influéncia da salinidade sobre o crescimento e‘toxicidade de uma cepa
de M aeruginosa e sobre o crescimento de FEichhornia crassipes (macréfita
aquatica) e testar a influéncia de £. crassipes sobre o crescimento e toxicidade
dessa cepa, em diferentes condi¢des de salinidade, que compreende o capitulo
1L

O conhecimento desses aspectos da ecofisiologia e toxicologia das cianobactérias
predominantes na Lagoa de Jacarepagua certamente permitird um avango em técnicas de
mangjo e remedia¢io do problema bem como subsidiara estudos biotecnologicos de cepas

isoladas.

15



METODOLOGIA

1. Identificacio e Quantificacdo do Fitoplincton

As amostras foram coletadas a cada 15 dias em trés estagSes de coleta (Estagdo
Rio Marinho - 1; Estagio Aerondutica - 2 e Estagdo Arroio Pavuna - 3), pela manhi, de
agosto de 1996 a setembro de 1997 na Lagoa de Jacarepagua. As amostras de
fitoplancton foram fixadas com solugdo de Lugol e a identificagdo foi feita com
organismos vivos e fixados, usando microcopio Zeiss Standard 18 e microscopio Otico
Olympus.

A quantificagdo seguiu o proposto por Uterméhl (1958) e foi feita em
microscdpio invertido Zeiss Axiovert 10. As células foram quantificadas em campos
aleatorios como proposto por Uhelinger (1964). Pelo menos cem €spécimes da espécie
dominante foram enumeradas (Lund e «/, 1958). O biovolume das espécies foi
calculado como proposto por Edler (1979) e o contetdo de carbono fitoplanctonico foi
estimado de acordo com as recomendagdes de Edler (1979). A estimativa de biomassa
de M. aeruginosa seguiu um procedimento diferente, pois para o cilculo do biovolume
dessa espécie foram realizadas medidas de comprimento (C), largura (L) e espessura (E)
das colonias em diferentes faixas de tamanho. Apds a realizagdo das medidas, foi
estabelecida a razdo entre C/E e L/E, permitindo, a partir das medidas de comprimento e
largura, estimar a espessﬁra para cada faixa de tamanho. Esse procedimento foi adotado
em fungfo da extrema dificuldade em obter as medidas de espessura, em virtude da
forma bastante achatada das coldnias, principalmente nas colonias mais velhas.

Para a identificagdo taxondmica foram utilizadas principalmente as obras de
Komarék e Anagnostidis (1989) e Komarék e Anagnostidis (1999) para as
Cyanobacteria (daqui em diante referidas como cianobactérias), Komarék e Fott (1983)
para as Chlorophyceae, Chlorococcales (daqui em diante referidas como clorococales);
Trondsen (1993) para as Prasinophyceae (daqui em diante referidas como prasinoficeas,
ou incluidas em flagelados); Huber-Pestalozzi (1950) para as Cryptophyceae (aqui
chamadas criptoficeas ou incluidas dentre os flagelados) e Round et al. (1996) para as

Bacillariophyta (dagui em diante referidas como diatomaceas).

2. Variaveis Abiéticas

Os métodos utilizados para a determinagdo dos nutrientes inorgénicos
dissolvidos estdo descritos em Carmouze (1994). Foram determinados o Fosforo
Soltvel Reativo (fosfato, PO,™), Nitrato (NO3) e Aménia (NH,") e para o célculo do
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Nitrogénio Inorganico Dissolvido (NID) consideraram-se ainda as concentragoes de
Nitrito. A temperatura da agua foi medida com um termdmetro acoplado a um
potencidmetro portafil, usado para determinar os valores de pH (Mettler Toledo -
MP120). Os valores de salinidade foram obtidos usando-se um refratémetro. A
concentra¢do do oxigénio dissolvido foi estimada com um eletrodo de oxigénio (Mettler
Toledo - MO 128). A transparéncia da dgua foi estimada através do disco de Secchi, e a
razio profundidade da =zona -eufética/profundidade maxima (ZewZmax.) foi
estabelecida a partir do cdlculo da profundiade da zona eufética, utilizando a seguinte

formula;

dS. X 1,7=Zeu

onde:
d.S. = medida do disco de Secchi  (Reynolds, 1984)

3. Extracde e Quantificagieo de Microcistinas (MC)
3.1 - No séston.

Quinzenalmente, dois litros das amostras de dgua de cada ponto de coleta foram
filtradas em filtro de borosilicato. As microcistinas retidas no filtro foram extraidas 3
vezes sucessivamente, usando-se como solvente uma solugdo de butanol:metanol:agua,
(1:4:15 viv). Apos centrifugagdo do extrato, o sobrenadante foi evaporado ¢ seco até
30% do volume inicial. Esse extrato foi passado através de um cartucho de C-;3 (Bond
Elut C-18, Varian). Os cartuchos foram eluidos com 20 mL de 4gua deionizada, metanol
20% e metanol 100%, sucessivamente. Apds total evaporag¢fio da fragdo metanolica
100% e ressuspensdo do eluado em metanol 50%, as amostras foram filtradas em filtro
de nylon e submetidas a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
para identificagdo da presenga de microcistinas (Krishnamurthy et /., 1986).

A determinagdo de toxina no séston foi também utilizada para o calculo da quota

celular de microcistina, que € a quantidade de microcistina por célula de M. aeruginosa.

3.2 - Na agua

A determinagfo da concentragio de microcistinas (MC) na agua foi realizada a
cada 15 dias. Cada amostra foi inicialmente filtrada (2 L), e o filtrado foi diretamente
passado em cartucho de ODS (Bond Elut C-18, Varian). Os cartuchos foram eluidos

com 4gua deionizada, metanol 20% e metanol 100%, sucessivamente. Apos eluigdo do
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cartucho, as amostras sofreram evaporagdo da fragdo metandlica 100% até 50% do
volume inicial. Essa fragdo foi passada através de um cartucho de silica, que foi eluido
com metanol 100% e uma solugio de 4gua deionizada:TFA  (Acido
Trifluoracético):metanol (10:0,1:89,9 v/v). A fra¢do de TFA foi totalmente evaporada,
ressuspensa em metanol 50% e, apds filtragdo em filtro de nylon (0,45 pm), foi
submetida & analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Harada in
Watanabe et al., 1996; Tsyj ef al., 1994),

O sistema de HPLC usado foi Shimadzu com uma coluna de fase reversa
Lichrospher 100, C-18 (4mm X 12,5mm, ODS 5pm), e a separagdo da molécula
investigada foi realizada sob condi¢do isocratica com a fase mével de 20mM de acetato
de amonia (pH 5) e acetonitrila (7:3). O volume injetado foi de 20uL e o fluxo de 1,0
mL.min . Os picos téxicos foram detectados com absorgio UV a 238 nm, usando um

detector de fotodiodo Shimadzu SPD-M 10A.

4 - Experimentos com Microcystis aeruginosa

As amostras de cianobactérias foram coletadas do ambiente natural em garrafas
de 2L e transportadas para o laboratdrio para realizar o isolamento das cepas.

As cepas de Microcystis aeruginosa foram isoladas por meio de plaqueamento
em meio ASM-1 sélido, e/ou isolamento por capilar de vidro em meio ASM-1 (Gorham

etal., 1964),

4.1 — Isolamento em meio sélido

Uma solugdo de agar a 2% foi preparada em agua deionizada e aquecida em
placa térmica até atingir a temperatura de 86° C. Apos esfriamento, o material foi Javado
por 5 dias em 4gua deionizada para retirar potenciais agentes inibidores do crescimento
de cianobactérias (Allen e Gorham, 1981 citados em Shirai et al., 1989).

O meio de crescimento ASM-1 com concentragdo de nutrientes duplicada,
previamente autoclavado, foi adicionado ao agar. Este também foi previamente
autoclavado e distribuido em placas de Petri autoclavadas. Ao final dessa operagdo a
concentragdo do agar tornou-se 1% e a do meio atingiu sua concentragfo normal. Apos
esfriamento, 100uL. de amostras de fitoplancton do ambiente natural, previamente
diluidas, foram espalhadas sobre as placas com o auxilio de um bastdo de vidro.

Com o surgimento das primeiras coldnias nas placas, procedeu-se a transferéncia

dessas para tubos de ensaio contendo o meio ASM-1.
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4.2 — Isolamento com capilar de vidro

Essa técnica consiste um retirar-se ao microscopio uma aliquota da amostra,
contendo a espécie desejada. Apés lavagens sucessivas em gotas do meio de
crescimento, procede-se ao isolamento do organismo, com o auxilio de um capilar de
vidro que deve ter a ponta encostada rapidamente ao lado da regido de interesse na

ldmina. Esse procedimento propicia um maior indice de contaminagio da cepa isolada.

4.3 — Selecao da cepa NPLJ-37

Algumas das cepas de M. aeruginosa isoladas da Lagoa de Jacarepagua foram
testadas quanto a toxicidade por HPLC ou por meio de bioensaio e quanto ao
crescimento em condigdes de salinidade. Embora outras cepas tivessem demonstrado

maior crescimento, a NPLI-37 foi a de maior toxicidade, o que motivou sua escolha.

4.4 - Bioensaios em camundongos

Foram realizados bioensaios com camundongos Swiss, para verificar a
toxicidade. Os bioensaios foram usados, em geral, em cepas nas quais nio se realizou a
analise por HPLC.

As amostras das culturas de cada cepa foram retiradas apés atingirem o inicio da
fase exponencial de crescimento. Posteriormente, essas amostras foram liofilizadas e
ressuspensas em concentragdes crescentes em solugfio salina 0,9%. As solugdes foram
preparadas para inje¢des intraperitoneais. Os sintomas € o tempo de ocorréncia da morte
dos camundongos foram observados. Os animais mortos tiveram os figados retirados

rapidamente e pesados para a verificagio da hepatotoxidade.

4.5 — Condigoes de cultivo nos experimentos com M. aeruginosa

Os cultivos foram realizados em sistema fechado (tipo “Batch™), com aeragio
constante em meio ASM-1, em temperatura de 22 + 2° C, sob intensidade luminosa de
70 nE.m™.s™ e fotoperiodo de 12h. O inéculo incial foi sempre de 2 X 10° células.mL.

Os experimentos foram realizados em triplicata para cada condigfio testada. A
cepa NPLI-37 foi previamente adapatada a cada salimidade por 15 dias. As condigdes
testadas foram a salinidade (controle — 0S, condigdo 1 — 28, condigdo 2 — 58 ¢ condigdo
3 — 108) e 0 meio de cultivo (ASM-1 com NaCl ou ASM-1 feito com agua do ambiente

natural). Foram analisados os seguintes parimetros:



L

4.5.1 - Crescimento Celular

Este parimetro foi analisado nas condigdes 08, 2S, 5S e 10S no meio ASM-1
com NaCl, no meio ASM-1 com 4gua da lagoa em presenga de Eickhornia crassipes e
no meio ASM-1 com agua da lagoa sem Eichhornia crassipes, macrdfita aquatica
abundante na Lagoa de Jacarepagua durante o periodo estudado.

O crescimento foi estimado pela densidade da populagdo em microscdpio otico,
utilizando hemocitdmetro de Fuchs-Rosenthal.

O tempo de duragio do experimento foi determinado em fungdo da curva de
crescimento obtida a partir das amostragens em dias alternados para a quantificagio da
populagdo. Dessa forma, o tempo de duragiio variou para cada condig@o de salinidade,
sempre terminando no inicio da fase estacionaria de crescimento.

A taxa maxima (umax.) € o tempo de duplicagfio (G) foram ‘estimados de acordo

com Fogg e Thake (1987).

4.5.2 - Concentragido de Clorofila a

A clorofila a foi analisada nas condigdes 08, 28, 5S ¢ 10S no meio ASM-1 com
NaCl. As amostras foram centrifugadas a 1600g por 5 min (centrifuga Fanen — modelo
206-R). O material precipitado recebeu 5 ml de metanol 100%, e foi agitado em
Vortex. A suspensdio foi novamente centrifugada e entdo analisada em
espectrofotdmetro a 665nm (Shimadzu-modelo UV-1601). Foi usado para o calculo o

coeficiente de extingdo proposto por Mackinney (1941).

4.5.3 - Concentracio de Carboidratos Intra e Extracelulares

O carboidrato intra e extracelulares foram analisados nas condigdes 0S, 2S, 5S ¢
108 no meio ASM-1 com NaCl, de acordo com Myklestad e Haug (1972).

O carboidrato intracelular foi quantificado a cada 3 dias. Um volume conhecido
das amostras foram filtrados em borosilicato, sendo os filtros acondicionados em tubos
de ensaio. Foi adicionado 1ml. de H,SO, 80% aos tubos de ensaio que foram guardados
por 24 h. Apos esse periodo, foram adicionaébs aos tubos 6mL de agua destilada em
banho de gelo e as amostras foram centrifugadas. Foi colocado em um tubo de ensaio
1ml do sobrenadante ao qual foram acrescentados 0,25ml. de fenol 3% e 2,5ml. H,SO4
concentrado. Apds esfriamento as amostras foram analisadas por método
espectrofotométrico.

As amostras para determinagfo do carboidrato extracelular foram coletadas a

cada 3 dias. Colocou-se 1mL das amostras filtradas em filtro de borosilicato em tubos
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de ensaio e seguiu-se procedimento semelhante ao realizado para a determinagio do
carboidrato intracelular.

A determinagdo foi realizada por especirofotémetro Shimadzu, modelo UV —
1601, no comprimento de onda de 485 nm, e o cdlculo da concentragio foi realizado a

partir da construgdo de uma curva padrao de glicose.

4.5.4 - Extracfo e Detecciio de Microcistina

Foi verificada a concentragdo de microcistina (MC) presente nas células e
dissolvida na agua.

Com excegdo dos cultivos com aguapé, que foran finalizados no 10° dia, os
demais experimentos terminaram no inicio da fase estacionaria de crescimento celular e

o meio de crescimento filtrado em filtro de borosilicato.

5 - Experimentos com Eichhornia crassipes

A presenga desta macrdfita aquatica foi freqiiente no ainbiente estudado, o que
nos levou a considerar sua possivel influéncia sobre a populagiio de M. aeruginosa.

A influéncia de E. crassipes (aguapé) sobre o crescimento e toxicidade da cepa
NPLIJ-37 foi testada, variando-se a salinidade nas mesmas concentragdes anteriores (0S;
2S; 58 e 108). A influéncia da salinidade sobre o crescimento de Z. crassipes foi
avaliada testando-se as mesmas condi¢des de salinidade.

O cultivo foi realizado em meio ASM-1 com agua da lagoa por 10 dias, em
presenga € em auséncia de M. aeruginosa e o crescimento da macréfita aquatica foi
avaliado a partir da variagio do peso imido, expresso em gramas.

As plintulas de aguapé foram acondicionadas em recipientes plasticos
transparentes (PET). Cada recipiente recebeu uma plantula de comprimento entre 7 ¢ 13
cm. Cada uma das condigdes de crescimento foi testada em triplicata. A cada 2 dias
recolhia-se as plantulas de E. crassipes para serem pesadas. As plintulas eram

posteriormente devolvidas aos recipientes originais.

6 - Analise Estatistica

Andlise de correlagdo (Coeficiente de Pearson) foi realizada entre a biomassa
das principais classes taxondmicas ¢ algumas varidveis ambientais e entre a biomassa de
M aeruginosa e essas varidveis. Foram considerados apenas os valores obtidos a um
nivel de significancia de 5%.

Com o objetivo de testar a diferenga entre os valores obtidos para as variaveis

analisadas em cada condi¢do de crescimento (salinidade 0S, 25, 5S e 10S) e entre as
21
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mesmas condi¢Ges nos diferentes experimentos (presenga ¢ auséncia de M. aeruginosa
ou presenga e auséncia de E. crassipes) foram realizadas andlise de varidncia (ANOVA)
¢ o Teste de Tukey (comparagdo das médias), considerando-se um nivel de significdncia
de 5% entre as médias dos dados de taxa maxima de crescimento de M. aeruginosa (pn
méax.), de rendimento maximo de Eichhornia crassipes (R) e da concentragdo de
microcistinas normalizada para 10° células (MC/10°).

Os valores de MC/10° obtidos no cultivo com meio ASM-1 e 4dgua da lagoa em
presenga de E. crassipes foram comparados com os valores obtidos no meio sem E.
crassipes por melio do Teste t.

As anélises estatisitcas foram realizadas pelo programa SPSS 8,0 Windows.
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I- Dominéncia de Cianobactérias em uma Lagoa Costeira Tropical Hipereutrofica
(Lagoa de Jacarepaguai -RJ, Brasil)

A Lagoa de Jacarepagui € um ambiente oligohalino (¢ a 10S), raso (média de 1,5m
nos pontos coletados), sujeito aos freqgiientes ventos de regido costeira, o que garante
mescla didria da coluna d’ agua. A lagoa vem passando por um acelerado processo de
eutrofizagio artificial, em fungfio da importante descarga de rejeitos que recebe de area
urbana e industrial através da bacia de drenagem. Segundo os critérios da OECD (1982), a
partir dos dados de clorofila a e transparéncia da agua (disco de Secchi), ¢ classificada hoje
como um ambiente hipereutrofico.

Considerando o conjunto das variaveis bidticas (biomassa e composigdo taxondmica
do fitoplancton) e abidticas (temperatura, salinidade, transparéncia da 4gua e nutrientes) na
Lagoa de Jacarepagua, foi possivel reconhecer trés periodos ao longo do ciclo anual
estudado (08/96 a 09/97), revelando um padréo trimodal.

Apesar das principais caracteristicas dos periodos serem as mesmas para 0s trés
pontos da laguna, a variagdo temporal de biomassa e composigdo taxondmica € mesmo 0s
teores de nutrientes nio coincidiram entre as trés areas estudadas. A heterogeneidade
horizontal do fitoplancton pdde ser observada quanto a biomassa € quanto a composigio da
comunidade fitoplancténica (Fig. 3 e Tab. 1). A biomassa foi maior na estagdo 3 (Arroio
Pavuna) e menor na estagdo 1 (Rio Marinho). Esse fato demonstrou.claramente o
condicionamento de uma distribuigiio espacial 4 hidrodindmica do ambiente. Tal
distribuigdo também respondeu a um gradiente trofico, uma vez que a porgdo mais
continental € a que recebe menor despejo de origem doméstica. O desenvolvimento da
biomassa fitoplanctdnica respondeu nitidamente a esse gradiente, tendo sido possivel sua
determinagdo visual, sem dificuldade, na maioria das coletas.

Foi marcante o aumento de biomassa ao final dos estudos, coincidindo com menores
valores de temperatura (Fig. 4), que pode ter sido um fator de influéncia nessa resposta. A
dindmica de biomassa em ambientes hipereutroficos estd absolutamente sujeita a eventos
abruptos e imprevisiveis, que condicionam uma sequéncia de espécies controlada por
fatores externos, que podem trazer crescimento ou queda de biomassa de varias ordens de
grandeza ( Alvarez Cobelas e Jacobsen, 1992; Smayda, 1980).

Nio foi observado um gradiente de salinidade na Lagoa de Jacarepagua (Fig. 5),
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como observado normalmente em ambientes de transigdo entre aguas continentais e o mar.
E possivel que a distdncia (aproximadamente 15 km) entre o local estudado e o Canal da
Joatinga, de entrada de dgua do mar, seja uma das causas. Os valores de salinidade foram
bastante similares entre os trés pontos de coleta.

O primeiro periodo — Periodo I (de 21/08/96 até 11/ 12/96j foi marcado pelos mais
baixos valores médios de biomassa do fitopldncton (Tab. 1). A contribuigio relativa das
classes demonstrou domindncia de cloroficeas, mais especificamente de clorococales e
quase auséncia de cianobactérias (Tab. 1). Foi também importante neste periodo a
contribui¢io de diatoméceas e flagelados nos trés pontos de coleta (Tab. 1).

O periodo II {de 23/12/97 a 30/04/97) apresentou pequena elevagdo da biomassa e
da contribui¢do relativa de cianobactérias (Tab. 1 e Fig. 3), embora cloroficeas ¢
diatomaceas ainda apresentassem importante contribuigio relativa.” A discreta elevagdo de
biomassa deveu-se quase que exclusivamente ao crescimento de cianobactérias, tendo
clorococales, diatomaceas e flagelados (principalmente prasinoficeas, criptoficeas e
crisoficeas) apresentado ligeiro declinio nos valores médios de biomassa em relagdo ao
periodo anterior.

O periodo III (15/05/97 a 11/09/97) caracterizou-se pelo desenvolvimento maximo
de biomassa, causado pelo incremento de cianobactérias, particularmente AMicrocystis
aeruginosa, mas também com alguma contribui¢do de Aphanizomenon sp. e minimas
contribuigdes relativas dos demais grupos taxondmicos. A biomassa média de
cianobactérias nos trés pontos amostrados para o periodo representou 87% do total
fitoplanctdonico (Tab. 1 e Fig. 3).

Os flagelados da Lagoa de Jacarepagua (prasinoficeas, crisoficeas, dinoflafelados e
criptoficeas), aqui detectados, sdo caracteristicamente freqiientes e abundantes em lagoas
costeiras (Caljon, 1983; Comin, 1984; Menezes ¢ Domingos, 1994) ¢ em ambientes
eutrofizados em geral (Alvarez-Cobelas ¢ Jacobsen, 1992).

No primeiro periodo, os valores de nitrato (Fig. 6) e fosfato (Fig. 7) foram maximos
e os valores médios de amonia (Fig. 8) foram os mais baixos do estudo, enquanto que o
periodo III foi marcado por elevados teores de amdnia, elevagdo da salinidade ¢ queda de
temperatura, As concentragdes de nitrato e fosfato mantiveram-se baixas.

As cloroficeas foram nitidamente favorecidas pelas maiores concentra¢des de

nitrato e de fosfato encontrados no periodo I, como constatado atravésda correlagdo
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positiva com a concentragdo de nitrato € com a do fosforo solavel reativo, observada nas 3
estagBes de coleta (Tab. 3).

A influéncia dos elevados teores de fosfato no desenvolvimento de clorococales ja
foi observada em outros ambientes costeiros fluminenses (Domingos et «f., 1994), bem
como em varios outros ambientes tropicais hipereutréficos rasos brasileiros (Huszar ef al.,
2000). Esta relagio também tem sido assinalada para ambientes rasos e turbulentos de
regides temperadas (Jensen ef al., 1994; Trimbee e Prepas, 1987). A auséncia de limitagio
por P, gerando condigdes favoraveis para cloroficeas, também foi observada por Sommer
(1988).

A literatura registra os elevados valores de nutrientes essenciais como condigdo
favoravel ao desenvolvimento de cloroficeas, inclusive clorococales, desde que sejam
também favoraveis as condigdes de luz e profundidade da camada de mistura (Happey-
Wood, 1988). Blomgvist et a/. (1994) propdem que a disponibilidade de N sob a forma de
nitrato representa um fator favoravel ao desenvolvimento de células eucariontes. Para
Sommer (1988), cloroficeas e cianobactérias sdo melhores competidores por nitrogénio,
enquanto diatomaceas por P.

Os valores de Zeu/Zmax na Lagoa de Jacarepagud (Tab. 2) nfo estiveram
significativamente associados com as cloroficeas, ao contrario do observado para
cianobactérias, que se correlacionaram negativamente com ZewZmax na estagio 3.
Resultados semelhantes foram encontrados por Jensen ef «f. (1994).

A relagio ZewZmax nfo pdde explicar a substituigdo de cloroficeas por
cianobactérias, nem o predominio de cloroficeas, uma vez que o periodo 1I, de maior -
penetragdo de luz na lagoa (Fig. 9), e portanto de maior Zeuw/Zmax, ndo correspondeu ao
maximo de cloroficeas, como observado pelas anilises de correlagdo. Entretanto, os
menores valores da biomassa de cloroficeas estiveram associados ao periodo de menor:
penetragdo de luz, ocorrido no periodo III. Se por um lado a maior penetragdo de luz na
coluna d’dgua ndo se mostrou um fator determinante para o desenvolvimento de
cloroficeas, os resultados mostraram que sua diminuigdo teve forte efeito negativo.

As cloroficeas da Lagoa de Jacarepagud estiveram representadas por organismos
tipicos de ambientes hipereutréficos, predominantemente clorococales, considerado o mais
diverso grupo do fitoplincton hipereutréfico (Alvarez Cobelas e Jacobsen, 1992).

Sistemas hipereutrdficos tm como componentes representantes de clorococales
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os géneros Ankistrodesmus, Crucigenia, Scenedesmus, Tetfrastrum (Reynolds, 1984),
organismos observados em Jacarepagua com elevada freqii€ncia no presente estudo.
Acrescentam-se neste trabalho os géneros Coelastrum, Monoraphidium, Qocystis e
Tetraedron.

O dominio de clorococales no periodo I caracterizou o sucesso desses organismos
na Lagoa de Jacarepagua. Certamente foi determinante a conjugagio de fatores como a
circulagdo continua da coluna d’ 4gua, a boa penetragio de luz com escassa profundidade e
a baixa salinidade do periodo, associados ao altos teores de nutrientes essenciais,
principalmente nitrogénio-NOj; e fosforo. Tais condi¢des propiciaram um bom crescimento
as clorococales, cuja estratégia de sobrevivéncia caracteriza-se por rapido crescimento e
absor¢io de nutrientes e alta taxa de fixagéo de C (Happey-Wood, 1988).

Diversos autores apontam a necessidade de mescla e transparéncia na camada do
epilimnion (Happey-Wood, 1988; Jensen ef al., 1994) para o sucesso destes organismos,
pois dessa forma ficam garantidas sua flutuagio, aiém de alta incidéncia de luz e alto teor
de nutrientes. O ambiente raso e exposto a ventos freqiientes, recebendo despejos
domésticos, que caracteriza as lagoas costeiras seria a conjungdo adequada para a expansédo
de clorococales. Entretanto, nem sempre isso foi verificado. Entre as lagoas costeiras
fluminenses, o eventual desenvolvimento macigo de clorococales costuma estar associado a
eventos rapidos e repentinos {Domingos ef al., 1994). No periodo estudado, a Lagoa de
Jacarepagua demonstrou maior riqueza e freqii€ncia de representantes das clorococales, do
que outras lagoas brasileiras de maior salinidade como Saquarema (Domingos; 1991),
Marica (Domingos ef al., 1994), Guarapina (Knoppers ¢ Moreira, 1990) e Patos (Yunes,
2000).

A salinidade é de importincia fundamental no controle do desenvolvimento do
fitoplancton costeiro € em sua composigdo (Caljon, 1983), e este pode ter sido um fator
condicionador do escasso desenvolvimento de cloroficeas no periodo I e, principalmente,
no periodo III (Tab. 1).

No caso da Lagoa de Jacarepagu4, a substituig@o de clorococales por cianobacténas
observada do periodo I para o periodo II ndo esteve associada ao aumento de Zeu/Zmax.
Entretanto, além dos nutrientes, outros fatores podem contribuir para uma explicagio
conclusiva sobre a redugfo de cloroficeas e sua substitui¢io por cianobactérias no final do

primeiro periodo.
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Tabela 2 — Valores médios de algumas variaveis abidticas para cada periodo nas trés estagdes de coleta.

As variaveis consideradas foram temperatura (Temp.); razéo da profundidade da zona eufética pela profundidade méaxima
(Zew/Zmax.), profundidade maxima (Prof. Max.); pH; salinidade; fosfato (PO,™); nitrato (NO;3"); nitrogénio inorgénico
dissolvido (NID); a razo nitrogénio inorganico dissolvido/ fosfato (NID/ PO,™) e o oxigénio dissolvido (OD).

Estacfio | _ Estacfio 2 Esta¢do 3 ]
Periodo [ Periodo [I | Periodo IIT | PeriodoT | Periodo 1l | Periodo III | Periodol | Periodo Il | Periodo 1
(21/08-11/12) | (23/12-30/04) | (15/05-11/09) | (21/08-11/12) {(23/12-30/04) | (15/05-11/09) | (21/08-26/11) | (11/12-03/04) | (17/04-11/G9)
Temp. (°C) 24,20 28,40 23,68 24,31 28,82 23,31 24,75 29,73 24,18
Zeuw/Zmax. 0,34 0,47 0,26 0,33 0,60 0,37 0,32 0,47 0,33
Prof. Max. (m 1,81 1,89 1,40 1,50 1,22 1,26 1,40 130 1,39
H 7,65 7.30 7.76 8,22 8,23 8,24 8,40 7.93 8,22
Salinidade 4,22 228 8,13 3,78 2,28 8,38 3,81 2,06 8,00
PO (uM) 4,59 2,62 434 5,45 425 444 7,60 3,57 4,31
NO; (uM) 6,26 1,45 1,37 9,14 1,81 1,40 12,02 2,25 1,26
NH,  (uM) 3,84 6,24 33,26 9.43 9,05 37,73 13,03 19,80 30,95
NID  (uM) 11,47 9.42 35,34 21,08 13,24 10,02 27,19 23,71 33,33
NID/PO,” 2,87 434 9,35 5,13 3,50 10,02 4.02 7,89 10,06
OD (mgL™h) 6,64 6,44 4,59 7.88 10,31 0,17 7,71 6,24 891




Tabela 3 - Coeficiente de correlagéo (r) entre a biomassa das classes taxondinicas € algumas variaveis abioticas, mostrando os
valores significantes (p<0.05) para as trés estagdes separadamente e para as trés estagdes em conjunto.

Estagdo 1 PROF.| SAL | D.8. | CLOa | TEMP. | O.D. | pH [fosfato| nitrato | amonia | ZewZmax | NID/PO,™ |
n=26 | n=26 | n=26 | n=25 | pn=26 |N=23|n=28)n=28 n=27 | n=28 n=26 n=27

Biomassa total 0,56 | -043 | 0,40 | -0,32 0,41 -0,32 0,30

Cyanobactérias 0,69 | -040 | 0,38 | -0,30 0,42 -0,31 0,30

Cloroficeas -0,31 0,72  -0,33

Diatomaceas 0,45 -0,46 | 0,46 0,40 -0,30 -0,40

Flagelados -0,34 0,43 | 0,57

Estagao 2 PROF. | SAL D.S. | CLOa | TEMP. | O.D. | pH [fosfato| nitrato | amonia | Zeu/Zmax | NID/PO4™
n=26 | n=26 | n=26 | n=25 | pn=26 |N=23|n=28 n=28! n=27 | Nn=28 | pn=26 n=27

Biomassa total 0,43 0,30 0,32

Cyanobactérias 0,43 0,32

Cloroficeas 0,80 0,54 | 0,69 -0,35

Diatomaceas 0,30 -0,44 0,37 | -0,56 |

Flagelados 0,61 -0,35 0,44 | 0,48 -0,46

Estagdo 3 PROF. | SAL D.S. CLOa | Temp. | O.D. pH |[fosfato] nitrato | amonia | Zew/Zmax z_c%oﬂu
n=26 | n=26 | n=26 | n=25 | p=p6 |N=23 |N=28|n=28| n=27 | n=28 n=26 N=27

Biomassa 0,40 | -0,42 -0,40

Cianobactérias 0,40 | -0,40 -0,39

Cloroficeas -0,41 0,55 | 0,67

Diatomaceas -0,31 -0,35 0,49

Flagelados 0,61| 0,68

Todos os | PROF. [ SAL DS. | CLOa | TEmp. | OD. | pH [fosfato| nitrato | amonia | Zeu/Zmax | NID/PO4™

pontos n=78 | n=78 | n=78 | n=75 | n=78 | N=69|n=84|n=84| n=81 | n=84 | N=78 n=81

Biomassa 0,41 | -0,29 -0,21 -0,22

Cianobactérias 0,41 | -0,28 -0,20 -0,21

Cloroficeas -0,30 0,32 | 0,43

Diatoméaceas -0,42 0,23 10,32 0,29 -0,38 0,29

Flagelados -0,38 0,47 | 0,53
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O balango entre a taxa de crescimento de clorococales e a taxa de perda vem sendo
apontado, na literatura, como o processo responsavel pelo sucesso ou ndo desse grupo no
ambiente natural (Happey-Wood 1988; Jensen ef al., 1994). Dentre as causas de perda
destacam-se principalmente a herbivoria, por serem em geral muito palataveis, e as taxas de
sedimentacdo, uma vez que esses organismos sdo desprovidos de aparatos especiais para a
flutuagio (flagelos, mucilagem, etc).

Resultados da composigio e biomassa da comunidade zooplanctdnica coletada no
mesmo periodo (Ferrdo-Filho, 1998) indicam que as taxas de crescimento, especialmente
de claddceros, .foram sustentadas pelo decaimento das populagdes de cloroficeas e
diatoméaceas.

A correlagdo negativa entre a populagdo de claddceros (principalmente Moina
micrura) € densidade de cloroficeas (r = -0.7552; p<0.005) e diatomaceas (r = -0.6262;
p<0.005) na Lagoa de Jacarepagud foi documentada por Ferrdo-Filho (1998). Cabe
salientar que, ao contrario das cianobactérias, as cloroficeas e diatomaceas sdo consideradas
alimento de boa qualidade nutritiva para o zooplncton, principalmente quanto ao teor de
acidos graxos polinsaturados (PUFAs — Polyinsaturated Fatty Acids) e quanto &
digestibilidade de cloroficeas (Kilham ef al., 1997). Tais caracteristicas garantem condigdes
de alimento disponivel capazes de sustentar o crescimento da comunidade zooplanctonica,
cujo desenvolvimento, ds custas do consumo de cloroficeas ¢ diatomaceas, deve ter tido
importante papel na substituicio das especies da comunidade fitoplanctnica de
Jacarepagua.

Cabe destacar que as concentragdes de N ¢ P inorgdnico dissolvido diminuiram no
final do periodo I abaixo dos valores minimos citados na literatura (N=20uM e P=0,1uM)
para suportar o crescimento celular (Reynolds, 1997), coincidindo com salinidade zero e
com substitui¢do de cloroficeas por cianobactérias.

A herbivoria como fator de perda e os teores de nutrientes como limitagio para o
crescimento, provavelmente representaram as causas do insucesso de cloroficeas ao final do
periodo L.

A biomassa de diatomdceas esteve relacionada positivamente com a profundidade
da lagoa e com a clorofila a (ponto 1), com aménia (ponto 2) € com pH (ponto 3) (Tab. 3).

A correlagio foi negativa com ZewZmax (ponto 1 e 2), fosfato (pontol) e com

temperatura (ponto 2) (Tab. 3).
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A elevagio de ZeuwZmax associada ao declinio de diatomaceas revelou o
favorecimento desse grupo por menor transparéncia da agua. O baixo requerimento por luz
de diatomaceas (Sommer, 1988; Reynolds, 1997) explica esse resultado.

As baixas concentragdes de fosforo favoreceram o crescimento de diatomaceas,
sobretudo na estagio 1, como revelado pelos valores de correlagdo (Tab. 3). Este grupo de
algas ¢ considerado competidor superior por fosfato, se comparado a cianobactérias e
cloroficeas (Tilman et al., 1986, Sommer, 1988), podendo ter 0 aumento de dominéncia
associado ao aumento da limitag8o por fésforo (Sommer, 1988).

Os periodos | e III foram os de maior biomassa de diatomaceas. A analise’ da
distribuigdo horizontal evidenciou maior desenvolvimento na area com maior concentragdo
de nutrientes (Estagdo 3 — Arroio Pavuna).

Em fungdo da alta densidade de suas fristulas, um dos principais problemas desses
organismos ¢ evitar sua sedimentagio. As condigdes mais favordveis sdo aquelas de maior
turbuléncia da agua (Zhang e Prepas, 1996; Reynolds, 1997), que garantem sua flutuagdo e
pode provocar, em ambientes rasos como a Lagoa de Jacarepagud, ressuspensio de
sedimento e consequentemente menor transparéncia da dgua. Nossos resultados indicam
que o sucesso de diatomaceas na lagoa esteve associado a turbuléncia do ambiente, por
facilitar sua manutengfo na coluna d’ 4gua e a sua vantagem competitiva em condigdes de
menor intensidade de luz.

As cianobactérias foram amplamente dominantes no periodo 11, de maior salinidade
¢ maiores concentragdes de amonia ¢ de NID. A dominéncia de cianobactérias em lagoas
fluminenses tem sido freqiientemente registrada, evidenciando o incremento da
eutrofizagfo nas lagoas costeiras do Estado do Rio de Janeiro (Huszar, 1989; Knoppers ¢
Moreira, 1990; Domingos, 1991; Domingos et al., 1994 e Melo e Suzuki, 1998)

As principais causas que tém sido apontadas para o sucesso de cianobactérias nos
mais variados sistemas aquiticos envolvem: elevado TP (Trimbee e Prepas, 1987; Duarte e
Augusti, 1992); baixo N ¢ alto TP, ou baixo TN/TP (Smith, 1983; Smith ¢ Bennett, 1999);
baixa intensidade luminosa (Zevenboom e Mur, 1980); alta temperatura da 4gua (Robarts e
Zohary, 1987); estratificagéo da coluna d’agua (Reynolds, 1987; mas ver Ganf, 1974); altos
valores de pH/ baixo CO; livre (Shapiro, 1990); habilidade para evitar a herbivoria
(Sommer et al., 1986); excregio de substincias alelopaticas que suprimem o crescimento de
outras algas (Fay, 1980; Keating, 1978), capacidade de reservar fosforo (Pettersson et al.,

1993) e habilidade para regular sua posi¢éo na coluna d’agua (Reynolds, 1987).
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domindncia do fitopldncton de eucariontes para cianoficeas, respondendo & variagéo de pH
e/ou concentragio de CO; livre, mantidas constantes as condigdes de N, P, nutrientes trago,
luz e regime de turbuléncia. Tais condigdes, entretanto, sdo incompativeis com a dindmica
dos ambientes aquaticos naturais e, além de eliminarem a influéncia das trocas com a
atmosfera ¢ do sedimento, também desconsideram a sinergia de outras variaveis
reguladoras da composi¢io do fitoplancton.

E provavel que a disponibilidade de CO, livre possa contribuir para explicar as
associagdes do fitopldncton que foram observadas em Jacarepagud. A competigdo pelo
carbono inorgéanico dissolvido tem importante papel em ambientes muito produtivos como
as lagoas costeiras. A capacidade de utilizagdio do bicarbonato com eficiéncia € vital para
espécies eutroficas em geral (Moss, 1973). A capacidade de ter uma cinética superior para
absor¢io do CO, livre em baixas concentragdes, ou a efici€ncia na utilizagio do
bicarbonato como fonte de carbono, pode tomar-se fundamental nesses ambientes, como
revelado a partir dos elevados valores de pH. E provavel que a maioria das espécies
abundantes e/ou freqilentes na lagoa detenham tal caracteristica, haja visto os elevados
valores de pH na maior parte do estudo.

O aumento de temperatura também nd3o influenciou no desenvolvimento de
cianobactérias, tendo inclusive sido registrado correlagdo negativa (r = -0,30) entre
temperatura ¢ biomassa de cianobactérias na estagdo 1 (Tab. 3). De fato, o maximo de
desenvolvimento de cianobactérias ocorreu no periodo do minimo de temperatura, o que ja -
havia sido registrado para outra lagoa fluminense (Domingos, 1991). Cabe ainda citar os
exemplos de lagos com dominincia de cianobactérias na Escandinavia e até no Artico
(Blomgvist et al., 1994). Entretanto, uma acentuada queda da biomassa fitoplancténica
dominada por cianobactérias foi coincidente com uma queda de temperatura no periodo i,
quando se registrou o0 minimo do estudo (20° C).

Cabe considerar, entretanto, que as cianobactérias constituem-se um grupo
heterogéneo, no qual se verificam diferentes mecanismos fisiologicos, morfoldgicos e
ecologicos (Paerl, 1988), o que pode explicar alguns resultados controversos a respeito da
influéncia das varidveis ambientais sobre o sucesso desse grupo em condigdes ambientais.

As condigdes de menor transparéncia da agua coincidiram com o maximo de
biomassa de cianobactérias. A correlag@io inversa entre biomassa € ZewZmax (r =-0,32 e r

= -0,40) nas estagbes 1 e 3 (Tab. 3) ndo esta indicando o aumento do primeiro como causa
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do segundo, pois na verdade a resposta da biomassa ¢ posterior a diminui¢io da penetragio
de luz na coluna d’agua.

A baixa luminosidade € apontada como uma das varidveis importantes para o
sucesso de cianobactérias nos corpos d’4dgua, ndo apenas por seu menor requerimento por
esses organismos, mas também porque sua disponibilidade pode modificar a resposta de
cianobactérias 4 razdo dos recursos N/P (Smith, 1986; Smith e Bennett, 1999). Ao mesmo
tempo, a habilidade das cianobactérias em protegerem-se de altas insolagGes pode ter um
importante valor competitivo em ambientes rasos tropicais. Ja foi destacada a maior
velocidade das cianobactérias em relagdo as cloroficeas para produgio de feofitina, em
situagdes de repentina alteragfio da intensidade luminosa, como o provocado pela mistura
vertical na coluna d’agua (Schiewer, 1998), o que € previsivel em um ambiente de mistura
diaria da coluna d’4gua, como a Lagoa de Jacarepagud.

Resultados de crescimento de cianobactérias em locais turbulentos sdo citados por
Talling (1986) em regidio sujeita a ventos frequentes no Lago Sibaya (Africa do Sul) e por
Ganf (1974) no Lago George (Uganda). Este lago € sujeito a ventos fortes, sofrendo
estratificagdo e mistura das camadas d'agua diariamente. A comunidade € amplamenie
dominada por cianobactérias (70 a 80% da biomassa total) € os resultados quantitativos
antes e apds ventos fortes, revelaram aumento de duas a trés vezes, em média, da densidade
populacional de cianobaciérias apds o periodo dos ventos.

As cianobactérias estiveram relacionadas s baixas concentragdes de nitrato (r = -
0.29; ponto 1) e a oferta de N sob a forma de aménia (r = 0.42; ponto 1 e = 0.32; ponto 2).
Esses resultados vdo de encontro ao proposto por Blomqvist ef al. (1994), tendo sido um
dos fatores que explicou a substituigio das cloroficeas para cianobactérias ocorrida do
periodo 1 para o periodo II e 111

Blomgvist et af. (1994) demonstraram, atraves de experimentos, que condjr;ﬁes de
oferta de N sob a forma de nitrato eliminaram cianobactérias e que a oferta de N sob a
forma de amoénia seleciona cianobactérias nfo fixadoras de nitrogénio molecular, A
eficiéncia na absorgdao de amodnia (baixo Km) explicaria sua habilidade em superar outras
algas na competigio por amdnia. No conjunto de sistemas por eles, analisados foi
observado que a deplecdo do nitrato ocorreu antes do comego do crescimento de
cianobactérias. O mesmo foi observado no presente estudo ao final do periodo I € inicio do
periodo II. Concentragdes de nitrato acima de 20ug/L inibem o desenvolvimento de

cianobactérias (Blomqvist et a/., 1994). Realmente, a concentragdo de nitrato acima de
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27ug/L. coincidiu com a auséncia de cianobactérias na Lagoa de Jacarepagud no periodo I,
as quais depois de instaladas, entretanto, foram tolerantes a valores mais elevados (Fig. 3 e
Fig. 6). Porém, durante o periodo de maxima domindncia, ndo se observou nenhwun valor
acima de 32pg/L.

A escassa habilidade de cianobactérias para assimilar nitrato, em relagdo as células
eucaridticas, parece ser uma das razdes para a auséncia de cianobactérias no inicio do
estudo. Essa deficiéncia deve-se a diferenga na velocidade do processo de absorgdo de
nitrato entre células eucariontes e cianobactérias, uma vez que a presenca de nitrato induz a
atividade da nitrato redutase mais rapidamente nas primeiras (Blomqvist ef. al., 1994).

A biomassa maxima de cianobactérias registrada no periodo III esteve associada as
concentragdes de amdnia (r = 0,42 na estagdo 1 e r= 0,32 na estagdo 2), concordando com
os achados de Blomgqvist e al. (1994) que, através da realizacdo de experimentos e
observagdo de arribientes naturais, registraram estimulo ao crescimento de Microcystis por
amonia. Entretanto, estes mesmos autores destacam a baixa concentragio de N como fator
decisivo para a instalagio e sucesso de cianobactérias e, no presente estudo, o periodo de
maior sucesso desse grupo coincidiu com os valores mais elevados de amonia (Fig. 8).

Apesar disso, no periodo III, ocorreu brusca queda da biomassa de cianobactérias,
enquanto a concentragdo de amdnia estava no maximo (77uM). Tal fato foi associado &
reducio da temperatura, demonstrando a necessidade de considerarem-se efeitos
sinergisticos ao buscar-se analisar sistemas complexos € dindmicos como 0s ecossistemas
aquaticos.

Ainda como possiveis causas para implantacdo da dominancia de cianobactérias em
dois lagos, Shapiro (1997) considerou a possibilidade da influéncia do recrutamento de
formas de resisténcia do sedimento em condigdes favoraveis de nitrogénio e fosforo. Tais
possibilidades ja foram confirmadas para M. aeruginosa (Reynolds, 1987). Experimentos
realizados em laboratorio, com ¢ sedimento da Lagoa de Jacarepagua, manipulando-se a
razao da oferta N/P, no entanto, ndo demonstraram resultados conclusivos (Domingos,
dados ndo publ.).

Correlagio positiva entre cianobactérias e salinidade (r =0,59; 0,43 e 0,40 nas
estagdes 1, 2 e 3, respectivamente) fot observada nos 3 pontos de coleta (Tab. 3). Assim
como a concentragdo de CO; livre pode ser determinante para ambientes eutrdficos, a
salinidade ¢ igualmente seletiva para ambientes costeiros. As caracteristicas oligohalinas na

maior parte do estudo certamente foram importantes para a composi¢do da comunidade e,
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muito provavelmente, o aumento de salinidade observado no Periodo 11l excluiu
organismos mais sensivels ao aumento da pressio osmética, como foi o caso de
clorococales.

Como principais caracteristicas do aumento de salinidade, a partir da entrada de
agua do mar observada nesse periodo, podem ser citadas a diminui¢do da temperatura e da
razdo Zeuw/Zmax, provavelmente por ressuspensdo de particulas do sedimento em razio do
deslocamento da corrente mais densa no fundo.

O aumento da salinidade também confribui para reduzir a solubilidade do CO; e
provavelmente seu coeficiente de difusdo, embora esse decaimento seja considerado
pequeno (num fator de 0,85), nfio sendo decisivo para a determinagdo do sucesso
competitivo (Raven, 1991).

Entretanto, 0 marcado aumento da concentragio de amdnia no periodo III ndo
poderia ser atribuido & influéncia da 4gua do mar, por serem suas aguas geralmente mais
diluidas que as aguas continentais. A observag¢do “in situ” do ambiente estudado permitiu
constatar a alta influéncia negativa da salinidade sobre a macréfita aquética Eichhornia
crassipes (aguapé), espécie abundante até entdo e competidora por nutrientes dissolvidos
com o plancton. Os individuos dessa espécie ndo toleraram a salinidade alcangada no
periodo (10S),- provaveimente perdendo o turgor celular, tornando-se totalmente
desidratados e, finalmente, morrendo. Provavelmente, a decomposi¢gdo dessa enorme
biomassa contribuiu para os elevados valores de amoénia encontrados duas semanas apos 0
aumento da salimidade que, alids, representaram o maximo de nitrogénio 1norginico
disponivel (Fig. 8). Além disso, seu desaparecimento eliminou um importante competidor
por recursos dissolvidos e coincidiu com o maximo de biomassa do estudo e com 0 maximo
de cianobactérias.

A sucessdo entre aguapé e cianobactérias ja foi constatada de forma empirica pelos
pescadores locais. Para eles a “mancha verde”, agregados de células que podem ser vistos a
olho nu, é chamada de semente de “gigoga”. Referem-se a Microcystis como sementes de
aguapé, por ja terem observado a auséncia ou diminuigio do aguapé nas ocasides de
maximo desenvolvimento de M. aeruginosa.

Bulgakov e Levich (1999) afirmam que a concentragdo absoluta dos recursos
determina a biomassa total, mas a razio desses recursos determina a biomassa relativa dos
individuos. Mais especificamente, afirmam que a raziio N/P é um fator independente e

preponderante sobre os demais na regulagio da composi¢io nas associages do
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fitopldncton, ou seja, o fator que devera determinar toda a distribuicéo do fitoplancton nos
corpos d’dgua.

Apesar de ndo ter sido possivel o célculo da razdo TN/TP no presente trabalho,
varios s30 os autores que trazem essa questio como determinante para a domindncia de
cianobactérias (Smith, 1986; Bulgakov e Levich, 1999). No entanto, alguns estudos refutam
tal hipdtese (Canfield es «f., 1989; Blomgvist et al., 1994) e consideragdes mais recentes
(Reynolds, 1999) apontam as razdes N/P ndo como causa, mas efeito das comunidades que
estdo instaladas no meio ambiente, ¢ do uso diferenciado que fazem dos recursos nutrientes
disponiveis.

A partir dos nutrientes dissolvidos analisados, calculou-se a razéo NID/‘PO,:;'3 —
fosforo soluvel reativo, citada por Shapiro (1997) como uma das possivels causas para
implementacfio de cianobacténias. Ndo foi possivel estabelecer-se nenhuma correlagdo
conclusiva, embora a maioria dos resultados demonstre potenciais condi¢gdes de limitagdo
por nitrogénio, com poucos valores acima de 10 (razio atémical) (Tab.2).

Interpretagles que consideram apenas'a razdo dos nutrientes e ndo sua concentragio
disponivel para os organismos como causa para a composi¢io do fitopldncton podem estar
equivocadas; uma vez que sdo as concentragdes e ndo as razdes que definem a limitagio de
algum recurso (Reynolds, 1999). Para esse autor, as razdes podem ser apenas a expressao
do uso dos recursos pelo fitopldncton presente, uma vez que existem diferengas
interespecificas na cinética de absor¢do dos nutrientes, ou seja, a composi¢do do
fitoplancton seria causa das razdes observadas, € ndo sua conseqliéncia.

As concentragdes de N e P inorgénico dissolvido, que estiveram no final do periodo
I abaixo do minimo para suportar o crescimento celular (Reynolds, 1999) (0,1pM para P e
20 pM para N) (Figs. 6 e 8), foram as que proporcionaram a implantacdo de cianobactérias,
resultando no crescimento da biomassa desse grupo. Crescimento de cianobactérias em
concentragiio de P menor que 0,1pM, ou seja, menor que 3pg/l ja havia sido observado,
levando ao questionamento desses valores estabelecidos (Mann, 1995 citado em Reynolds,
1997).

Tais resultados nos levam a refletir sobre os minimos reais para cianobactérias ¢
para as algas em geral, sobre a eficiéncia de cianobactérias na utilizagdo de nutnentes de
fontes organicas ndo analisadas no presente estudo e também na eficiéncia de cada grupo na
utiliza¢do de nutrientes com fluxo “in continum”, como possiveis explicagdes para esses

resultados.
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Numa tentativa de identificar-se as estratégias da comunidade fitoplanctdnica
dominantes na Lagoa de Jacarepagua, buscou-se conhecer as associagdes presentes nos trés
periodos de estudo (Tab. 4).

O primeiro periodo foi caracterizado pela associagdo D, que engloba pequenas
diatomaceas de ambientes rasos e hipereutroficos, representada por Cyclotella sp., para a
associagdo X;, de nanocloroficeas desprovidas de movimento, encontradas em Aaguas
enriquecidas, representada por Oocystis sp. € Monoraphidium circinale (Nygaard) Nygaard,
X;, caracteristica do nanopldncton eutréfico € que inclui nanoflagelados. No caso de
Jacarepagua, Pyramimonas cf. grosii Parke (Prasinophyceac) revelou-se um bom descritor
do periodo I. O modelo de Reynolds (1997), ainda em construgdo, ndo contemplou em
nenhum grupo espécies salobras. A inclusio de P. cf. grossii em X, aqui proposta, € uma
tentativa de resolugdo do problema, buscando analogia com o proposto por Reynolds
(1997). Ainda no periodo 1 foram dominantes Scenedesmus quadricauda e Scenedesmus
obliguus (Turpin) Kiitzing var. dimorphus (Turpin) Ki’itzing, que fazem parte da associagdo
J de cloroficeas sem mucilagem, as quais estdo associadas a ambientes rasos e
enriquecidos. Reynolds (1997) enfatiza que ¢ comum a ocorréncia de Xy ¢ X; com a
associagio J. As associagdes do periodo destacaram, em geral, uma estratégia de rdpido
crescimento, eficiente absor¢do de nutrientes, incrementada pelo pequeno tamanho da
maioria dos descritores (nanoplidncton) e crescimento em alta intensidade luminosa.
Associagdo X; ja foi identificada e -associada as mesmas condiges em outra lagoa
fluminense (Huszar ef al., 2000).

No segundo periodo, de maior redugfio dos nutrientes dissolvidos, a associagdo J
esteve representada apenas por Scenedesmus quadricauda e a associagdo Y (apenas no
ponto 1), caracterisitco de 4guas enriquecidas, independentemente de auséncia ou nfio de
turbuléncia, com baixo requerimento por luz, que foi representada por Cryptomonas erosa
Ehrenberg. Esse periodo ¢ o do surgimento da associagio de-Microcystis aeruginosa
Kiitzing, M formadora de floragdes em ambientes bem mesclados, rasos de baixa latitudes,
com tolerdncia a baixa intensidade luminosa. Huszar ef al. (2000) ressaltaram o fato das
grandes coldnias de M aeruginosa assumirem uma forma achatada e ndo arredondada. O
mesmo verificou-se na Lagoa de Jacarepagud, confirmando a estratégia de melhor antena
de luz da qual esses organismos podem langar m#o, por aumentar sua razdo

superficie/volume (S/V).
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Tabela 4 — Percentagem das associagdes de espécies do fitopldncton (Ass.), a partir do grupo de espécies dominantes por periodo em
cada estagfo de coleta. As associagdes estdo de acordo com Reynolds (1997).

Periodo [ Ass, Periodo II Ass. Periodo 111 Ass.
21/08 a 11/12 23/12 a 30/04 15/05 a 11/09
13% | Scenedesmus quadricauda | ) 36% | Microcystis aeruginosa | M 80% | Microcystis aeruginosa | M
14% | S obliquus var. dimorphus | J 15% i Scenedesmus quadricauda | ] 11% Aphanizomenon sp. Sy
11% Qocysiis sp. X 11% Cryptomonas erosa X,
Ponto 1 | 8% | Monoraphidiun circinale | X, 8% Cyclotella sp. D
10% | Pyramimonas cf. grossii | X,
10% Cyclotella sp. D
5% Crucigenia sp. J
15% | S. obliquus var. dimorphus | ) 57% | Microcystis aeruginosa M 75% | Microcystis aeruginosa | M
6% | Scenedesmus quadricauda | ] 14% | Scenedesmus quadricauda |} 14% | Aphanizomenon sp. Sy
Ponto 2 | 8% | Pyramimonas cf, grossii X3
23% Cyclotella sp. D
Q,
7% Cyclotella sp. 1 UJ
13% | 8. obliquus var. dimorphus | ] 45% | Microcystis aeruginosa | M 72% | Microcystis aeruginosa | M
6% Chlorella minutissima J 16% | Scenedesmus quadricauda | ] 9% | Aphanizomenon sp. Sy
5% | Scenedesmus quadricauda | )
Ponto 3 - ~
11%{ Pyramimonas cf. grossii | X L
18% Cyclotella sp. D
9% | Monoraphidium cf. circinale | X,

o

an,



No Periodo III, foi amplo o dominio de Microcystis aeruginosa, associagdo M, mas
também surgiu Aphanizomenon sp., incorporado na associagdo Sn, seguindo o proposto por
Padisdk & Reynolds (1998), uma vez que mais de 90% dos individuos ndo apresentava
heterocito, demonstrando uma estratégia de melhor antena de luz do que fixador de
nitrogénio molecular. Cabe considerar a importincia da forma na adaptagio a baixa luz
(Reynolds, 1997). Kirk (1983) demonstrou matematicamente que a adaptagdo morfologica
traz mais eficiéncia para a absorgdo de luz do que o aumento da concentragdo intracelular
de pigmento uma vez que a interceptagdo da luz é primeiramente fungfo da geometria e
orientagdio da célula.

As duas ultimas semanas de amostragens revelaram um pequeno aumento de
heterocito nos individuos de Aphanizomenon sp. (15-20%), coincidindo com a deplegio de
amdnia. Considerando que a presenga de nitrogénio dissolvido no meio inibe a fixagdo de
N; (Tandeau de Marsac e Houmard, 1993), sua diminui¢do provavelmente foi o fator que
estimulou a expressdo do heterocito.

Em sintese, a alternincia da oferta de NO; ou NHy" como fonte de nitrogénio, a
transparéncia da agua, a temperatura ¢ a salinidade foram os principais fatores associados a
a substituigio de clorococales por cianobactérias € 4 alta domindncia de cianobactérias no
ambiente estudado. O sucesso de clorococales foi associado a sua estratégia de crescimento,
que se caracteriza pelo curto tempo de geragio em relagdo a outros grupos como
cianobactérias (Happey-Wood, 1988).

Fatores também importantes para a selecio das espécies presentes em Jacarepagua
como um todo podem estar relacionados a concentragdo de CO; livre.

A biomassa de clorococales e de diatomaceas, em geral, estiveram se opondo a de
cianobactérias, indicando diferentes estratégias de sobrevivéncia que estio em competigio,

favorecendo ora um, ora outro grupo para a dominincia na Lagoa de Jacarepagua.
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II - Producio de Microcistinas durante uma Floracao de M. aeruginosa numa Lagoa
Costeira Tropical Oligohalina (Lagoa de Jacarepagua -RJ, Brasil)

A constatagdo da ampla domindncia de cianobactérias e, mais especificamente, de
M. aeruginosu na Lagoa de Jacarepagud incentivou a investigagdo da toxicidade dessas
floragdes no tempo e no espago. Neste estudo foram consideradas somente duas estagdes de
coleta: Esta¢dio Rio Marinho e Estagdo Arroio Pavuna.

Com o declinio de cloroficeas, a comunidade fitoplanctdnica passou a ser dominada
pelas cianobactérias, cujo grande crescimento de M. aeruginosa (Fig. 11) e Aphanizomenon
sp. (Fig. 12) foi responsavel pelos maximos de biomassa observados. As cianobactérias
presentes na Estacio Rio Marinho ¢ na Estagdo Arroio Pavuna no periodo de floragdo
foram: Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon sp., Leptolyngbya sp. e muito raramente
Raphidiopsis sp. As biomassas destes dois ultimos foram em média duas ordens de
grandeza menores do que a de M. aeruginosa. Entretanto, estudos posteriores nos mesmos
pontos de coleta, demonstraram constincia dessas espécies, sempre em baixa concentragéo
(Domingos, dados ndo publicados).

As biomassas de M. aeruginosa ¢ Aphanizonﬁenon sp. foram maximas no ponto de
maior influéncia dos despejos antropicos (estagdo Arroio Pavuna) (Figs. 11 e 12}, indicando
um gradiente tréfico, que também foi demonstrado pela concentragéo de microcistina (Fig.
14). A literatura tem registrado floragdes de M aeruginosa relacionadas a altos niveis de
poluic#o orgénica (Branco e Senna, 1994; Chorus ¢ Bartram, 1999).

M. aeruginosa esteve relacionada a baixas concentragdes de NO5y™ (7= -0,29) e alta
de NH," (7= 0,41) na estagio Rio Marinho (Tab. 5). Esses resultados foram observados em
relacdo as cianobactérias como um todo e sdo coincidentes com os obtidos para AL
aeruginosa, em virtude da grande contribuicdo dessa espécie para a biomassa das
cianobactérias na Lagoa de Jacarepagua no periodo estudado.

Sucesso de Microcystis telacionado a aménia foi anteriormente constatado por
Blomgvist et al. (1994) que, através de experimentos e observagdes de ambientes naturais,
Tegistraram crescimento de Microcystis estimulado por aménia, mas ndo por mitrato. O
sucesso de Microcystis associado a alto suprimento de aménia € citado por outros autores
{Chorus e Bartram, 1999). Barica ef «/. (1980) constataram que adi¢des de N suprimiram a

espécie fixadora de N, Aphanizomenon flos-aguae, estimulando a espécie ndo fixadora M.
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acruginosa. Embora os valores de amdnia e de nitrogénio inorginico dissolvido total
tenham sido mais elevados na estagdo Arroio Pavuna, ndo foram constatadas as relagdes
com esses nutrientes observadas na estagio Rio Marinho, indicando a existéncia de uma
heterogeneidade horizontal no ambiente quanto as varidveis determinantes para a
composigdo € biomassa do fitoplincton.

O maior crescimento de M. aeruginosa foi diretamente associado 4 salinidade, como
demonstrado pela correlagdo positiva verificada no Rio Marinho (» =0,58) (Tab. 5) e no
Arroio Pavuna (r =0,38), (Tab. 6). Entretanto, esse resultado deve ser interpretado com
cautela, uma vez que ndo foi observado efeito direto de beneficio da salinidade para o
crescimento de M. aeruginosa, como foi constatado pelos experimentos realizados em
laboratdrio.

A ocorréneia e o sucesso de M. aeruginosa em ambientes salobros ndo tém sido
reportados com freqii€ncia na literatura (Sellner, 1997; Codd, 2000, Sivonen, 1990). Os
estudos existentes apontam para uma limitagdo do crescimento de M. aeruginosa em
condigdes de salinidade acima de 5S (Paerl ef al., 1984; Yunes et al., 1998).

No Brasil, registros comprovados da ocorténcia de cianobactérias toxicas em lagoas
costeiras ainda sdo bastante restritos, tendo sido citados para a Lagoa da Barra, Marica-RJ
(Azevedo e Carmouze, 1994), Lagoa de Jacarepagua, RJ (Molica, 1996) e Lagoa dos Patos,
RS (Yunes et al., 2000), mas ja demonstram a necessidade de uma nova abordagem no pais
para os problemas de ocorréncia de cianotoxinas em corpos de dgua.

Sellner (1997) enfatizou que os eventos de floragdes de cianobactérias em aguas
marinhas ¢ salobras estdo limitados a poucos tdxons: Trichodesmium, Richelia, Nodularia e
Aphanizomeron. Em sua revisdo esse autor ressalta que espécies comuns como Microcystis
ndo precisam ser consideradas quando se trata de floragdes em ambientes salobros ou
marinhos. Paerl (1996) constatou que a salinidade de poucas partes por mil pode ser uma
barreira efetiva para a persisténcia de muitas espécies toxicas que podem, com a mudanga
do meio continental para o meio marinho, ser incapazes de compensar 0 estresse osmaotico
do aumento de salinidade.

Entretanto, apesar de a salinidade de poucas partes por mil ser considerada uma
barreira efetiva para a persisténcia de muitas espécies toxicas (Paerl, 1996), foi registrada
durante o desenvolvimento deste trabalho nfo apenas tolerdncia, como biomassa maxima

de M aeruginosa em salinidade de 10S na Lagoa de Jacarepagua.
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Tab. 5 - Coeficiente de correlagio (#) entre biomassa (mg de C.L™") de Microcystis aeruginosa,
Aphanizomenon sp., Leptolyngbya sp., concentragdo de microcistina (ug/L) e quota celular de
microcisitna em Microcystis aeruginosa (pg MC/célula) e algumas varidveis ambientais na
estacfio 1 — Rio Marinho. Somente os resultados significantes (p<0,035) estdo mostrados.

Salinidade | D.S. |Clorofila aﬁ"emperatt@ Q.D. Nitratoj?nc‘miaj MC Zeu/Zmax | NIDIPO,3
| M.aeruginosa 0,58 |-0,38] 040 | -0,30 0,29 | 0,41 1 083 | -0,31 | 0,30
\Aphanizomenon | 0,65 |-0,45 | 0,48 | 0,58 0,29
Leptolyngbya 0,47 | -0.29 0,38 : 0,54
Quota celular 10,47 | 037 0,40 0,46
[Microcistina 041 | | 044 | l

Tab. 6 - Coeficiente de correlagio (#) entre biomassa (mg de C. L'} de Microcystis aeruginosa,
Aphanizomenon sp., Leptolyngbya sp., concentragio de microcistina (ug/L) e quota celular de
microcistina em Microcystis aeruginosa {pg MC/célula) e algumas varidveis ambientais na
estagdio 3 — Arroio Pavuna. Somente os resultados significantes (p<0,03) estdo mostrados.

| Profundidade | Salinidade| D.S. [Temperatura| O.D. | Aménia | MC | ZewZmax | NIDIPO,>

M.aeruginosa 0,38 [-0,39 | 0,89 | -0,38
Aphanizomenon 0,48 | 1042

\Leptolyngbya 029 029 | ]
Quota celutar 0,38 0,31 | 0,55 B 0,38 |
Microcistina 1 029 1-0,49 ) LT

Tab. 7 - Coeficiente de correlagio () entre biomassa (mg de C. L7) de Microcystis aeruginosa,
Aphanizomenon sp., Leptolyngbya sp., Raphidiopsis sp., concentragdo de microcistina (ug/L) e
quota celular de microcistina em Microcystis aeruginosa (pg MC/célula) e algumas variaveis
ambientais em todos o0s locais de amostragem.

Somente os resultados significantes (p<0,05) estio mostrados.

Salinidade| D.S. [Clorofila a| O.D. [ Amonia | MC [ZewZmax [NID/PO,[NID |

M. aeruginosa 0,39 | -027 0,57 |
Aphanizomenon | 0,50 | -0,27 0,38
Leptolyngbya 0,24 0,32
Raphidiopsis | 0,42 0,28

Quota celular 0,28 1 027 | 0,24
Microcistina | 0,28 [ -0,26 1 B

L
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Resultados obtidos em nossos estudos de laboratério demonstraram, entretanto, nio
apenas a adaptagdo de M. aeruginosa a salinidade, pelo menos até 10 S, como também seu
crescimento, ndo apenas em uma cepa, mas em todas as cepas testadas quanto a esse fator,
isoladas da Lagoa de Jacarepagua (Tab. 8).

A temperatura revelou fraca correlagéio inversa com a biomassa de M. aeruginosa
(r=-0,30) na estag¢fio Rio Marinho (Tab 5). A elevagdo de temperatura tem sido associada
ao crescimento de cianobactéria e particularmente de M. aeruginosa (Reynolds, 1987).
Esse autor demonstrou que M. aeruginosa cresce muito lentamente (0,1/d) em temperaturas
de 13 a 15° C ¢ que a taxa acelera rapidamente até alcancar 20° C e depois mais lentamente
até o maximo entre 27° e 37° C. Entretanto, a maioria desses trabalhos referem-se a
ambientes temperados, ou foram realizados com cepas adaptadas previamente a essas
condigdes, o que prejudica a comparagio de resultados de ambientes tropicais.

Cabe considerar que o menor valor de temperatura do presente estudo (20° C), de
fato coincidiu com uma diminui¢do de biomassa das éianobactérias, como ja demonstrado
anteriormente. Os meses de outono e inverno foram os de maior desenvolvimento de M.
aeruginosa no ambiente estudado, no entanto, a influéncia de outras variaveis deve ser
considerada também nessa resposta.

A correlagdo negativa entre M. aeruginosa e transparéncia da agua (d.S.) (—=-0,38 ¢
r= -0,39 na estagdo Rio Mannho e Arroio Pavuna, respectivamente, Tabs. 5 ¢ 6) concorda
com resultados observados em outros estudos (Reynolds, 1987; Jensen et al., 1994),
embora os ambientes sejam bastante diferentes quanto & profundidade e padrdo sazonal.
Ambientes tropicais apresentam alto periodo de insolagdo durante quase o ano todo. E
provavel que na Lagoa de Jacarepagua, em virtude da pouca profundidade, a luz seja um
fator que possa selecionar muito mais pelo excesso, principalmente para os individuos que
estejam localizados na superficie, do que pela escassez. Na verdade, a penetragdo da luz
atinge toda a coluna d” 4gua na maior parte do tempo, como observado através das medidas
da transparéncia da agua (d.S.) (Fig. 14). Zohary & Robarts (1989), trabalhando em lago
hipereutréfico da Africa do Sul, concluiram que os fatores principais para a dominancia de
M. aeruginosa foram a baixa turbuléncia e adaptagfio a alta incidéncia luminosa do
ambiente.

Na realidade, em ambientes temperados, o padrio sazonal de sucessdo das espécies

fitoplanctdnicas caracteriza-se por floragdes de cianobactérias no final do verdo, enquanto
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que nos trdpicos as diferengas sazonais nos fatores ambientais em geral ndo sdo grandes o
suficiente para induzirem ao deslocamento de cianobactérias por outras espécies, estando
muito mais sujeitos a eventos exiernos € abruptos no controle de sucessdo. Assim, a
presenga ou domindncia de cianobacténas verifica-se na maior parte do ano (Carmichael,
1996), fazendo com que os problemas associados com alta biomassa de cianobactérias e 0s
potenciais riscos para o ambiente e a saide humana com cianotoxinas aumentem.

Na Lagoa de Jacarepagud foi constatada persisténcia da domindncia de M.
aeruginosa e da produgdio de microcistina durante os anos de 1998 ¢ 1999 (Domingos,
dados ndo publ.), inclusive com aumento de biomassa e da concentragdo de microcistina.

A biomassa de M. aeruginosa e a concentragdo de microcistina na estagdo Arroio
Pavuna foram em média o dobro do observado na estagio Rio Marinho (Fig. 11 e Fig, 13),
sendo a maior diferenga principalmente ao final do estudo, com o aumento de biomassa que
foi observado somente na estagdo Arroio Pavuna. Esta estacdo recebe maior impacto de
rejeitos domésticos em relagdo a outra estagdo de coleta, tendo geralmente valores mais
elevados de nutrientes.

Todas as amostras analisadas a partir do primeiro registro da ocorréncia de M
aeruginosa na Lagoa de Jacarepagua em dezembro de 1996 demonstraram resultados
positivos para a presenga de microcistinas no fitoplancton, sendo o maximo observado no
periodo final do estudo e na estagdo Arroio Pavuna (Fig. 13).

NEo hé registro na literatura para a produgdo de microcistinas por Aphanizomenon,
mas ha para Planktothrix (Chorus e Bartram, 1999). Considerando-se a possibilidade de
Aphanizomenon sem heterocito ser identificado como Plarnktothrix, realizou-se uma andlise
de correlagdo entre a biomassa de Aphanizomenon € a concentragio de microcistina do
fitopldncton. A correlagdo positiva observada na estagéo Rio Marinho (= 0,58) (Tab. 5),
nZo se confirmou na estagdo Arroio Pavuna (Tab. 6). O valor positivo da correlagdo pode
indicar apenas a flutuagio da abundincia desse género que em geral acompanhou a de M.
aeruginosa. Além disso, a biomassa de Aphanizomenon representou, em média, de 10 a 15
% da de M. aeruginosa e seu desenvolvimento s se deu a partir de margo de 97.

As tentativas de isolamento e cultivo em laboratério de Aphanizomenon nédo tiveram
sucesso 0 que inviabilizou a investigag8o sobre o potencial téxico desse género para o
ambiente estudado.

Cabe considerar, entretanto, que apesar de Sellner (1997) concluir que

Aphanizomenon flos-aquae ndo produz toxinas em ambientes salobros, esses organismos
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podem liberar varias substincias no ambiente, alterando a composicdo do pléncton,
intbindo o crescimento de espécies como Chlorella, reduzindo a abundincia de bactérias e
da comunidade microheterotréfica € da populagéo de zooplidncton e reduzindo a herbivoria
planctdnica (Sellner, 1997).

As cepas de Leptolyngbya testadas ndo se mostraram téxicas nos bioensaios, nem
produtoras de microcistinas, quando analisadas por HPLC. Assim, a presenga de
microcistinas na Lagoa de Jacarepagua teve como causa principal, se ndo Unica, 0 sucesso
de M. aeruginosa nesse ambiente.

M. waeruginosa foi considerada a principal responsavel pela produg@o de
microcistinas na Lagoa de Jacarepagud, ndo apenas pela alta biomassa desenvolvida, como
também pelos resultados a partir de bioensaios e analise de HPLC, que revelaram produgéo
de hepatotoxina para todas as seis cepas testadas (Tab. 8).

Destaca-se a alta correlagio entre M. aeruginosa e microcistina (= 0.89 na estagdo
Arroio Pavuna e = 0,83 na esta¢do Rio Marinho) (Tabs. 5 e 6). Kotak et. af (1995) também
observaram alta correlagdio positiva entre a concentragio de microcistina € M. aeruginosa
em lagos hipereutréficos do Canada.

A correlagfo inversa observada entre a transparéncia da dgua (disco de Secchi) e M
aeruginosa (r =0,31 na esta¢io Rio Marinho e r= 0,38 na estagdo Arroio Pavuna) (Tab. 5 e
Tab. 6), provavelmente reflete a diminuigdo da penefragdo da luz na coluna d’agua em
consequéncia do aumento de biomassa ou mesmo o auto-sombreamento que M. aeruginosa
pode causar devido a sua capacidade de flutuagio.

Nzo foi detectada presenga de microcistina dissolvida na dgua em nenhuma das
amostras analisadas por HPLC. Sabe-se que microcistinas séo endotoxinas e que nio sdo
liberadas em niveis significativos para a agua sem lise celular (Carmichael ¢ Gorham,
1981). Em ocasides de diminui¢io da biomassa de cianobactérias no ambiente,
pressupondo decomposi¢do e lise celular (22/02/97, 28/02/97 e 06/03/97), as amostragens
foram intensificadas para uma frequéncia semanal, mas os resultados continuaram
negativos.

Watanabe et al. (1992), apds encontrarem mdicios de liberagio na agua de
microcistina (1,1 pg/L. ) causada pela decomposigio celular, afirmaram que a deteccgio de

microcistina na agua pode ser pequena devido a fatores como dispersdo ou decomposigéo.
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Tabela 8 - Cepas de Microcystis aeruginosa 1soladas da Lagoa de Jacarepagua que foram
testadas quanto ao crescimento em salinidade 10S e quanto 4 toxicidade.

Cepas Taxon Teste | Resultado | Crescimento ***
em salinidade 103
NPLI- 30 | Microcystis aeruginosa| HPLC Positivo* 0
NPLJ- 31 | Microcystis aeruginosa .

NPLIJ- 32 | Microcystis acruginosa ,
NPLJ- 33 | Microcystis aeruginosa| HPLC Pasitivo

NPLJ- 37 | Microcystis aeruginosa | Bioensaio | Positivo™* o
/HPLC

NPLJ- 39 | Microcystis aeruginosa o

NPLI- 40 | Microcystis aeruginosa .

NPLI- 41 | Microcystis aeruginosa Q

NPLI- 42 | Microcystis aeruginosa| HPLC Positivo

NPLI- 43 | Microcystis aeruginosa | - 0

NPLJ- 44 | Microcystis aeruginosa| HPLC Positivo

NPLI- 46 | Microcystis acruginosa .

NPLI- 47 | Microcystis aeruginosa | Bioensaio | Positivo .
MHPLC

* Os resultados positivos em HPLC indicam a ocorréncia de pelo menos um pico com
espectro de absorgfo no ultravioleta equivalente ao espectro de Microcistina-LR padrio.

** Os resultados positivos em bioensaio indicam a morte dos animais testados com
sintomas compativeis a hepatotoxicose aguda. '

***As condigdes de crescimento referem-se ao cultivo em meio ASM-1, acrescido da

concentragio de NaCl adequada. (0) indica pouco crescimento; (#) indica maior crescimento.
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Apesar da molécula de microcistina ser altamente estavel quimicamente e resistente
a hidrélise quimica ou oxidag¢dio em pH neutro, alguns fatores encontrados no ambiente
podem degrada-la ou remové-la da coluna d’agua por adsorgio.

Remogdo da molécula dissolvida na 4gua pode acontecer por adsor¢do em minerais
de argila numa eficiéncia de 81% (Morris ef al., 2000), por degradagéo bacteriana {(Cousins
et al., 1996), por fotolise pela luz solar (Welker e Steinberg, 1999), sendo mais eficiente a
luz UV, que degrada em minutos microcistinas LR e RR (Dawson, 1998).

Considerando que a estabilidade desse heptapeptideo ciclico pode garantir sua
persisténcia na coluna d’agua por até 15 dias em estado particulado e por até 30 dias em
estado dissolvido (Lahti et /., 1997), a ndo deteccgiio de microcistinas na agua apds
diminuigdo da biomassa de M. aeruginosa, poderia estar assoctada a um desses fatlores,
prncipalmente a decomposi¢do por fotolise, considerando a alta insolagdo das regides
tropicais, sobretudo nos meses de verdo e a decomposigdo bacteriana, favorecida pelas
elevadas temperaturas.

A produgdo de microcistinas por unidade celular de M. aeruginosa (quota celular)
foi calculada, e demonstrou uma flutuagdo no tempo e no espago (Fig. 15).

Adotou-se a apresentagdo dos dados em termos de quota celular, apesar do nimero
de células ter sido estimado de maneira indireta, (calculo do biovolume das coldnias) € de
ter-se assumido que M. aeruginosa foi a unica fonte de produgfio de microcistinas.
Consideramos que essa unidade seja mais representativa da toxicidade do que a produgio
por peso seco, mais ufilizada, uma vez que a limitagio de um fator particular para o
crescimento € para a taxa especifica de divisao celular pode provocar mudangas na massa
celular e conseqiientemente no conteddo de carboidratos e proteinas (Fogg e Thake, 1987).
Por esses motivos, recentemente, alguns autores tém optado pelo uso da quota celular como
unidade que melhor expressa a variagio da toxidez em microalgas (Orr € Jones, 1998).

A quota celular demonstrou alta variagfo no ciclo anual, com os valores maximos
sempre registrados em fases de diminuigiio da biomassa de M. aeruginosa, sugerindo a
possibilidade desta ter sido subestimada nas ocasifes em que pequenas coldnias
dominavam. Para estimar o volume celular, e indiretamente o nimero de células, procedeu-
se a realizagdo de medidas de comprimento (C), largura (L) e espessura (E) das coldnias. A
espessura foi a medida com maior dificuidade para ser obtida, principalmente nas grandes

colonias, em fungio de sua forma muito achatada. Assim, estabeleceu-se uma média para
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C/E e L/E para as diferentes faixas de tamanho das colénias. E possivel que coldnias
menores, na fase inicial do crescimento, apresentem maior variabilidade na razio C/E e L/E
do que coldnias maiores.

Qutra possibilidade € a que leva em conta que coldnias pequenas sdo provavelmente
formadas por individuos jovens, que podem estar em fase exponencial de crescimento, onde

. varios autores comentam que a sintese de microcistina ¢ maximizada (Watanabe e/ al.,
1989).

Um gradiente espacial também foi notado quanto 4 quota celular de microcistina
(Fig. 15). As duas estagbes tiveram um padrio ao longo do tempo que diferenciou
nitidamente os dois locais. Na estagdo Arroio Pavuna, regidio mais eutrofizada e portanto
mais produtiva, verificarem-se os maiores valores para quota celular de microcistina, da
mesma forma que para a concentragdo de microcistinas no fitoplancton e para biomassa de
M aeruginosa.

As variagdes ambientais ao longo da lagoa e ao longo do periodo estudado podem
contribuir para explicar a variagio da toxicidade da floragio. Ha interesse crescente em se
determinar as condigdes ambientais que regulam a concentragdo de microcistina no meio
para permitir intervengdes mais eficazes de controle da toxicidade de cianobactérias no
ambiente.

Dentre as variaveis que poderiam estar influenciando a toxicidade da floragéo de M.
aeruginosa na Lagoa de Jacarepagud, destacaram-se, através da analise de correlagéo, a
transparéncia e temperatura da agua e oxigénio dissolvido (O.D.) na estagfio Rio Marinho
(Tab. 5), a temperatura da agua, concentragio de aménia e razio NID/PQOy4 na estagio
Arroio Pavuna, Alguns autores afirmam que o conteido de microcistina por biomassa ou
por célula pode ser significativamente alterado pelas variaveis ambientais.

Resultados de estudos em laboratério demonstraram que a intensidade luminosa, a
temperatura, a concentra¢do de nutrientes (principalmente P € N) e o pH/CO, sdo fatores
importantes para o controle da produgfio de cianotoxinas (van der Westhuizen ¢ Eloff,
1983; Runnegar ef al., 1983; Van der Westhuizen and Eloff, 1985; Watanabe e Oishi, 1985;
Codd e Poon, 1988; Utkilen e Gj@ime, 1992).

Os resultados desses estudos em geral apontam para mudangas na concentragiio de
microcistina por unidade de biomassa de Microcystis (peso seco) num fator de até cinco

VCZES.
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A concentracdo de fosforo no meio pode modificar em torno de duas vezes o
contetido de microcistina por unidade de biomassa de M. aeruginosa (Utkilen e Gj@lme,
1992), enquanto que o nitrogénio tem sido associado a uma alteragdo de trés a cinco vezes
(Codd e Poon, 1988; Utkilen e Gj@lime, 1992). Por outro lado, varios estudos em
laboratdrio apontam para a independéncia de fatores ambientais como concentracdo de
fosfato (Watanabe e Oishi, 1985 e Codd e Poon, 1988) e de nitrogénio (Watanabe e Oishi,
1985) para o contetido de microcistina por unidade de M. aeruginosa.

Alguns autores afirmam que a temperatura pode modificar a produgio de
microcistina por unidade de cianobactéria de 1,4 a 4 vezes (Runnegar ef al., 1983; Van der
Westhuizen e Eloff, 1985; Watanabe e Oishi, 1985), entretanto os valores de temperatura
6tima da maioria desses estudos (entre 18 e 32° C) foram considerados por outros autores
sem nenhuma, ou com muito pouca influéncia sobre a mudanga do teor de microcistina por
unidade de biomassa de Microcystis (Ohtake et al., 1989).

Nestes estudos, fatores como temperatura, concentragdo de fosforo e de nitrogénio
nem sempre demonstraram respostas similares quanto a seu efeito sobre a produgdio de
microcistinas. Essas discorddncias podem significar diferentes respostas de diferentes cepas
a0 mesmo estimulo externo. Além disso, trabalhos mais recentes t€ém contestado a
estimativa do conteiido de MC/unidade de Microcystis avaliada a partir da biomassa em
peso seco, atribuindo a isso a existéncia de resultados tZo discordantes e também ao uso de
HPLC ¢ bioensaios com camundongos, técnicas diferenciadas, para estimar a toxicidade
(Utkilen e Gjzlme, 1992; Orr € Jones, 1998).

Esses autores optaram, respectivamente, por expressar a concentragdo de
microcistinas por unidade de cianobactérias em MC/proteina celular ¢ MC/célula (quota
celular).

Na Lagoa de Jacarepagui, a quota celular no ambiente flutuou espacial e
temporalmente em até 30 vezes. Os valores dessa variago foram superiores aos registrados
em experimentos de laboratdrio, cuja variagdo maxima da concentragio MC/peso seco de
M. aeruginosa esta entre quatro a cinco vezes {Chorus e Bartram, 1999).

Orr ¢ Jones (1998), que expressaram a produgdo em termos de quota celular,
concluiram que a variagdo dessa quota ocorre numa faixa de apenas 2 a 3 vezes, porque
para esses autores, a produgiio de microcistina é um processo completamente acoplado ao
crescimento celular, ¢ portanto, as varidveis ambientais ndo atuariam de forma isolada

sobre sua produgfo, mas sim sobre o crescimento do organismo que a produz.
64



Y

Cabe considerar que experimentos realizados em laboratdrio, por mais que busquem
aproximar-se das condigdes ambientais, conseguem apenas manipular as variaveis
selecionadas que nfio podem ser representativas da grande interagio de fatores ¢ suas
diferentes dinamicas, que ocorrem no meio natural. E possivel que a interagio e flutuagio
dos véﬁos fatores do ambiente contribuam para aumentar a faixa de flutuagdo da quota
celular.

Estudos para avaliar a influéncia de fatores ambientais na produgio de microcistina
em ambiente natural sdo escassos (Wicks ¢ Thiel, 1990; Kotak et «l., 1995 ¢ Watanabe,
1996; Kotak et al., 2000) e muitas vezes discordantes, mas talvez mais apropriados para
uma analise comparativa com os resultados do presente trabalho.

A correlagio positiva entre a quota celular de microcistina € O.D. na estago Rio
Marinho (= 0,40) (Tab. 5) pode ser interpretada como um ponto em concordéncia com a
hipétese da produgio de microcistina estar associada ao metabolismo primario, uma vez
que a concentragio de oxigénio dissolvido no meio estd diretamente envolvida com as
atividades de produgo e respiragdio. Essa correlagdo ja havia sido observada em outro
ambiente hipereutréfico tropical (Wicks e Thiel, 1990).

A temperatura, que € claramente um importante fator para o metabolismo celular,
mostrou-se discordante em termos espaciais na Lagoa de Jacarepagui quanto a influéncia
para a quota celular. A correlagdo foi direta na Estagdo Rio Marinho (7= 0,37) ¢ indireta na
Estacdo Arroio Pavuna (r = -0,31) (Tabs. 5 e 6).

Apesar de os trabalhos de laboratdrio encontrarem importante alteragdo do contetido
de microcistina/peso seco em fungdo da temperatura, o resultado de Kotal ef al. (1995) em
ambiente natural foi discordante. Esses autores ressaltaram a inexisténcia de correlagio
com temperatura, concluindo que esta ndo é um bom preditor para a concentragio de
microcistina “in situ”.

Entretanto, esses resultados foram obtidos em lagos do Canada, onde alguns corpos
d’agua podem permancer mais de 6 meses cobertos por gelo (Kotak et al., 2000). Estudo
semelhante na Africa do Sul revelou influéncia positiva do aumento de temperatura sobre a
concentragdo de microcistina no fitoplancton (Wicks € Thiel, 1990).

A correlagio direta entre a quota celular e amonia (r =0,55) e NID/PO4 2 r=038)
na estagdo Arroio Pavuna (Tab. 6) indicam a importincia dos nutrientes, particularmente
nitrogénio, para a sintese de microcistinas por M. aeruginosa. Esses resultados foram

opostos aos verificados por Kotak et al. (2000), que observaram correlagio negativa entre
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a biomassa de M. aeruginosa ¢ a razdo TN/TP no ambiente e que afirmaram ter encontrado
resultado semelhante para a quota celular em experimentos. Esses autores concluiram que a
dindmica de MC no fitopldncton dos lagos estudados foi relacionada a mudangas na
concentragdo de N € P € na razdo de N/P.

A analise de correlagdao revelou diferentes variaveis relacionadas a quota celular
para cada ponto de amostragem. Essas diferentes respostas revelam o mosaico espacial que
compde o ambiente natural € mostram a necessidade de considerar-se aspectos situacionais,
além dos gerais quando se trata um ambiente como um todo. Uma das possiveis causas para
a diferenga encontrada entre nossos resultados e os de Kotak ef al. (2000) pode ser o fato
desses autores terem optado por trabalhar com valores das médias de periodos sazonais,

eliminando a flutuagdo dos dados.

Quando reunimos os dados das duas estagdes de coleta e examinamos as condigdes
ambientais que se relacionaram com a quota celular de microcistina na lagoa, destacam-se
as concentragdes de nutrientes no meio (Tab. 7). Embora fracamente relacionadas, as
condicdes destacadas foram a alta concentragdo de amdnia € a maior razio NID/PO,> (r=
0,28 e 0,27, respectivamente) € NID (r= 0,24) (Tabs. 5, 6 ¢ 7). Nédo houve correlaqﬁo.com
fasforo soltvel reativo.

Estudos realizados em ambiente natural sdo discordantes quanto a importincia dos
nutrientes para a concentragdo de microcistina no meio. Enquanto Kotak ef al. (1995) e
Kotak ef al. (2000) verificaram forte correlagdo positiva com P ¢ inversa com N e TN/TP
em lagos do Canada, Wicks e Thiel (1990) nio acharam correlagfo forte com concentragio
de nutrientes orgénicos ou inorgdnicos.

O aumento da concentragdo de nitrogénio inorginico total (NID), de amédnia e da
razdo NID/PO,” influenciou a toxicidade da floragio de A aeruginosa na Lagoa de
Jacarepagua. Esses resultados associados as observagdes de correlagdo positiva com
aménia e com a razio NID/PO,” na estaciio Arroio Pavuna sugerem que as condigdes que
favoreceram o aumento da biomassa de M. aeruginosa podem também favorecer o aumento
da quota celular e revelam a importdncia do estado trdfico do ambiente em eventos de
floragdes toxicas de cianobactérias.

Esses resultados podem indicar uma associagdo entre produgéo de microcistinas € o
desenvolvimento de M. aeruginosa, sendo influenciados pelas mesmas varidveis

ambientais. Ndo foi observado nesse ambiente processo de produgdo de microcistinas
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acoplado ao crescimento celular de M. aeruginosa, como destacado por alguns autores
(Watanabe and Oishi, 1985; Kotak er af., 1995; Orr e Jones, 1998), de acordo com os
resultados da analise de correlagdo, embora seja indicada uma dependéncia dos dois
processos ligados 4s mesmas variaveis ambientais.

A flutuacio da concentragio de microcistinas no ambiente pode se dar em fungio da
biomassa e da variagdo da quota celular. Essa variago se explica pela existéncia de cepas
com diferentes quotas celulares de microcistina, inclusive ndo produtoras de microcistinas
{Chorus e Bartram, 1999). Além disso, a variagio pode ainda dar-se porque a quota celular
pode mudar em até cinco vezes como resposta a mudangas nas condig8es ambientais.

Varidveis ambientais sio importantissimas para o conteiido celular de microcistina
ou mesme sua concentragdo no ambiente. Primeiramente porque essas variavels interferem
na composicio especifica da comunidade fitoplanctdnica e em sua biomassa, selecionam
cepas dentro das populagdes mais bem sucedidas e podem mesmo estimular ou silenciar a
atividade de certos genes {Tandeau de Marsac e Houmard, 1993) .

A produgiio de microcistinas, assim como o estado fisiologico da célula pode ser
afetado por alguns fatores ambientais. A importdncia da luz para os organismos
autotroficos, da temperatura para o metabolismo celular, das concentragdes externas de
recursos nutrientes para a absorgdo celular coloca em evidéncia a necessidade de se
considerar esses fatores. Todos esses fatores serdo determinantes para o risco potencial e
quantidade de microcistina presente tanto em corpos d’ dgua para abastecimento humano,
quanto para uso recreacional.

A presenga de microcistinas na Lagoa de Jacarepagua oferece um risco real para
seus freqiientadores. A principal vocagio do ambiente é a pesca € o uso recreacional. A
presenca de microcistina LR ja foi confirmada em visceras, figado € nos musculos de
peixes da Lagoa de Jacarepagui (Magalhdes ef al., 2001), e representa um risco potencial
para seus usuarios € um grave problema de saide piblica, uma vez que nio ha controle do
comércio e destino dos peixes ali pescados. Além disso, condigdes de baixa maré, com
saida de agua da lagoa para o mar, manchas verdes das floragdes de cianobactérias séo
observadas no mar, proximo a entrada da lagoa, por mais de 24 h.

Considerando-se que as concentragdes recomendaveis pela OMS sdo de at¢ 20.000
celulas/ml para dguas de uso recreacional e que o rapido, irreversivel e severo dano ao

figado causado por microcistinas exige medidas preventivas, pois terapias tém muito pouco
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ou nenhum valor, torna-se enfaticamente recomenddvel medidas mitigadoras das floragdes

de cianobactérias nesse ambiente.
Diante dos fatos acima relatados, a Lagoa de Jacarepagua deveria estar incluida
num amplo programa de monitoramento e de manejo para controlar o desenvolvimento de

cianobactérias tdxicas e o uso desse corpo d’agua pela populagio.
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I - Crescimento e Produgido de Microcistinas por M. aeruginosa em Diferentes
Condigdes de Salinidade ¢ em Competi¢ido com E, crassipes — Macroéfita Aquatica

A partir das coletas realizadas na Lagoa de Jacarepagua foi possivel isolar-se 20
cepas de cianobactérias, sendo 13 de M weruginosa. Apds testes iniciais de toxicidade e
crescimento com as cepas isoladas, selecionou-se a cepa NPLJ-37 para realizagdo dos
experimentos a seguir, por estar dentre as mais tdxicas de acordo com as analises por HPLC
(Tab. 8). Os experimentos foram realizados variando-se 0 meio de cultivo, a salinidade € a
presenca ou auséncia de L. crassipes, para verificar o crescimento ¢ a toxicidade da cepa
selecionada, sob essas condigdes.

Cultivos realizados com variagdo de salinidade (Controle; Condigdo 23; Condigio
5S e Condigdo 108), obtidos com a adi¢do de NaCl ao meio ASM-1, permitiram constatar
que a salinidade de 10S inibiu fortemente o crescimento de M. aeruginosa, ndo sendo
praticamente observado crescimento nessa condig@o (Fig. 16). A concentragio de clorofila
a diminuiu continuamente durante o0 experimento, demonstrando nitidamente a
inviabilidade das células nessa condigdo (Fig. 17).

Resultado semelhante foi observado para outra cianobactéria (Nostoc muscorum)
que teve seu crescimento celular completamente inibido a 11S de NaCl (Blumwald e Tel-
Or, 1982).

O estresse que a condig¢do 105 representou para o desenvolvimento da cepa NPLJ-
37 pode ser constatado através da forte inibigdo ao crescimento celular. Esse
comportamento € esperado, uma vez que células sujeitas a choques ou variagdes ambientais
respondem reduzindo sua taxa de crescimento como consegiiéncia de modificagdes
profundas no seu metabolismo geral e no seu padrio de expressdo génica (Tandeau de
Marsac e Houmard, 1993).

Na condigdo 58, houve limitagdo do crescimento, evidenciado pela redugdo de 45%
da taxa maxima de crescimento (p max.) e do tempo de duplicagdo (G) em relagdio ao
controle (Tab. 9). O aumento da concentragio de clorofila a ao final do cultivo (Fig. 17)
pode ter sido efeito de auto-sombreamento, o que indica a viabilidade das células nessa
condi¢io, embora com baixo crescimento.

Cabe considerar que foi observada em Nostoc muscorum grande tolerdncia e

adaptagdo do aparato fotossintético ao aumento da salinidade, sugerindo que as mudancgas
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Figura 16 - Curva de crescimento da cepa NPLJ-37 cultivada em meio ASM-1
sob diferentes condicdes de salinidade: Controle (A'); 2S (A); 55 (B}
e 10S (C), obtidas por adigdo de NaCl.
* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes
ao nivel de significancia de 5%.
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Tabela 9 — Valores correspondentes a taxa de crescimento maximo (uméx.) e tempo de duplicagdo (G), da
cepa NPLJ-37, cultivada em meio ASM-1 sob diferentes condigdes de salinidade, obtidas por adigio de
NaCl; cultivada em meio ASM-1 com 4gua da lagoa e cultivada em meio ASM-1 com 4gua da lagoa em
presenca e auséncia de aguapé, sob diferentes condigdes de salinidade (Controle; 25; 58 e 108).

* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes entre linhas e (#) significa resultados
estatisticamente diferentes entre colunas, ao nivel de significincia de 5%.

Microcystis aeruginosa (NPLI-37)
Taxa de Tempo de | ANOVA ANOVA
crescimento () | duplicagiio em dias | entre linhas expe";‘i‘gznms
()
. NaCl—controle 0.40 1.7 A¥*
| NaCI-(25) 0.38 1.8 A
NaCl —(58) 0.22 3.1 B ()
NaCl — (10S) 0.07 9.2 C (9
Agua lagoa + ASM-1-controle | 0.40 1.7 A }
Agua lagoa + ASM-1- (25) 0.38 1.8 A
| Agua lagoa + ASM-1- (5S) 0.35 _ 2.0 B | (®)
Agua lagoa + ASM-1- (10S) 0.23 3.0 C | (9
L o
Sem aguapé - controle 0.39 1.7 ‘ A (o)
Sem aguapé - (2S) 0.40 1.7 A
Sem aguapé - (5S) 0.33 2.1 B (o)
Sem aguapé - (108) 0.22 3.1 C (o)
Com aguapé — controle 0.26 2.7 A (*) J
Com aguapé - (25) 0.45 1.5 B
Com aguapé - (5S) 0.55 1.3 C (*)
Com aguapé - (10S) 0.36 1.9 D { (*)

Tabela 10 — Rendimento maximo (R) do aguapé obtido a partir da variagfio do peso em gramas para cada

condicio de cultivo.
* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes entre linhas (tratamentos), ndo houve

diferenga entre colunas (experimentos), ao nivel de significincia de 5%.

com M. aeruginosa sem M. aeruginosa
Controle 1,49 A* 1,52 A
25 141 B 1,69 A
35 0,96 C 122 B B
108 0,80 D i,14 B |
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estruturais no sistema tilacdide estiveram envolvidas no processo de adaptagdo das céliulas
de N. muscorum a maior salinidade (Blumwald e Tel-Or, 1982). Esses autores
demonstraram que danos ao sistema tilacoide durante a adaptacgdo ao sal foram restaurados
principalmente a partir da sintese de clorofila, enquanto que a sintese das ficobiliproteinas

nio foi totalmente restaurada.

Experimentos realizados com Microcystis firma, variando estudos com choque
gradual ou repentino de sal demonstraram, entretanto, forte redugfio das atividades
metaboélicas (fotossintese e respiragdo), do crescimento € da concentragdo de clorofila,
somente nas culturas submetidas a mudanga de salinidade repentina, mas ndo nas
submetidas a mudanca gradual (Erdmann et al., 1992).

A curva de crescimento na condigio 2S aproximou-se do observado para o controle.
A taxa de crescimento e o tempo de duplicagio apresentaram nessa condigfo uma ligeira
redugiio de 5% em relagio ao controle (Tab. 9). O aumento da concentragio de clorofila a
nas condigdes controle ¢ 28 condizem com o esperado para células em bom estado
fisiologico durante a fase de crescimento expénencial (Fig. 17).

Poucos s@o os registros sobre a permanéncia de M. aeruginosa em ambientes de
salinidade, sendo o valor de tolerincia maxima encontrada na literatura consultada em
torno de 5 - 6 S. Estes estudos realizados em ambientes sujeitos a variago de salinidade,
com ocorréncia de M. aeruginosa, mostraram diminuigdo de biomassa como efeito do
aumento da salinidade (Yunes et al. 1998; Paerl er al. 1984), atribuindo a pequenas
mudangas de salinidade (0,2 a 0,5S) a capacidade de eliminar até mesmo uma intensa
floragdo de M. acruginosa (Paertl et al., 1984).

A taxa méxima de crescimento registrada (1L max. = 0,4) na condigo de salinidade
zero aproximou-se do ja observado em um estudo com a cepa NPLI4 oriunda do mesmo
ambiente (Molica, 1996). Em geral, espera-se que o crescimento maximo de M. aeruginosu
seja em torno de 0,6/d para culturas coloniais (Reynolds, 1987), como € o caso da cepa
estudada neste trabalho.

A andlise de varidncia e o teste de Tuckey entre as médias de p max. para cada
condi¢do de crescimento com p< 0,05 revelou que o p max. da condi¢io controle € da
condi¢io 2S ndo foram diferentes ao nivel de significincia de 5%, mas que houve diferenga
entre as demais médias.

A salinidade mostrou-se um fator desfavoravel aoc crescimento e a viabilidade das
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células de M. aeruginosa, quando representada apenas pelo aumento da concentragio de
tons orgénicos, particularmente Na' e CI. Tais resultados contradizem o observado nos
estudos de campo, que permitiram associar 0 maximo de biomassa de M. aeruginosa ao
maximo de salinidade (108) do periodo estudado.

A variagdo da concentragio de carboidratos intracelulares (Cgin) (Fig. 18) e
extracelulares (Cggy) (Fig. 19) foi considerada como indicativa do estado metabdlico das
células. No 9° dia de cultivo, observou-se um aumento da concentragdo de Cpyy na
condigdio de crescimento 10S, cuja concentragdo tornou-se maior do que Cggx. O actimulo
de Cgyn ¢ devido a diminuigo de sintese protéica, com conseqiente utilizagdo em grande
parte do carbono inorgdnico fixado para a sintese de carboidratos. A predomindncia dessa
via metabdlica indica uma fase de acmulo de reserva energética celular ¢ também redugfo
do crescimento populacional, caracteristico da fase estacionaria de crescimento, na qual se
encontravam as células dessa condigdo experimental.

A resposta adaptativa de cianobactérias e de outras microalgas ao aumento da
salinidade se da principalmente pelo acimulo de solutos orgdnicos de baixo peso
molecular, que substituem {ons e sdo menos téxicos que esses, mesmo em grande
concentragdo (Tandeau de Marsac e Houmard, 1993).

Esses solutos sdo acumulados‘ dentro da célula numa concentragdo que varia
diretamente de acordo com a salinidade externa e sfo capazes de contrabalangar mais de
20% da pressdo osmotica externa (Reed e Stewart, 1988).

Em células pouco tolerantes, principalmente em cepas oriundas de agua doce €
salobra, os solutos acumulados sdo dissacarideos (principalmente sucrose € trealose) (Reed
e Stewart, 1988). Essa resposta pode estar associada ao aumento de Cpyn demonstrado
pelas células da cepa NPLJ-37. Alguns estudos realizados com Microcystis firma (Erdmann
et al, 1992) e M. aeruginosa, (Yunes et al., 1998), demonstraram acumulagio de
glucosilglicerol durante aclimatagfio a maior concentragdo de sal, o que € tipicamente
observado em cepas de tolerdncia intermedidria a salinidade (Reed e Stewart, 1988).

Estas cepas, entretanto, podem acumular sucrose como metabdlito secundaro,
quando em baixa salinidade, sendo que a sintese do dissacarideo é mais.rapida que a de
glucosil ¢ glicerol (Warr ef al., 1987, citado em Reed e Stewart, 1988). Dessa forma, a

produgdo de carboidratos simples torna-se vantajosa em espécies presentes em ambientes

74



50
45 ]
40

. 35 1
{g carboidrato 10 |

intracelular! 35

10° células 20 |
15 4
10 4

0 3 6 9 12
tempo (dias)

|—0—Controle —#—2S ~A—55 ~#—10S |
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sujeitos a repentinas alteracdes de salinidade, como estuarios e lagoas costeiras, e pode ser
uma estratégia importante para o sucesso de M. aeruginosa na Lagoa de Jacarepagua.

O aciumulo maximo de Cgyy foi obtido em condigdo de salinidade 10S, indicando o
estresse das células a essa condigdo de crescimento. Drastico aumento no conteido de
acucares também foi observado para Nostoc muscorum em presenga de NaCl (11S)
(Blumwald e Tel-Or, 1982).

Ao final do cultivo, com a exaustdo dos nutrientes dissolvidos, o meio de cultura
tornou-se limitante para o crescimento celular, causando um estresse nufricional que
resultou no aumento do Cggx, cuja concentragio foi diretamente relacionada com a
salinidade do meio.

Aumento da excregdo de carbono orginico por M. aeruginosa ja foi observado em
situagdes de aumento de salinidade (num gradiente de 0,5 a 30S), quando se registraram
niveis de excregdo do C orginico que representaram em média o dobro do controle (Paerl ef
al., 1984). -

No meio natural, outras moléculas orgénicas e/ou inorganicas, além do NaCl,
podem ser representativas do aumento de salinidade e tomarem-se decisivas para 0 sucesso
de M. aeruginosa no ambiente. A fim de investigar essa hipdtese, realizou-se um
experimento com a mesma variagdo de salinidade em meio ASM-1 utilizando-se,
entretanto, a agua da lagoa (Confrole - 0S; Condigdo 2S; Condi¢do 5S e Condigdo 10S),
nas mesmas condigdes de crescimento.

O crescimento na condigdo Controle e 28 (Fig. 20) aproximou-se do observado nas
mesmas condi¢gdes do experimento realizado com NaCl, como péde ser constatado a partir
do valor de p max. e de G (Tab. 10). A analise de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey
demonstraram a existéncia de médias significativamente diferentes dentre os trés
tratamentos. O pmax da condigfio 2S foi diferente da condigdo 58S e da condigdo 108,
enquanto que as médias de i max da condigZ@o controle € condi¢do 2S foram semelhantes
a0 nivel de significancia (o) de 5%.

As condigdes de crescimento com maior salinidade (558 e 10S), entretanto,
revelaram aumento de i max. e de G em relagdo ao experimento com NaCl, evidenciando a

importincia da composigdo do meio natural como fator que contribuiu para o sucesso de M
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Figura 20 - Curva de crescimento da cepa NPLJ-37 cultivada em meio ASM-1
com agua da lagoa sob diferentes condigbes de salinidade: Controle (A*);
28 (A); 55 (B) e 108 (C).
*Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes, ao
nivel de significancia de 5%.
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aeruginosa no ambiente. Cabe considerar que provavelmente o mesmo ndo aconteceu com
o controle nem com a condi¢do 2S em fungfo da dilui¢io que se fez necessaria para
alcancar a salinidade desejada. A salinidade no meio natural na época da coleta era de 5S.
Dessa forma, para o valor de 10S acrescentou-se NaCl e os sais do meio ASM-1, enquanto
que para se obter a condigio controle e C 28, foi necessario diluir com agua deionizada a
agua da lagoa que foi utilizada para o preparo do meio de cultivo. Poderia esperar-se,
portanto, maior crescimento nessas duas condigfes, o que nfio invalida a observagdo do
beneficio que o meio natural trouxe sobre o crescimento da cepa NPLJ-37, em comparagéo
a0 meio apenas com NaCl.

A ANOVA e o Teste de Tukey entre os dois experimentos (meio com NaCl e meio
com agua da lagoa) para cada condi¢io de crescimento mostrou que ha semelhanga entre as
médias das céndiq:ﬁes controle e 28 e que ha diferenca entre o umax. obtido nas condigdes
58 e 10S ao nivel de significdncia de 5%.

Resultado semelhante ja foi constatado por Pearl e af. (1984), testando diferentes
condi¢Ges de salinidade em experimentos, usando NaCl ou usando a salinidade do meio
natural. No primeiro caso, a inibigdo do fator estudado (absorg¢do do C inorginico) foi
muito maior com NaCl do que nos mesmos valores de salinidade usando a agua do
ambiente. Estes autores concluiram que NaCl ndo foi suficiente para substituir a salinidade
da 4gua natural, embora a inibigdo tenha sido devido ao NaCl, ja que sua auséncia ma
muistura artificial eliminou completamente a inibigdo.

Entretanto, o crescimento de M. aeruginosa na condigiio de maior salinidade
permaneceu 41% mais baixo que o das condigdes controle e 28, a partir dos valores de
max. e de G, evidenciando que esse valor de salinidade foi uma condigio desfavoravel para
o crescimento da cepa NPLJ-37.

Por outro lado, a comparagdo entre resultados que séo observados em laboratdrio e
os que sdo observados no meio natural tem se mostrado dificil e muitas vezes invidvel, em
virtude da complexidade que envolve a dinidmica e intera¢io de fatores bidticos e abidticos,
cuja resultante € a condigio do momento que observamos no ambiente ¢ da qual s
apreendemos uma parcela muito reduzida das informagdes.

Na Lagoa de Jacarepagui outros fatores, além da salinidade, certamente estariam
influenciando a resposta de M. aeruginosa no meio natural. Dentre os fatores considerados,

destacou-se a drastica diminui¢do da biomassa da macréfita aquatica Eichhorina crassipes,
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conhecida popularmente como aguapé, jacinto da agua ou gigoga, com a elevagio da
salinidade do meio. Os poucos individuos ainda presentes encontravam-se visivelmente
desidratados, ou em estado de decomposigio.

Essa observagdo despertou o interesse numa investigacdo sobre a possivel influéncia
dessa comunidade no crescimento de M aeruginosa no meio natural. Cabe destacar que a
populagéo de E. crassipes sempre foi extremamente abundante na superficie do corpo d’
agua, e em condigdes de salinidade at¢é 4 — 5S seus individuos mantiveram-se
aparentemente saudaveis.

Para a realizagio desse experimento procedeu-se ao cultivo de M. aeruginosa em
meio ASM-1 com agua da lagoa em auséncia e em presenga de aguapé nas diferentes
condigdes de salinidade (Controle; Condi¢do 2S; Condigdo 58 e Condigdo 108S).

As condig¢des de cultivo nesta etapa ndo permitiram uma comparagdo direta com os
realizados anteriormente, uma vez que algumas das condigdes de crescimento foram
diferentes. Dessa forma, a comparago entre as variaveis testadas (crescimento e produgio
de MC por M. aeruginosa) foram restritas ao cultivo em meio ASM-1 com 4gua da lagoa
em auséncia € em presenga de aguapé.

O crescimento de M. aeruginosa na auséncia de aguapé mostrou, de forma
semelhante ao observado na etapa anterior, maior crescimento na condigdo controle € na
condigdo 28, enquanto que a condigdo 10S foi a de menor crescimento (Fig. 21). O pmax. e
o G nas condigdes controle e 2S aproximaram-se entre si ¢ foram, em média, 15% maiores
do que o observado para a condi¢io 58 e, em média, 45% maiores do observado para a
condigdo 10S (Tab. 9). -

A ANOVA e o teste de Tuckey revelaram semelhanga entre as médias de pmax.
das condigSes controle e 28 e diferenga entre essas e as condigdes 58 e 10S, que também
foram diferentes entre si, ao nivel de significdncia de 5%.

O crescimento de M. aeruginosa em meio ASM-1, com agua da Lagoa de
Jacarepagud, em presenga de aguapé nas diferentes condigdes de salinidade (controle — 0S;
condiggo 28; condigdo 5S e condigfio 10S) revelou maior crescimento nas condigdes com
maior salinidade em relag@o ao controle (Fig. 22). Os valores de p max. e de G na condigdo
controle foram 42%, 53% e 28% menores do que nas condigdes de salinidade 2§, 55 e 108,

respectivamente.
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Figura 21 - Curva de crescimento da cepa NPLJ-37 cultivada em meio ASM-1
com agua da lagoa sob diferentes condi¢ctes de salinidade, em auséncia

a de aguapé - Controle (A*); 2S (A); 5S (B) e 10S (C).

* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes, ao

nivel de significdncia de 5%.
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Figura 22 - Curva de crescimento da cepa NPLJ-37 cultivada em meio ASM-1
com agua da lagoa sob diferentes condi¢des de salinidade, em presenca
de aguapé - Controle (A*); 28 (B); (C) 5S e 10S (D).
* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes, ao
nivel de significancia de 5%.

81



L
S

A ANOVA e o Teste de Tukey mostraram que 1 max. de todas as condigbes de
salinidade foram diferentes entre si, ao nivel de significincia de 5%.

Os resultados revelaram que o aumento de salinidade na presenga de FE. crassipes
fol favoravel ao sucesso de M. aeruginosa, quando comparados com o crescimento na
auséncia desta espécie de macrofita.

A média de p max. obtidas nos diferentes meios de crescimento (em presenga € em
auséncia de E. crassipes) para cada condi¢io de salinidade foi analisada utilizando-se
ANOVA e Teste de Tukey, que revelaram nas condigdes controle, 5S e 108 diferenga entre
as médias € que somente na condigdo 2S as médias foram semelhantes ao nivel de
significancia de 5%.

Provavelmente o choque osmdtico provocado pelos maiores valores de salinidade
para essa macrofita causaram danos irreversivels aos individuos, com perda da agua e do
turgor celular. Dessa forma, a maior salinidade nfo apenas eliminou a competigdo pelos
nutrientes do meio, como pode ainda ter trazido uma fonte extra de nutrientes, a partir da
decomposi¢do das proprias plantulas, favorecendo duplamente a populagio de M
aeruginosa.

Tais resultados podem significar uma vantagem competitiva de E. crassipes sobre
M. aeruginosa para incorporagdo dos nutrientes dissolvidos no meio em condigdes de
salinidade mais baixa. Nessas condigdes, a comunidade funcionaria como importante fator
de controle para o desenvolvimento da populagdo de M. aeruginosa nesse ambiente.

A eficiéncia de E. crassipes para a absor¢do de nutrientes dissolvidos € um fator
conhecido. Por esse motivo costuma ser usada em planos de manegjo para controle de
poluigdo do meio aquatico (Petrucio, 1997). Numa lagoa costeira do litoral fluminense, ja
foi verificada eficiéncia de at¢ 90% na absorg@o do aporte de N e P dissolvido por essas
macrofitas. Os valores de salinidade acima de 48, entretanto, resultaram em diminuigfio da
eficiéncia da absorgdo pela planta (Petrucio, 1997).

O impacto do aumento da salinidade sobre L. crassipes foi testado para investigar o
crescimento dessa macrofita nas diferentes condigdes de cultivo.

Cabe ainda considerar que, embora a condi¢do de crescimento 10S ndo tenha sido a
de maior desenvolvimento de M. aeruginosa, pode ocorrer no meio natural um aporte
muito maior de nutrientes, proporcionalmente a biomassa de M. aeruginosa, do que foi

possivel investigar em condigBes experimentais. Ou seja, uma vez que a maior salinidade
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Figura 23 - Variagdo do peso Umido (g) de E.crassipes, cultivada em meio ASM-1
com agua da lagoa, em presenca de M. aeruginosa, sob diferentes
condictes de salinidade: Controle (A*); 2S (B); (C) 58 e 10S (C).

* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes, ao

nivel de significancia de 5%.
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Figura 24 - Variacéo do peso Umido (g) de E.crassipes, cultivada em meio ASM-1
com agua da lagoa, em auséncia de M. aeruginosa, sob diferentes
condicdes de salinidade: Controle (A*); 2S (A); 5S (B) e 10S (B).
*Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes, ao
nivel de significancia de 5%.
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testada fot a que maior dano trouxe a macrofita, sua ocorréncia no meio natural poderia
gerar maior disponibilidade de nutrientes no meio e um crescimento celular maior do que
o constatado no experimento, podendo esse evento explicar os resultados observados no
meio natural. Cabe considerar que foi utilizada apenas uma pldntula por frasco no
experimento.

Além disso, a luminosidade pode tornar-se outro fator limitante para M. aeruginosa
nos periodos de grande desenvolvimento de E. crassipes, tornando sua eliminagdo ainda
mais favoravel ao desenvolvimento das microalgas e cianobactérias no meio.

Para testar a tolerdncia de E. crassipes ao aumento de salinidade, foi realizado um
experimento em meio ASM-1 com 4gua da lagoa nas mesmas condigdes de salinidade ja
testadas em presencga (Fig. 23) e auséncia (Fig. 24) de M. aeruginosa.

Os individuos de E. crassipes em meio com M. aeruginosa tiveram um crescimento
inversamente proporcional a salinidade, mostrando a influéncia negativa da salinidade
sobre essa populagio. Os individuos crescendo na condigio de salinidade 10S
demonstraram perda crescente de peso, nio observando-se nenhum crescimento. Os
individuos que cresceram em salinidade zero foram os mais bem sucedidos, o que também
foi verificado a partir dos valores do rendimento maximo (R} (Tab. 10).

Comparando-se os rendimentos obtidos em cada condigdo, observou-se 0 maior
valor em salinidade 0 e 0 menor em salinidade 10S. A analise de varidncia (ANOVA)e o
teste de Tukey revelaram que o R da condigdo 10S foi diferente do rendimento da condigdo
controle e da condi¢io 28, ao nivel de significancia (o) de 5%.

Dois estudos apontaram para intolerdncia dessa macrofita ao aumento de salinidade,

_ que pode causar sua morte a partir de 208 (Petrucio, 1997) e perda d’ 4gua com necrose dos

tecidos em 10S ( Sharma e Edem, 1991, citado em Petrucio, 1997).

O crescimento de E. crassipes em meio sem M aeruginosa teve resultado
semelhante, embora em todas as condigles de salinidade testadas tenha sido observado
maior crescimento de aguapé em relagio ao meio com M. ageruginosa. Os individuos na
condigdo de salinidade 10S s6 perderam massa no final do cuitivo e os da condigo 5S ndo
demonstraram perda liquida de peso.

O rendimento na condigdo10S, entretanto, permaneceu sendo o menor dentre 0s
quatro (Tab. 10). A ANOVA e o teste de Tukey demonstraram que as condi¢des controle e
2S foram semelhantes entre si, assim como as condigdes 5S e 108, e que as condigdes

controle e 28 foram diferentes de 5S e 10S ao nivel de significincia (o) de 5%.
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Porém, a comparagdo entre os rendimentos (R) de Zichhornia crassipes de cada
condigdo de crescimento (0S, 2S, 5S e 10S), obtidos nos cultives em presenga e em
ausénecia de M. aeruginosa (Figs. 21 e 22) revelaram, a partir da ANOVA e do teste de
Tukey, auséncia de diferenga significativa entre as médias dos dois cultivos (o = 0,05).

Diante da constatagdo do efeito positivo indireto do aumento de salinidade sobre o
crescimento da cepa NPLJ-37 e considerando que lagoas costeiras sdo corpos d’ dgua
sujeitos a freqiientes variagdes de salinidade, cabe refletir sobre as conseqiiéncias dessas
variagGes ambientais sobre a toxicidade da populagdo de M. aeruginosa, e em conseqiiéncia
sobre o ambiente como um todo.

A produgiico de microcistinas pela cepa NPLJ-37 foi investigada nas mesmas
condigdes utilizadas nos cultivos anteriores.

O cultivo em meio ASM-1 com NaCl demonstrou maior produgio de MC nas
condi¢es intermediarias de salinidade (2S e SS), enquanto os menores valores foram
observados nas condigdes extremas de salinidade testadas (controle - 0S e 108) (Fig. 25 e
Tab. 11). A concentragdo de MC normalizada para 10° células nas condigdes intermedirias
foi em média 85% e 67% maior do que nas condigdes de salinidade 10S e 0S,
respectivamente. A condigio controle foi a de menor produgéo dessa toxina por célula.

A comparagio entre os valores obtidos em cada condigdo de crescimento,
utilizando-se a andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey demonstrou que existe
diferenga entre os 4 tratamentos ao nivel de significancia (o) de 5%.

Qs valores obtidos para concentragio de MC no cultivo em meio ASM-1 com dgua
da lagoa, sern aguapé sob diferentes condigdes de salinidade (Fig. 26) foram maiores que
os obtidos no crescimento com aguapé, com excegdo da condigdo de maior salinidade, onde
os valores no cultivo com aguapé foram sempre maiores.

Comparando-se a concentragio de microcistinas/10° células para cada condigio de
crescimento, obtida no meio em auséncia de Eichhornia crassipes a ANOVA e o teste de
Tukey revelaram a existéncia de diferenga entre os 4 tratamentos ao nivel de significincia
(o) de 5%. Resultado semelhante foi obtido para os valores obtidos no meio com £.
Crassipes.

A concentragio MC/ 10°® células obtida em meio com a presenca de aguapé (Fig. 27)

foi significativamente diferente da obtida em auséncia de aguapé. Somente os valores do 7°
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Figura 25 - Concentracdo de microcistinas (MC) na cepa NPLJ-37 normalizadas
para 10° células, cultivada em meio ASM-1 sob diferentes condigbes de
salinidade, obtidas por adigao de NaCl - Controle (A*); 2S (B); 5S (C})

e 105(D).
* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes, ao
nivel de significdncia de 5%.
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Tabela 11 — Valores correspondentes a concentragio de microcistinas {(MC) na cepa NPLJ-37,
cultivada (a) em meio ASM-1 sob diferentes condigdes de salinidade, obtidas por adig¢do de
NaCl; (b) em meio ASM-1 com agua da lagoa sem aguapé, sob diferentes condigles de

salinidade e (¢) em meio ASM-1 com agua da lagoa, em presenga de E. crassipes,

diferentes condigdes de salinidade (Controle; 2S; 5SS e 10S).
*Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes entre condigdes de cultivo
e (*) significa resultados estatisticamente diferentes entre experimentos, ao nivel de
significdncia de 5%.

Meio de Condigdo de ng de microcistina ANOVA ANOVA
cultivo cultivo /108 células entre condigbes | entre experimentos
(a)  Controle 0,7 A*
ASM-1e 28 5,5 B
NaCl 58 1.4 C
10S 0,8 D
A
(c) 4° dia 130 (o)
Controle 7°dia 44
10° dia 53 (o)
B
4° dia 170 ()
A’SM‘I 28 7° dia 180 (o)
e Agua da 10° dia 160 (9)
lagoa
sem 4° dia 80 : (9
aguape 58 7° dia 150 (o)
10° dia a4 (o)
D
_ 4° dia 110 (o)
108 7° dia 59 (o)
10° dia 63
A
(b) 4° dia 35 (o)
Controle 7°dia 48
10° dia 70 (o)
B
4° dia 125 (o)
ASM-1 | g 7° dia 406 (o)
€ dgua da 10° dia 180 (%)
lagoa
com £ dia 94 s (*)
AgUAPC | g 7° dia 416 (o)
10° dia 103 (o)
D
4° dia 65 ()
108 7° dia 31 (o)
10° dia 58

sob
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dia de cultivo da condig8o controle e do 10° dia em 10S niio foram significativamente
diferentes segundo o Teste t, ao nivel de significincia de 5%.

Nos cultivos obtidos nas duas condigdes de salinidade intermediaria (2Se 5S), a
maior concentragio de MC ndo foi observada na fase log, tanto no crescimento com aguapé
como no crescimento sem aguapé. A condi¢do controle sem aguapé teve a concentragdo
maxima de MC no final fase log. Entretanto, os expenmentos com aguapé foram
desmontados com 10 dias de cultivo, em virtude da inviabilidade das pldntulas, apds esse
periodo, principalmente nas maiores salinidades. Esse periodo ndo representa o inicio da
fase estaciondria, € sim o final da fase log, como pode ser observado nas curvas de
crescimento da cepa NPLI-37 (Figs. 17 e 20). A extragio das toxinas foi feita nos 4°, 7° e
10° dias de cultivo.

A salinidade influenciou a concentragdo de microcistinas, sendo que a tendéncia
para maior produgdo de microcistinas nas condigdes intermediarias de salinidade e para a
menor produgdo nas condigdes extremas, mantiveram-se nos dois experimentos. Resultados
semelhantes foram observados em estudo com cepas de ambiente costeiro brasileiro por
Yunes ef al. (2000), que demonstraram maior produgdo de MC nas salinidades
intermediarias do que nas extremas. Esse resultado foi surpreendente, uma vez que os
valores de salinidade intermediarios (1,0S e 1,5S) e os valores extremos (0,55 e 2,55)
utilizados foram bastantes distintos daqueles testados no presente estudo. Experimentos
realizados com Nodularia spumigena demonstraram valores maximos para ¢ crescimento
celular nos valores intermediarios de salinidade (12S e 24S) e menor crescimento nas
salinidades extremas (0S e 35S), mas o mesmo ndo foi observada para a produgdo de
nodularina (Blackbumm ef al., 1996).

Cabe considerar que as cepas testadas, odundas dos diferentes ambientes, ja
apresentavam uma pré-adaptacio aos diferentes valores de salinidade de seus locais de
origem. Dessa forma, os valores intermediarios de cada ambiente sfo na verdade a faixa
mais freqilente de exposi¢io & qual o organismo estd adaptado e podem representar uma
condigio favordvel para essas cepas. Paerl ef al. (1984) registraram inibi¢do severa da
absor¢do de C inorgénico por M. aeruginosa em salinidade acima de 5S, enquanto que
abaixo de 2§ a inibi¢do néo foi tio pronunciada e pareceu ser até levemente estimulante. E
provavel que o gasto energético e metabdlico, além dos diferentes requerimentos

nutricionais para adaptacio acada condi¢io de salinidade, sobretudo as condigdes
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Figura 26 - Concentragéo de microcistinas (MC) na cepa NPLJ-37 normalizadas

para 10° células, cultivada em meio ASM-1 com &gua da lagoa em
auséncia de aguapé sob diferentes condi¢bes de salinidade; Controle
(A®); 25 (B); 55 (C) e 10S (D) em auséncia de aguapé.

* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes,
ao nivel de significancia de 5%.
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Figura 27 - Concentrag&o de microcistinas (MC) na cepa NPLJ-37 normalizadas
para 1086 células, cultivada em meio ASM-1 com agua da lagoa sob
diferentes condi¢Ges de salinidade: Controle (A*); 2S (B); 5S(C) e
108 (D) em presencga de aguapé.

* Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes,
ao nivel de significancia de 5%.
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extremas, resultem na diminui¢do da produgdo de certos metabolitos secundarios pelas
células, como microcistinas.

Ao mesmo tempo, amaior produgio de microcistinas observada nos valores
intermediarios de salinidade representa um grave problema para o ambiente natural,
sobretudo ambientes de transi¢do entre o continente € 0 meio marinho, nos quais valores
extremos de salinidade sfio os menos freqilentes € a domindncia sdo as condigdes
intermediarias entre os dois. Neste contexto os principais usos desses ambientes para a
populacfio: areas de lazer e pesca tormam-se improprios, com rtiscos a saide de seus
usuarios. A importincia de ambientes costeiros como bergdrios naturais de varias espécies
de peixes e outros pescados, inclusive de importdncia econdémica, que muitas vezes sdo
capturados longe da fonte de contaminagdo, acrescenta um novo tisco, uma vez que néo ha
controle sobre as espécies que entram nesses ambientes para procriagio e que podem ali
contaminar-se, acumulando em seus tecidos concentragdes elevadas de toxinas e trazer
perigo para o consumo humano. |

Dessa forma, o acelerado processo de eutrofizagdo e assoreamento que, dentre
outros fatores, tem levado a uma maior dificuldade de circulagio da dgua do mar nessas
lagoas costeiras, estaria também favorecendo a sele¢io de cepas toxicas adaptadas a valores
de salinidade facilmente encontrados nestes ambientes (2S a 5S), e com isso estendendo a
ocorréncia de cepas toxicas de cianobactérias de distobuigio antes restrita ao meio

continental a novos ambientes.
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CONCLUSOES

1) A dominidncia de cianobactérias na Lagoa de Jacarepagud esteve principalmente
associada a salinidade, a disponibilidade de NO;" e NH;" como fonte de nitrogénio, a

transparéncia da 4gua e a temperatura.

2) Cloroficeas e diatomiceas funcionaram como boas indicadoras de condigdes
desfavordveis ao desenvolvimento das indesejaveis cianobactérias toxicas, uma vez que a
biomassa de cloroficea e de diatomacea, em geral, estiveram se opondo a de cianobactérias,
indicando diferentes estratégias de sobrevivéncia. Dessa forma, o conhecimento da
dinidmica das populagdes fitoplanctonicas da Lagoa de Jacarepaguéd mostrou-se importante
para 0 monitoramento das condig¢des do ambiente. Informagdes sobre a estrutura e dindmica
dessa comunidade, como associagdio de espécies dominantes, biomassa € composi¢io

taxondmica séo de interesse fundamental para o entendimento desse ecossistema.

3) A biomassa maxima de M. aeruginosa foi verificada no periodo de maxima salinidade
(10S), coincidindo com o desaparecimento das macrdfitas aquaticas (principalmente
Eichhorina crassipes) da regiio, que demonstraram ser afetadas pelo aumento da
salinidade. Ao mesmo tempo o periodo de menor desenvolvimento de biomassa de
cianobactérias coincidiu com alta biomassa de E. crassipes. Resultados obtidos a partir de
dados experimentais revelaram que a salinidade ndo € em si um fator favoravel ao
desenvolvimento de M. aeruginosa, embora as cepas testadas tenham demonstrado

crescimento até 10S.

4y Ao mesmo tempo, os experimentos revelaram que a salinidade de 10S limitou
fortemente o desenvolvimento de E. crassipes, em relagdio aos demais valores testados. Os
resultados revelaram ainda que M. aeruginosa em meio de salinidade 105 teve maior
crescimento em presenga da macréfita, do que no meio sem E. crassipes, indicando que os
danos causados pela salinidade ao aguapé representam um fator positivo para o

desenvolvimento da cianobactéria.

5) Uma provavel competi¢io entre a comunidade fitoplanctdnica e a de macrofitas exerce o
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papel de controle sobre o desenvolvimento das populagdes de cianobacrérias. Essa
competigdo foi eliminada pelo aumento de salinidade, em favor de Microcystis aeruginosa.
Pescadores locais demonstram ter conhecimento da existéncia de um ciclo de alternincia
entre as duas comunidades quando afirmam que a mancha verde (M. aeruginosa) € a
semente da gigoga (E. crassipes). Essa concluséo revela a observagdo do fendmeno de
alternancia entre as duas comunidades que pode ter sido entendido da seguinte forma: antes
da gigoga morrer, langa suas sementes na agua, € quando as sementes se desenvolvem, e

portanto desaparecem, as macrofitas atingem seu crescimento maximo.

6) A presenca do aguapé pode ter exercido algum tipo de controle sobre a produgdo de
microcistina pela cepa NPLJ-37 e evidencia seu uso potencial para o controle do
crescimento e toxidez de M. aeruginosa em futuros planos de manejo na lLagoa de
Jacarepaguud. Uma medida que a principio mereceria especial atengfo seria o
monitoramento das condi¢gdes de salinidade, que afetam drasticamente Eichhornia
crassipes, no sentido de evitar a disponibilizagio dos nutrientes incorporados na biomassa
do aguapé para a comunidade de cianobactérias. Valores da salinidade proximos a 108
deveriam caracterizar um estado de alerta, quando poderia organizar-se uma estrutura que
garantisse rapida intervengio no sentido de retirar-se a biomassa de aguapé acumulada na

lagoa antes de iniciar sua decomposigéo.

7) Foi observada alta correlagdo direta entre concentragio de microcistina (ug/l) e a
biomassa de M. aeruginosa (r= 0,87), 0 que explica a existéncia das mesmas varidveis

ambientais influenciando as duas respostas.

8) Os maiores valores da quota celular no ambiente natural foram observados durante o
periodo de ocorréncia de coldnias jovens. A quota celular demonstrou fraca correlagio
direta com os nutrientes disponiveis (NH,", NID) e com a razio destes (NID/PO4>), o que

ja havia sido observado em outros estudos de campo ¢ de laboratério.

9) A concentragio de microcistinas na Lagoa de Jacarepagua fol regulada principaimente
pela biomassa de M. aeruginosa, uma vez que a maior quota celular de MC foi registrada
para as colOnias jovens e com menor biomassa.
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10) A produgdo de microcistina foi influenciada por variagdes externas de salinidade, em
condi¢Bes experimentais. A maior producdo de microcistinas foi observada nos valores
intermediarios das salinidades testadas, evidenciando o risco da presenga de M. aeruginosa
para 0 ambiente, uma vez que s8o essas as condigdes mais frequentemente registradas para
esse meio. Os estudos de campo ndo demonstraram correlagdo significativa entre salinidade
¢ a quota celular de microcistina em M. aeruginosa, uma vez que ndo houve resposta linear
da produgdo de MC em respeito a salinidade. Cabe ainda ressaltar que as observagdes
realizadas no ambiente natural séo o resultado do conjunto de varias populagdes de cepas,
enquanto que o estudo experimental foi realizado apenas com uma cepa, o que pode limitar

a interpretagdo dos resultados.

11) S3o necessarios mais estudos no ambiente natural que investiguem as condigdes
ambientais que influenciam a concentragdo de microcistinas no meio ¢ a quota celular dos

organismos produtores.

12) A evidéncia da existéncia de cepas de M. aeruginosa halotolerantes revela a
necessidade de uma mudanga na abordagem da ocorréncia de floragdes de cianobactérias
toxicas em ambientes costeiros. Essa ocorréncia representa um problema para o
ecossistema e para o0 homem, uma vez que lagoas costeiras ¢ estudrios sdo bergarios para a
reprodugdo de muitas espécies de animais e de peixes de interesse comercial que podem
acurmnular a toxina. A presenga de microcistinas na Lagoa de Jacarepagua oferece um risco
real para seus frequentadores. A principal vocagdo do ambiente € para pesca e uso
recreacional. A presenga de microcistina LR ja foi confirmada em visceras, figado e nos
masculos de peixes da Lagoa de Jacarepagud, representando um risco potencial para seus
usuarios ¢ um grave problema de saude publica, uma vez que nZo hé controle do comércio

e destino dos peixes ali pescados.

13) Considerando-se que as concentragdes recomendiveis pela OMS sdo de até 20.000

células/ml para aguas de uso recreacional e que o rapido, irreversivel e severo dano ao

figado causado por microcistinas exige medidas preventivas, uma vez que terapla tem
muito pouco ou nenhum valor, torna-se enfaticamente recomendavel medidas mitigadoras
das floragdes de cianobactérias nesse ambiente. Diante dos fatos acima relatados, a Lagoa
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de Jacarepagud deverta estar incluida num amplo programa de monitoramento € de manejo
para controlar o desenvolvimento dessas algas téxicas € 0 uso desse corpo d’agua pela

populagio.
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ANEXO 1

Diagrama dos Experimentos do Capitulo ITI
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Cultivo de M. aeruginosa no meio ASM-1 e NaCl
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Abstract: We describe phenotype characters of cyanobacterial populations,
dominating in the Tabocas reservoir, State of Pernambuco, Brazil, in the period
February-June 1996. Massive development of cyanoprokaryotic species in the
reservoir was then responsible for cyanotoxin production into the water. As a
consequence, over 50 people died after intoxication by cyanotoxins in the
hemodialysis center in Caruaru, Brazil. All the dominating cyanobacterial species
from Tabocas reservoir belong exclusively to the tropical, not well known species.
The basic phenotype descriptions and ecological characters of Aphanothece stratus,
Romeria caruaru (spec. nova), Aphanocapsa cf. cumulus, Microcystis protocystis, M.
panniformis, Chroococcidiopsis cf. indica and Aphanizomenon manguinii are
included in the article. - Two important conclusions can be drawn from our results: (1)
Numerous important specific and little known cyanobacterial types occur in tropical
regions, different from these ones kmown from temperate zones, and (ii) the
"picoplanktic” populations can be formed by cells liberated from macroscopic
colonies of benthic and periphytic species. Our results support also the hypothesis
about the toxicity of cyanobacteria from various taxonomic groups and various
biotopes, and urge further study of the natural populations from little known tropical
biotopes by combined traditional and modern molecular methods.

Key words: Cyanobacteria, Cyanophytes, taxonomy, ecology, plankton, toxicity,
tropical regions, Brazil.
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Introduction

From February 17% to May 26, 1996, 116 of 130 patients (89%) experienced visual
disturbances, nausea and vomiting following routine treatment at-a-hemodialysis
center in Caruaru city, State of Pernambuco, Brazil. As of August 4" fifty-five of the
patients died having a common syndrome associated with liver hemorrhage or liver
failure: Microcystins (hepatotoxins produced by cyanobacteria) were detected in
water from Tabocas reservoir from which the water for the town Caruaru (and for the
dialysis center) was supplied, and in serum &nd liver tissues of case patients. The
intoxication by microcystin was found to be responsible for this tragedy (SANTA CRUZ
& FERNANDES 1996, JOCHIMSEN & al. 1998).

Toxins produced by cyanobacterial water blooms in eutrophized reservoirs and
ponds :{(CARMICHAEL 1992, 1997, CobD 1995) could not be dangerous in simple -

" contact with skin of people and animals, and can cause only allergies and minor
" intoxications. However, .under special conditions, they can lead to death if they are
- accumulated in drinking water for warm-blooded animals, and then, of course,

become to be dangerous for men in water supplies for human communities, as was
just the case of Caruaru (CARMICHAEL & FALCONER 1993, CoDD 1995, and others).

For this reason, many projects, symposia and studies have been focused on

cyanotoxins recently. The importance of this subject in Brazil follows from numerous
studies concerning the trophic level and development of cyanobacterial water-blooms
in Brazilian reservoirs (AZEVEDO & al. 1994, HUSZAR & al. 1998, NASCIMENTO & al.
1998, DOMINGOS & al. 1999, SILVA & al. 2001 etc.). The toxicity among almost all
ecological groups of cyanobacteria was already detected (CODD 1995). However, the
data about facultative (or permanent) toxicity or non-toxicity in various populations
and species are still not satisfactory. The poor knowledge of cyanobacterial diversity
in nature is complicating factor in this research. :

The wide diversity and ecological specificities of cyanobacteria were proved. In
spite of morphological simplicity and similanity, the cyanoprokaryotic phenotype
taxonomic units ("species") are not ubiquitous and do not have cosmopolitan
distribution; the cyanoprokaryotic diversity from tropical regions is particularly
insufficiently known. The correct identification of field samples from various
biotopes is difficult and its importance underestimated, and lot of various concepts
and arbitrary used names cause the misleading 1deas about ecology, ecophysiology
and distribution of various cyanobacterial types.

Therefore, the taxonomic evaluation of cyanobacterial samples and strains from
Tabocas reservoir was complicated. Moreover, the samples were collected and
cultures were isolated with a certain delay, so that they do not correspond exactly
with cyanobacterial community from the time of tragedy. The Microcystis- and
Aphanizomenon-types were recognized in the first samples, but their identification on
the species level was difficult in both cases. Toxicity of the morphologically similar
Microcystis flos-aquae (from temperate zone) 1s not known with certainty; the best
known Aphanizomenon-species (4. flos-aquae) 1s ecologically and geographically
delimited in temperate zones, and was never found with certainty in tropical
countries. Interesting strains containing the "picoplanktic" solitary cells (about 1 pm
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in diameter) and mucilaginous colonies with cells of the similar type were isolated,
but their identification with known species was impossible.

In spite of problems with evaluation of taxa within. cyanobacteria, the
identification of field samples according to traditional phenotype characters is
important for the toxicological studies. The cytomorphological evaluation of

cyanoprokaryotic taxa, found in samples and strains from Tabocas reservoir near

Caruaru, is therefore the content of this article.

Methods

All natural samples from the Tabocas reservoir were collected in the sub-surface. In
1996, the sampling was done from March until May. In 1997, a scientific project:aims -

.to study limnological characteristic of the reservoir, and relationship with
- cyanobacteria - dominance was started (NASCIMENTO & al. 1998); since" then

phytoplankton samples were collected fortnightly.

Tabocas reservoir is located approximately 40 km from Caruaru (08°06°15°°S;
36°13°23°*W). The dam was built in 1969 to retain water for unganon and drinking
purposes. Its direct catchment area covers a surface of 384 km® and the maximum
capacity is 13.6 x 10° m’ (theoretical volume). At this optimal capacity, the maximum
depth is 23m in front of the dam. A dry season lasts from August to February in this
region, with precipitation average of 407 mm. This region is semi-arid with
temperatures over 18° year-round.

The analyses of phytoplankton before 1996 performed by Water Treatment
Company from Pemambuco State (COMPESA) showed that cyanobacteria were
dominant in the reservoir since 1990 with Microcystis, Anabaena and
Cylindrospermopsis  identified as the most common genera (NASCIMENTO & al.
1998).

The following samples were studied by light microscopy:

(1) Nine natural! samples collected in March and May 1996, preserved by Lugol
solution. Ten additional samples, containing planktlc populations from years 1997
and 1998 were available.

(2) Cultures of natural samples collected during 1996, containing mixtures of several
types (species).

(3) 41 more or less monospecific (but not bacteria-free) strains, isolated from natural.
samples.

According to the observations of first natural samples under optical microscope,
three basic cyanoprokaryotlc types occurred abundantly: one filamentous
Aphanizomenon-species, two Microcystis-species and small-celled morphotypes with
cells about 1 pm in diameter. Unfortunately, only one type of Microcystis and
“picoplanktic" strains were isolated in culture. Cultivation was performed in liquid
cultures using ASM-1 medium (GORHAM & al. 1964), at 23° C with a photoperiod of
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12h and 45 pmol photon.m™s™”. The isolated strains were studied by electron
microscopy as described in KOMAREK & CEPAK (1998).

From the small-celled colonial strains containing three-different morphotypes
(colonies of the Aphanothece-, Aphanocapsa- and Romeria-types) two morphological
deviations with rod-like cells were selected for sequencing to prove their taxonomic

. relationships. For comparison, one phenotypically distinctly different strain of -

Chroococcidiopsis was used. For 16S rDNA sequencing, cultures of monospecific
isolates were harvested by centrifugation and genomic DNA was isolated by phenol
extraction, chlorophorm extraction and sodium acetate/ethanol precipitation. The

- . almost complete 165 rDNA from the genomic DNA was amplified by PCR by Pfii -

DNA polymerase using primers corresponding to nucleotides 8-27 of the RNA-like
strand and 1458-1437 of the complementary strand of Symechococcus PCC 6301
(TOMIOKA & SUGIURA 1983). The PCR product was directly cloned into -pGATA
positive selection vector (Takara) and trasformed into E. coli strain- DH5a.

-Sequencing of plasmid DNA was carried on ABI PRISM 310 sequencer (Perkin-

Elmer). Sequence comparisons were made with the help of the RDP database
(MADAK & al. 2000). :

Results and discussion

The samples from the Tabocas reservoir contained rich community of planktic
microflora, characteristic for freshwater tropical, eutrophic water bodies, in which
numerous coccal green algae, mainly from the genera Ankistrodesmus, Coelastrum,
Monoraphidium, Pediastrum, Scenedesmus, Tetraedron, etc. were commonly present,
dccompanied by several Diatom species (e.g., from the genus Nit=schia).
Cyanobacteria were another dominant group in phytoplankton. We do not have the
data about abundancy of various species from the cntical time of the Caruaru tragedy,
but the cyanobacteria were commonly present in later samples, and their tendency to
form water blooms was evident.

Seventeen cyanoprokaryotic morphotypes (“species” in traditional sense) were

. Tecognized according to the phenotype features (Table 1), from which six appeared in

higher biomass: Aphanocapsa cf. cumulus, Aphanothece cf. stratus, Leptolynghya sp.,
Microcystis protocystis, M. panniformis and Pseudanabaena cf. galeata. The tropical
Aphanizomenon manguinii was condominant among water bloom forming species.
Later, charactenstical strain of Synechococcus sp. appeared in cultures, which could
be, however, a contaminant.

The common presence of two picoplanktic cyanobacteria (with spherical and rod-
like cells) was remarkable. However, cultivation of strains indicated that these
solitary cells were liberated from massive benthic mucilaginous colonies,
corresponding morphologically well to the genera Aphanothece and, possibly,
Aphanocapsa, namely to Aphanothece stratus and Aphanocapsa cumulus recently
discovered by KOMAREK & CRONBERG (2001) from Botswana, southern Africa. The
name of Aphanocapsa cumulus was used originally for the identification of all
picoplanktic specimens from Tabocas reservoir (comp. DOMINGOS & al. 1999).

" Picoplarktic cyanobacteria are usually considered to be unicellular types of the



genera Cyanobium, Synechococcus and Synechocystis (KOMAREK 1999). Typical
picoplanktic species from these genera surely exist, but obviously some distinct
freshwater picoplankters from Tabocas reservoir were liberated cells from colonies
(and regular growth stages) of benthic and periphytic-cyanobacteria living primarily
in mucilaginous colonies.

Comments to studied species:

(1) “Picoplanktic species" (Aphanothece stratus, Aphanocapsa cf. cumulus,
Romeria caruaru spec. nova)

In phytoplankton samples (unfiltered water) two types of picoplanktic cells-were
found: fine rods with cells 0.8-1.5 x 0.4-0.6 pm, and spheres about 0.5-1.0 pm in
diameter. Similar cells were found in mucilaginous colonies from benthic samples.
The ~solitary cells corresponded to the genera Cyanobium and Synechocystis
respectively, and were originally identified, together with benthic -colonies, -by
KOMAREK [in litt.] as "Aphanocapsa cumulus + solitary living spherical cells". This
designation was used also in the first study about the Caruaru. picoplanktic
cyanobacteria (DOMINGOS & al. 1999).

It was recognised, that in cultures the most common clones belonged to the
"Cyanobium-type" with very short rod-like to oval cells. This type occurred frequently
in five natural samples and was isolated in 12 subcultures. Solitary cells were rarely
agglomerated into small mucilaginous clusters with several, loosely dispersed cells,
enveloped by fine, colorless and diffuse slime. In older cultures (especially at the
stationary phase of growth), the fine macroscopic, mucilaginous colonies of irregular
shape, to 2 cm in diameter, appeared on the bottom of cultivation vessels, resembling
the colonies of Aphanothece (subg. Anathece) strarus. The size, morphology and
ultrastructure of cells were the same in solitary cells and within colonies (Fig. 1).

Apparently, the solitary picoplanktic "Cyanobium" cells (rod-like) and colonial
"Aphanothece-type" represent the same genotype with a complicated life cycle (Fig.
2), in which both morphotypes, unicellular and colonial, can regularly occur
dependent on the environmental factors. As the morphologically and ecologically
almost identical species is Aphanothece stratus, recently described from southern
Africa, Botswana, with rod-like cells 0.6-2.0 x 0.5-0.8 pm, we designate this species
by this name. The corresponding strain is in culture collection (CCALA, Tiebori).
Several similar, very fine species known mainly from temperate zone (4. minufissima,
A.bachmannii, A. clathrata) live exclusively planktic in small colonies in mesotrophic
lakes and ponds, the benthic and occasionally planktic 4. nebulosa is known only
from cold and oligotrophic northern lakes of Scandinavia. Aphanothece-stratus is
evidently a tropical, colonial species, living benthic in shallow reservoirs, in which
solitary Cyanobium-like cells can release and live periodically picoplanktic in tropical
water bodies. The population from Tabocas reservoir was studied in 12 subcultures.

Cytomorphologically slightly different species from Aphanothece stratus,
forming short, wavy and imegular rows (filamentous formations) of elongated,
slightly coiled cells, was found in our picoplanktic cultures (Fig. 3). This strain has
very similar internal structure of cells like Aphanothece (Fig. 4), and it is different

- only & little by cell size, but distinctly by life cycle from Aphanothece ef. sirafus (Fig.
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2). Its solitary cells were hardly distinguishable from liberated picoplanktic unicells
of Aphanothece cf. stratus. The possible genetic identity with Aphanothece was
therefore also possible. The partial 16S rDNA sequencing indicated that these strains
are really closely related, but not identical (Table 2), with the difference
corresponding more or less with that between other cyanobacterial morphotypes
(often considered as traditional species and/or genera). Therefore, the morphotype
forming pseudofilamentous formations in the life cycle is described as a.new species,
Romeria caruaru spec. nova' (Figs 3-4). However, both strains clearly belong to the
Prochlorococcus marinus/marine Synechococcus cluster (“branch A” by WILMOTTE
1994).

! Diagnosis: Romeria caruaru spec. nova - Cellulae solitariae vel in trichoma curta;
trichoma libere natantia, brevissima, I-4(12)-cellularia, contorta, evaginata, ad
dissepimenia paucim constricta, solitaria vel in aggregationibus mucilaginosis libere
implexa; cellulae cylindricae, 1-12,8 x 0.7-1.0 um, apicibus -rotundatis, contentu
pallide aerugineo, homogeneo, irregulariter conjunctae; mucilago ~ homogeneaq,
incolora, diffluens. Thylakoidae (2)3(4), parietales. - Habitatio: Planktice in stagno
eutrophico artificiali prope oppido Caruaru, Brasilia orientalis (locus classicus). -
Typus: specimen no. ...(BRNM-HY 1201); icona typica: figura nostra 3.

Another cyanobacterium with similar size of cells, which were, however, of
spherical shape and about 1 um in diameter, was abundant in other four samples and
in two cultures (Fig. 5). This type formed large and irregular macroscopic colonies
with very densely aggregated cells in colorless slime, up to more than 2 c¢m 1n
diameter. The colonies were dark green, yellowish green or blue-green. This type with
spherical cells resembles morphologically closely another species described recently
(Aphanocapsa cumulus KOMAREK & CRONBERG 2001) from benthos of swampy
littoral of ponds in Botswana, southern Africa. Spherical picoplanktic solitary cells
were found together with Aphanocapsa colonies in two cultures, from which follows,
that they also liberated from Aphanocapsa colonies.

To summarize, the both rod-like and spherical picoplanktic cells from Tabocas
reservoir do not represent themselves special species, but they are only the stages of
benthic, colonial cyanobacteria. The solitary “"Cyanobium-like" or “Synechocystis-

. like" cells can be released occasionally into the water from some benthic,

cyanobactenal, colonial species, and have in this case a function of picoplanktic
cyanobacteria (Fig. 4). From our two types, one with spherical cells resembles the
cells of the colonial Aphanocapsa cumulus known originally from Botswana. The
second type, corresponding to the Aphanothece (subg. Anathece) and joined in the
paper of DOMINGOS & al. (1999) with Aphanocapsa cumuus, corresponds
phenotypically and by morphology of colonies to another species, Aphanothece
stratus. The genotype resemblance of both mentioned types must be proved in future.
The newly defined Romeria caruaru has rather the nanoplanktic type of life, and must
be defined as a special phenotype species different distinctly from Aphanothece, with
similar rod-like cells, which join, however, into pseudofilamentous formations.

There is little known about toxicity of picoplanktic, nanoplanktic and small-
celled colonial cyanobacteria. Distinct cytotoXic and immunotoxic effécts in' several



picoplanktic strains were detected by BLAHA & MARSALEK (1999). The potential
toxin production of Aphanocapsa cf. cumulus from Tabocas reservoir is discussed by
DOMINGOS & al. (1999). The responsibility of common fine A4phanocapsa,
Aphanothece and Romeria populations for intoxication of Carvaru water is therefore
very probable.

(2) Microcystis protocystis and M. panniformis

Two Microcystis morphotypes were found in natural samples from Caruaru reservoir,
distinctly different from populations known from temperate zones. Morphology of the
genus Microcystis 1s very simple with wide infraspecific variatioh (KONDRATEVA
1968, KATO & al. 1991), and the up to date molecular analyses indicated genotype
uniformity within this genus, so that species identification is rather difficult.
However, characteristic form of colonies, cell size and life cycle are-different and
recognisable in numerous natural Microcystis populations, and used for their
identification. Their phenotype taxonomy is important for investigations of toxic
effect of various Microcystis populations and can not be underestimated.

The Brazilian Microcystis populations are intensely studied during past years. The
specimens from Caruaru were found identical with two species, recently
characterized by KOMAREK & al. (2001) from Sdo Paulo State, and identified as M.
protocystis CROW 1923 and M. panniformis KOM. et al. 2001, Both these species are
probably common pantropical species, forming often heavy water blooms.
Particularly M. protocystis is known from reservoirs of the whole tropical zone. There
are indications of a strong toxicity of both mentioned species strains (M.T.P.
AZEVEDOQ, in litt.). Both species deserve therefore further study for their ecological
and sanitary importance.

The cell structure of both species M. protocystis and M. panniformis was
investigated from strains isolated by P. DOMINGOS and M.T.P. AZEVEDO respectively
(comp. in KOMAREK & al. 2001). Both species were surely found and mentioned in
literature several times, but probably misinterpreted with M. aeruginosa (young
stages of M protocystis and M. aeruginosa are particularly similar). M. panniformis
with smaller and densely agglomerated cells was usually designated as M. flos-aquae
(this species is similar, but with different life cycle, with slightly larger cells, and
occurs probably -only in temperate zones). However, the most similar is toxic Af
ichthyoblabe, known mainly from temperate zones. Similar species is also tropical
M. lamelliformis, described from Sri Lanka by HOLSINGER in 1954 (ROTT 1983). The
tvpe material of this species does not exist, and we did not found identical types in
recent samples from lakes from Sri Lanka, which we have at disposal. Another
specimens exist there, that better correspond to the original HOLSINGER's description
of M. lamelliformis.

M. protocystis (Fig. 6) is characteristic particularly by the obligatory sparsely and
uregularly arranged cells in very diffuse, homogeneous, colorless slime over the
whole vegetation period, and with cells 3.5-7.2 pm in diameter (under suboptimal
culture conditions are the mother cells up to 8.5 pm in diameter). Colonies are
irregular in outline and easily disintegrate to small clusters of cells. Clathrate colonies
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with densely aggregated cells were never observed. For ultrastructure of the strain
isolated from Tabocas reservoir see KOMAREK & al. (2001). :

M. panniformis (Fig. 7) has more complicated life cycle (see KOMAREK & al.
2001) and evenly, densely arranged cells, mainly in surface layers of colonies. Cells
are 2.8-4.8 um in diameter, the mucilage does not overlap the cell agglomerations. .

(3) Chroococcidiopsis cf. indica.

Our population of Chroococcidiopsis is not planktic and was not detected in natural
samples, but it appeared commonly in cultures, and was isolated in one monospecific
strain (Fig. 8). The toxicity of this strain is unknown. The strain corresponded
phenotypically and ecologically mostly to Chroococcidiopsis indica DESIK. 1959,
described from India, but the proof of identity is-problematic. The 16S rDNA
sequencing indicated close genotype relationship to Chroococcidiopsis sp. PCC 7203 -
(Table 3). It corresponds phenotypically also to the type-species of this genus, C.
thermalis (see KOMAREK & HINDAK 1975, strain GREIFSWALD/149) with different
ecology, and commonly to the genus Chroococcidiopsis. Chroococidiopsis strains are
related also to coccoid, non-baeocytic Cyanorhece, to other baeocytic species, but
also to cluster of nostocalean strains, although the mentioned coccoid morphospecies
are aheterocytous (Table 3). Interestingly, all these types have similar type of
thylakoidal patterns within cells. Their phenotype identification on the modern
generic level (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1998) is without doubts and fully in
coincidence with up to date molecular sequencing.

Description of population from our isolated strain (Fig. 8): Cells solitary or in
microscopic to macroscopic irregular aggregations, irregular spheroidal to spherical,
1.8-7.2 um in diameter, enveloped by thick, firm, colorless sheaths tightly enveloping
cells and clusters of young cells. Cell content slightly granular, olive-green.
Thylakoids coiled, not fasciculated, but densely clustered and irregularly spread over
the cell volume, mainly near the periphery. Reproduction by irregular cell division in
various planes, which sometimes repeat within the sheath (bacocytes). The sheaths
develop around the baeocytes already during the division and become thicker during
growth. They are composed from two main distinct layers in old cells: from the inner
thicker of layered and filamentous maternial, and outer homogeneous, electron dense.
Daughter cells liberate from sheaths after their rupture.

(4) Aphanizomenon manguinii

Aphanizomenon manguinii BOURR. in BOURR. et MANGUIN 1952 was a condominant,
water-bloom forming cyanobacterium in natural samples from the Tabocas reservoir.
This characteristic freshwater or slightly brackish species was originally described
from Guadeloupe (BOURRELLY & MANGUIN 1952). now is known only from several
other localities in tropical America (Brazil, Cuba, Mexico, KOMAREK 1984). The
population from Tabocas reservoir had several morphological specificities in
comparison with other populations (particularly morphology of trichome ends). It

grows in solitary trichomes and sometimes forms slight water blooms. This species
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was not yet isolated in culture, and nothing is known about its toxicity, ultrastructure
and detailed ecology. It is difficult to estimate, whether 4. manguinii participated to'
the toxin production in Tabocas reservoir.

A. manguinii belongs to few tropical Aphanizomenon-species living in solitary
trichomes with terminal cells morphologically different from vegetative cells and
rounded at the apex, but not intensely elongated. The majority of Aphanizomenon
species has delimited areas of distribution in dependence on the ecological demands.
It concerns also the best known A4. flos-aguae, which grows in fascicles and its
distribution is restricted to temperate zones.

Description of our population (Fig. 9): Trichomes solitary, free floating, almost
straight or slightly irregularly curved, in the middle 5-5.6 um wide, slightly
constricted at cross walls, at the ends sometimes not constricted. Cells cylindrical to
very slightly barrel-shaped, with pale greyish blue-green content, often with scattered,
distinct granules and probably facultative aerotopes (but parts of trichomes are very
pale, without any granulation), (5)6-8.5 um long, towards ends narrower, sometimes
hyaline and up to 14.5 um long; apical cells cylindrical or slightly barrel-shaped and
rounded at the end. Heterocytes solitary, intercalar, usually 1-2, rarely up to 6 in one
filament, more or less rounded in outline or slightly elongated, with hyaline content,
5.6-8.5 x 5.26.8 um. Akinetes solitary or (less freguently) in pairs, intercalar,
separated from heterocytes, oval or ellipsoidal in outline, later to almost spherical, -
with smooth, yellowish-brown exospore, with granular content, 11.8-15.9 pm in
diameter.

(5) Accessoric species

One Synechococcus morphotype and species with fine filaments (especially
Leptolyngbya sp. and Pseudanabaena sp.) occurred in numerous subcultures from
Tabocas reservoir. They were never found in distinct populations in planktic samples
from the reservoir, probably occur mostly in littoral and benthic algal communities.
There is nothing known about their toxicity. However, in spite of it, they can
participate on the production of cyanotoxins into the water. Their role in reservoirs is
generally very little known.

Almost all populations from Tabocas reservoir were phenotypically slightly
different from currently defined corresponding species, and their detailed taxonomic
evaluation 1s open.
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Description to figures:

Fig. 1 Fine sections of picoplanktic Cyanobium-like cells (A) and cells from colonies
of Aphanothece stratus (B). Explanations: t = thylakoids, cw = cell wall, ¢ =
carboxysomes, p = polyphosphates.

Fig. 2 Scheme of the life cycle of Aphanothece srratus - Orig.

Fig. 3 Romeria caruaru from cultures from Tabocas reservoir; solitary cells and short,
irregular trichomes.

Fig. 4 Romeria caruaru, fine sections of cells from culture. Explanations as in Fig. 1.
Fig. 8 Aphanocapsa cf. cumulus from cultures from Tabocas reservoir.

Fig. 6 Microcystis protocystis; different form of colonies from field samples (Tabocas
TeSEervoir).

Fig. 7 Microcystis panniformis, a-b - colonies from Sfo Paulo State; ¢c-e - colonies
from Tabocas reservoir (in figs. ¢ and d are solitary, large cells of Microcystis
protocystis).

Fig. 8 Morphology and fine structure of cells of Chroococcidiopsis cf. indica, isolated
from Tabocas reservoir. — Orig,

Fig. 9 Aphanizomenon cf. manguinii; filaments from field samples in Tabocas
reservoir; a-b - details of trichome ends; ¢-h - solitary filaments; i - detail of cells
with aerotopes; j - development of akinetes; k - spherical, ripe akinete with detail of
the cell wall. - Onig.

Table 1. List of cyanoprokaryotic types in the Tabocas reservoir.

Table 2. Pairwise similarities between 165 rDNA sequence (818 bp compared) of
Aphanothece stratus, Romeria caruaru and related cyanobacterial strains.

Table 3. Pairwise similarities between 168 rDNA sequence (1389 bp compared) of
Chroococcidiopsis cf. indica and most related filamentous, particularly heterocytous
cyanobacterial strains.
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Table 1.

List of cyanoprokaryotic types in the Tabocas reservoir
(collected in 1996)

Aphanocapsa cumulus KOM. et CRONB.*
picoplanktic small spheres, less than 1pm in diam. *
Aphanothece cf. stratus KOM. et CRONB *
picoplanktic rods (liberated from previous species) *
Aphanizomenon manguinii BOURR. forma *
Chroococcidiopsis cf. indica DESIK. *

Jaaginema sp.

Leptolyngbya sp.

Microcystis panniformis KOM. et al.*

Microcystis protocystis CROW *

Oscillatoria - trichome fragments

Phormidium sp.

Pseudanabaena cf. galeata BOCHER *
Pseudanabaena sp.

Rhabdogloea cf. subtropica HIND.

Romeria caruaru spec. nova *

Synechococcus sp. (long, cylindrical cells)

* = with comments in our text
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Table 2. Pairwise similarities between 168 rDNA sequence (818 bp compared) of Aphanothece stratus,
Romeria caruary and related cyanobacterial strains.

Strain Pairwise similarity

2 3 4 5 6 7 8 8
Apbanothece stratus 1 .998 .998 .985 .967 .926 .922 .907 .786
Koateria caruaru 2 1.00 .974 .965 ,915 ,914 .B93 .778
Svaechococcus PCCE307 3 .974 .965 .915 .914 .893 .778
Symechococeus sp. PCC 7001 4 .963 .911 .907 ,897 .770
Prochlorococcus maripus PCC G511 5 .904 ,903 .887 .778
Synechococcus sp. PCC 7942 6 .997 .901 .784
Synechococcus sp. PCC 6301 7 .898 .777
Symechococcus sp, PCC 7335 8 .766
Escherichia coli 9




Table 3. Pairwise similarities between 16S rDNA sequence (1389 bp compared) of Chroococeidiopsis cf. indiea and most related
filamentous, particularly heterocytous cyanobacterial strains.

Strain
]

i

Chroococcidiopsis cf. indica
Chroococcidiopsis sp. PCC 7203
M icrocolsus sp. PCC 7420

Mostoc muscorum PCC 7120

Oyl indrospermum sp. PCC 7417
Anabagna cylindrica PCC 7122
Nodularra BCNOD9427

Nostoc punctiforme PCC 73102
Chamaesiphon subglobosys PCC 7430
Trichodesmium contortum
Escherichia coli

\DCD"JU\(.H

10
11

3
.983

Pairwise similarity

4 5 ] 7 8 9 10 11
.905 ,904 .897 .896 .B98 .894 .891 .890
.908 .903 .89% .B897 .898 .894 .B892 .888

.909 .909 .898 .907 .903 .901 .917 .761
.968 .946 .950 .949 .899 ,905 .773

.949 .95z .948 ,B899 .907 .770
.946 .940 .907 .909 .7&0

.939 .897 .B97 .764
.B92 .893 .756
.900 .765

.735
. 150

.744
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Phytoplankton species composition is more sensitive than OECD criteria to
the trophic status of three Brazilian tropical lakes

V. L. M. Huszar, L. H. S. Silva, P. Domingos, M. Marinho & S. Melo
Laboratory of Phycology, Dept. Botany, Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Quinta da Boa
Vista, Sdo Cristévdo, Rio de Janeiro, 20 940-040, Brazil o
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Key words: trophic gradient, phytoplankton, tropical freshwalter environments, species assemblages, shallow lakes

Abstract

We compared the structure and function of the phytoplankton community in three tropical systems in Brazil; an
- oligo-mesotrophic floodplain lake; an eutrophic reservoir; and a hypereutrophic coastal lagoon. Phytoplankton
biomass increased along this trophic gradient averaging 2.6, 6.2 and 31.6 mm?* 1=! in the lake, reservoir and
lagoon, respectively. Similarly, production increased from 427 to 918 gC m~2 y~!. Along the trophic gradient,
diversity and species richness of phytoplankton decreased. There was, however, no relationship between trophy
and rates of change of phytoplankton communities or the ratio of maximum/mean biomass. Phytoplankton size
varied between systems with small algae (2-20 gm) dominating in the hypereutrophic lagoon and larger algae
(20-200 pm) dominating in the other systems. Many of the trophic indices developed for temperate areas could not
be applied to these tropical systems since there was no clear relationship between Secchi depth, chlorophyll, or TP

and trophic status. Phytoplankton species may be more useful than these trophic indices to the classification of the

-

A

condition of tropical lakes.

Introduction

The structure of the phytoplankton associations and the
abundance of species vary along trophic and season-
al gradients (Reynolds, 1984). Interactions between
these gradients distinguish among the functional char-
acteristics of species to influence the composition of
phytoplankton assemblages (Seip & Reynolds, 1995).

Despite the considerable data available about phy-
toplankton ecology, new considerations have not
emerged concerning the trophic gradient since the pre-
liminary revision of Kalff & Knoechel (1978). Phy-
" toplankton responses have been treated primarily in
terms of concentrations of chorophyll a. The manage-
ment of lakes and reservoirs has fostered an increas-
ing interest on the use of assémblages of species that
indicate trophic levels, but the attributes of these com-
munities have been rarely used in these evaluations.
Other aspects of the structure and function of the phy-
toplankton community, such as seasonality of biomass,

growth rates, cell volume, etc., may also be related to

the trophic gradient (Smith, 1978; Alvarez-Cobelas &
Rojo, 1994; Seip & Reynolds, 1995).

The literature about distribution of species among
trophic categories is wide, contradictory. and refers
mainly to temperate-zone environments. The difficulty
of ransposing findings from temperate lakes to trop-,
ical ones was pointed out long ago by Thienemann
(1955). The inadequacy of the criteria applied to lakes
in Brazil has recently been given new emphasis by
Esteves (1988), who pointed out that the indicators
that are most used in typology of temperate lakes do
not hold in tropical waters. Determinands such as the
concentration of organic matter in the sediment, the
concentration of oxygen in the hypolimnion, phyto-
plankton production (profiles and its magnitude) and
diversity of species, often bias towards an inappro-
priate trophic classification when applied to tropical
lakes. Higher temperature and differences in thermal
stability and nutrient recycling are among the factors
likely to influence the responses of phytoplankton and,
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Figure 1. Maps of Barra Lagoon (a). Monte Alegre Reservoir (b) and Batata Lake (¢), showing the geographic location and sampling stations.

hence, to distort the interpretation of the relation of the
community composition to the trophic status.

The present study discusses some ecological
aspects of the phytoplankton composition of three trop-
ical environments, which are taken as representative of
the Brazilian aquatic ecosystems, with respect to troph-
ic state and seasonality.

Description of srudy sires

The main characteristics of the lakes are summarized
in Table 1. Batata Lake (Figure 1c) is situated in the
Amazon region, of northern Brazil; it is a floodplain
lake with clear waters, is moderately acidic and is defi-
cient in most nutrients. It is permanently connected
to Trombetas River, a tributary of the Amazon. It is
characterized by the distinctive annual fluctuation of

its surface level (Huszar, 1994). There is no input
of anthropogenic organic matter to the lake (Esteves
et al., 1990). However, the lake received bauxite tail-
ings from ore processing, between 1979 and 1989,
which now cover 30% of the total lake area at high
water (Roland & Esteves, 1993). The ratio N/P and
the low concentrations of soluble reactive phosphorus
indicate that capacity limitation by phosphorus is more
likely. Mixing of the entire water column varies in fre-
quency from daily to several days, depending on the
lake depth (Melo, 1996).

Monte Alegre Reservoir (Figure 1b) is situated in
the southeast of Brazil. Its waters drain areas of rich
soils. It has a relatively long hydraulic residence time
and is not managed for water supply. Its waters are
slightly acid and the N/P ratio fluctuates, but neither N
nor P was ever found to have fallen to growth-limiting
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Table . Location. morphometrical data and water variables of the lakes (LW = low water; HW = high water).

Batara Lake Monte Alegre Reservoir  Barra Lagoon
Latitude 56"14'W, 1°28'S 4743 W, 21°11'S 42°43'W, 22°55'S
Area (km?) "~ LW-18: HW-31 0.07 6.2
Volume {10°m*) 40 0.2 -
Mean depth (m) 22 29 -
Maximum depth (m) 12 5 1.6
Residence time {days) not estimated 45 30

Range Mean  Range Mean Range Mean
Seechi depth (m) 0.9-2.1 1.2 0.9-2.1 1.4 0.2-0.6 0.3
pH 5.1-6.4 5.7 53-12 6.2 8.1-9.4 - 5.0
Carbon dioxide (mM) 0.06-0.6 0.16 - - - -
Alkatinity (mEqi—") 0.006-0.111 0045 - - - -
Water temperature (*C} 26-33 30 20-28 24 22-30 28
Conductivity (uS cm™") 7-16 9.9 66-142 81.2 65905-11352 8956
Soluble reactive phosphorus (ug1~'y  3.1-7.5 5.0 22-419 150 - 3.1-232:5 65.4
Dissolved inorganic nitrogen (g 1=')  40-210 124 91-804 295 0-1235 110
Total phosphorus (ug 1=} 5-60 20 1247 33 113-300 150
Total nitrogen (g1~ 380-1000 559 260 -840 528 1163-288 1796

concentrations. Mixing of the full water column can
occur continuously, daily or irregularly (Arcifa et al.,
1990; Silva, 1995). Day-time stratification may occur
more frequently in the hot-rainy pertod.

Barra ].agoon (Figure 1a) is an oligchaline, mildly
alkaline coastal lagoon, situated in Southeastern Brazil.
It is connected to the sea through two other lagoons.
Tt receives a heavy load of untreated domestic sewage,
Mass mortalities of fishes have occurred during sum-
mer months. 1t is a system with continuous or daily
mixing. without persistent stratification. No tenden-
cy to limitation by phosphorus was registered during
the seasonal cycle. However, this system was deficient
in dissolved inorganic nitrogen concentrations during
most of the year, the exception being in the first three
weeks after a mass-mortality of fishes (Domingosetal.,
1964}.

Materials and methods

Phytoplankton samples were collected at weekly, at
stations in the main basin of Batata Lake (Figure lc¢),
from September 1988 to October 1989, and in Lagoa
da Barra (Figure 1a}, from October 1990 to June 199],
Samples were taken biweekly at Monte Alegre Reser-
voir (Figure 1b), April 1988-March 1989). Samples
were fixed with Lugol’s solution and the phytoplankton

were identified and enumerated following the sedimen-
tation and inverted-microscope method of Uterméhl
(1958). At least one hundred specimens of the dom-
inant species were enumerated (L.und et al., 1958) in
random fields (Uhelinger, 1964). Specific biomass was
estimated from the product of the population and the
mean unit volume (Edler, 1979). Species diversity (by
biomass) was estimated according to the Shannon-
Wiener index (Shannon & Weaver, 1963) and the
rate of community compositional change (by biomass)
was calculated according to Lewis’ (1978) summed-
difference method. More details about methodology
can be found in Huszar (1994), Domingos et al. (1994)
and Silva (1993).

Results

Attributes of the phytoplankton communities are pre-
sented in Figures 2-7, considering the following phas-
es: Batata Lake-falling (decreasing of water level),
low water, rising (increasing of level water), high
water; Monte Alegre Reservoir — 1 and IV hot-rainy,
IT cold-dry, IIT hot-dry to hot-rainy (transition); Barra
Lagoon — pre-mortality (A and B3}, mortality (C) and
post-mortality (D). Further details are given in Huszar
(1994), Domingos et al. (1994) and Silva (1995).
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Figure 2. Fluctuations in the phytoplankion biomass (as fresh biovolume) in Batata Lake. subdivided according to phylogenetic affinities, in
relation o the level of the Trombelas river and the hvdrological phases of the lake. (F=falling; LW =low-waler; R= rising; HW = high-waler}.

Figure 3. Phytoplankion attributes (a-biomass: b-diversity: c-chlorophyll: d-eveness: e- rate of community change; [-species richness:) of the
Batata Lake (range, mean and standard deviation) by phases (F=falling: LW =low water; R =rising: HW = high water).
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Batata Lake

Under the strong hydrological influence of its flood-
plain cycle (Figure 2), Batata Lake was characterised
by a season of net growth lasting about seven months
(low- and rising- water). In the other months, when the
lake was deeper (high- and falling water), biomass was
low, mainly as a resull of fluvial dilution. Moderate
production 427 g C m~2 y~! was detected by Roland
(1995).

The maximum biomass was around 4.5 times
greater than the annual average, and 2.5 times greater
than the average for the season of net growth. Three
biomass peaks were observed (Figure 2): two in the
low water period, one of them with a dominance of
desmids — Sraurodesmus triangularis and Pleurotaeni-
um renuissimum — and the other with a dominance of
blue-green algae — Jaaginema geminarum and Oscil-
latoria cf. rransvaalensis. The third peak, with the
same desmids plus Cosmarium arctoum and Jaagine-
ma geminatum, occurred in the rising period. Only the
first period could be considered equilibrial, in the sense
of Sommer et al. (1993), when two species composed
over 80% of the total biomass for about three weeks.

-

There were 174 species in 58 samples taken over the
annual cycle. The phytoplankton assemblages, related
to the main dimensions of the trophic spectrum, are
expressed in Table 2. Both the species diversity and
the species richness were high and these atuibutes in
general fluctuated in a similar manner. Lower values
occurred in the high water period. Eveness was almost
constant throughout the annual cycle. The rares of com-
munity change were high and reached maximal values
during the period of falling water (Figure 3).

Organisms < 20um dominated the comununity for
about seven months (falling and high water); in the rest
of the period (low water and rising) species between 20
and 200 psm contributed more than in the other phases.
On average, there were about 27 species per sample;
14 contributed over 0.5% to the total ‘biomass, four
over 5%, and one over 23%. - _

The adaptative strategies were separated according
to Reynolds (1988). Falling and high water phases are
characterized mainly by the dominance of robust and
small organisms (< 20 zm; C competitor species); at
low waier, larger organisms with attenuated or elabo-
rated shapes were more important (20-200um; R rud-
eral species), whereas in period of the rising water,
both groups occurred together.
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Figure 5. Phytoplankion attributes (a-biomass; b-diversity; ¢-chlorophyll; d-eveness: e- rate of communiiy change: I-species richness:): of the
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Monie Alegre Reservoir

High phytoplankton biomass (Figure 4) and high pri-
mary production (780 gC m~2 y—!, Meschiatti et al.,
1986) were supported by Monte Alegre Reservoir. The
maximurm biomass was about 2.2 times higher than
the annual mean and there were three seasconal bio-
mass peaks: 1) one in the cold-dry period, when many
species contributed similar percentages to the total bio-
mass; 2) one in the hot-dry to hot-rainy transition, com-
posed of diatoms, euglenophyceae and cryptomonads;
and 3) in the hot-rainy period, when many species con-
tributed with similar biomass. It was not possible to
identify an equilibrium period according to the criteria
of Somimer et al. (993).

A hundred and eighteen species were recorded in
Monte Alegre Reservoir. The phytoplankton assem-
blages and the main dimensions of the trophic spec-
trum are shown in Table 3. Diversity and species rich-
ness were relatively high. in contrast 1o the rates of
community change (Figure 5). The phytoplankton bio-

mass was dominated by species of microplankton (20~
200 pm). Avan average of about 48 species per sample.
22 contributed more than 0.5% to the total biomass,
four with more than 5% and only | species with more
than 25% (Aulacoseira granulara). C and R species
dominated, together, most of the year. When stratifica-
tion was interrupted by mixing periods. the R species,
Aulacoseira granulata, was dominant,

Barra Lagoon

The Barra Lagoon was found to be a verv productive
system (918 gC m~2 y~!, Carmouze et al., 1994).
experiencing a mass fish morality in the summer,
when the phytoplankton biomass reached its maxi-
mum (Figure 6). The maximum biomass was about
2.1 times bigger than the average biomass. Its season-
ality could be defined on account of this characteris-
tic (Domingos et al., 1994). Four peaks were identi-
fied: two in the pre-mortality period, both dominated
by small blue-greens (Svrechocvstis aquatilis f. salina
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Figure 6. Fluctuations in the phytoplankton biomass (as fresh biovolume) in Barra Lagoon, subdivided according to phylogenetic affinities, in
relation to the phases (A and B = pre-monality; C= fish montality: D = post-montality).

Table 2. Biomass averages and phytoplankton assemblages related to the averages of the trophic spectrum in different water phases of Bawata

Lake.

Falling Low-water Rising High-water
Dissolved inorganic 243.0 134.0 128.0 94.0
nitrogen (pg 17 ")
Soluble reactive 31 44 5.0 7.5
phosphorus (ug 1~
pH 6.0 5.6 59 54
Alkalinity (mEq 1=')  0.032 0.016 0.057 0.077
N/P 60 38 24 60
Biomass (mm*i~')  0.49 7.63 2.23 0.12

Assemblages

1. - Cyclarella stelligera
— Urosolenia eriensis
— Merismopedia

reruissima

2. - Staurodesmus
triangularis
— Plenrotaenium
tenyissimum
- Staurastrim
pSeudoterracerum
~ Aunlacoseira granulala

3. - Jaaginema
gentinatun
— Oscillataria cf.
transvaclensis

4, — 8. triangudaris
— P, rentuissimum
-~ Casmarium arctoum
— 1 geminatum
— M. tenuissima

5. —Botryocaccus
Sernandot
- C. arctoum
— 1. geminatumn
~ M. tenuissima
— Peridinitan

untbanarm

6. — Cryptomonas cf.
marsonii
-~ C. stelligera
— Chromulina gyrans

— P umbonatum
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Figure 7. Phytoplankton attributes (a-biomass: b-diversity: c-ehlorophy1l: d-species richness; e-rate of community change) of the Barra Lagoon
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Table 3. Biomass averages and phytoplankton assemblages related to the averages of the trophic spectrum in different water phases

of Monte Alegre reservoir.

Cold-dry period Hot-dry 10 hot-rainy period  Hot-rainy period
Dissclved inorganic  445.2 128.0 219.3
nitrogen (uzg 17 1)
Soluble reactive 14.5 19.1 18.0
phosphorus (g 1~1)
pH 6.1 6.3 6.1
N/P - 13 10
Biomass (mm? I7) 4.2 : 7.0 7.4
Assemblages 1. — Aulacoseira granulata 2. — Lepacinclis ovum 4. - A. granulata
— Peridinium umbonatum —A. granulata - P umbonatum
- P. volzii - P volzii — Actinotaenium perninurum
— Staurasirum tetracerumn — Crypromonas marssonit
— Staurodesmus cuspidarus 3. - A, gramuilara — Phacus longicauda
— Staurodesnues phinus — Micracysis aeruginosa [ flos aguae
and Synechococcus elongatus); only the second peak the mortality, when Chlorella vulgaris var. autotrophi-
was considered 10 be an equilibrium period, accord- ca, C. minutissima and Scenedesmus intermedius were
ing to the criteria of Sommer et al. (1993). One of dominant, The final peak was recorded three months

the other two peaks occurred about one month after after the fish mortality, and lasted until the end of the
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Tuble 4. Biomass averages and phyloplunklon assemblages related 1o the averages of the trophic spectrum in different water phases of Barra

Lagoon.
Pre-mortality Fish-mertality Post-mortality
e A B C D
Dissolved inorganic nitrogen (g 1=')  40.9 231 247.1 -
Saluble reactive phosphorus (ug 1=') 217 30.5 159.0 -
N/P 13.2 8.2 8.3 -
pH 9.1 9.2 8.8 -
Biomass (mm®1~") 224 34.3 31.3 383
Assemblages :
— Synechacystis aquatilis - S. aquatilis f. _ Chlorella minutissima - 5. aguarilis 1. safina
f. salina salina — C. vulgaris var. - C. vulgaris var

~ Synechacoccus

- 8. elongatus

autotrophica

awtotrophica

clongarus — P lutherii - Scenedesnmus — Qocystis submarina
— Paviava tutherii - imtermedius — P, grossii
— Pvramimonas - Aclhmr‘.\'clus nonveggii
grossiic coet o vgr subsalsa
‘
study, with dominance of Synechocystis aguatilis f. Discussion

salina, The toxicity of S. aguatilis f. salina was tested
in mice bioassays by Azevedo & Carmouze (1994).
They suggesied that this small blue-green, in high bio-
mass during its senescent phase, could have produced
haemolitic toxins leading to the mass mortality of the
filter-feeding fish {(Brevoortia ryrannus, Clupeideae).

The planktonic flora of the Barra Lagoon com-
prised 72 species during the year of study (Menezes
& Domingos, 1994). Phytoplankion assemblages and
their relevance to the trophic spectrum are set out in
Table 4. The diversity, species richness and commu-
nity change rates were relatively low through the year
(Figure 7). The post-mortality change Tate, however,
was high.

Between 90 and 100% of the phytoplankton bio-
mass comprised small and stout organisms < 20 um,
with 7010 90% being < 10 um. Synechocystis aquatilis
f. salina — a characteristic species throughout the year
— can be considered a C species because of its short
generation time of {ca. 1.7 days, Nascimento, 1996).
The small green-alga recorded after mortality can be
also considered a C species. The mean of the net rate of
increase, estimated according Sommer (1988) in nat-
ural population (29 °C, 12 hr d=') by daily sampling
during six days, was 0.8 d~! for Chlorella minutissima,
and 1.4 d~1, for C. vulgaris var. autotrophica.

Out of an average of L7 species per sample, 12
contributed more than 0.5% to the total biomass, four
more than 5% and only one species more than 25%
{(Synechocystis aquatilis f. salina).

The majority of the tropical lakes tends to be includ-
ed among the eutrophic category because of the lack
of obvious light limitation. of the smal] variations of
the photopericd and temperature through the year, and
of the regularity of these factors (Thienemann. 1955:
Esieves. 1988). Such characteristics impose metabol-
ic patterns that differentiate systems in tropical and
temperate regions. However, the concept of trophic
status was evolved for temperate lakes and even his is
almost wholly evaluated by phosphorus concentration
(Moss, 1973; OECD, 1982). Many attributes of the
phytoplankton community, however, can be related to
the trophic status. With increasing trophy, phytoplank-
ton biomass usually shows larger seasonal fluctuations
(Marshall & Peters. 1989) and the fluctuations them-
selves may often be related to physical variability (Seip
& Reynolds, 1995). In each of the present cases, there
were three or four seasonal peaks per calendar year
and the observed cyclicity is most clearly correlated to
physical variables (Figures 2, 4 and 6).

The ratios of maximum biomass/mean annual bio-
mass were similar in all the three envirenments. The
maximum and mean biomass, and annual production
per unit area were higher in the coastal lagoon than in
the other systems; however, richness and diversity were
smaller. Community change rates were more striking
in the floodplain lake than in the other systems, which
can be related mainly to the protracted fiood pulse to
which it is submitied. Relatively low rates occurred in
the reservoir and in the coastal lagoon. except imme-
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diately after the fish mortality, when they were high
(Figure 7). -~ -

The morphological/functional strategies of the phy-
toplankton organisms, established by Margalef (1978)
and Reynolds (1988), seem to co-vary loosely with the
trophic gradient. The S siress-tolerant species domi-
nate when nutrients become depleted or when they are
chronically in low concentrations; C species do the
opposite; and R species are tolerant of low light and
many live in eutrophic environments {Reynolds, 1988).
We observed a dominance of C species throughout the
year in the coastal lagoon; coexistence of C and R
or dominance of only R species in the reservoir; and
alternation of C species. during high water, with C and
R species, in the other periods in the floodplain lake,

- seem to indicate this-tendency. Our observations are

consistent with the tendencies proposed.

The occurrence of smaller organisms in olizotroph-
ic waters, and progressively larger organisms with
increasing nutrient status has been noted by Harris
(1994). A trend to dominance by smaller organisms in
the oligotrophication process was observed by Willén
(1985). No such trend was evident in the lakes. The
coastal lagoon, with high levels of nutrients, presented

“dominance of small algae (pico/nanoplankton). On the

other hand, in the reservoir and during the season of
net growth in the floodplain lake, both with a mod-
erate concentration of nutrients, microplankton algae
contributed a bigger share to the biomass.

The criteria given in literature for the classification
of the trophic states of lakes, including OECD (1982},
introduce problems of interpretation, when interegion-
al comparisons are made. Taking into account the
OECD (1982) criteria regarding the total-P levels,
Batata Lake and Monte Alegre Reservoir could be
classified as mesotrophic and Barra Lagoon as hyper-
eutrophic. Considering the concentration of chloro-

phyli a, the first two systems could be included in the

eutrophic category and the coastal lagoon in the hyper-
trophic category. Considering the mean and minimum
transparency of the water, all environments would be
hypertrophic. The existence of a trophic gradient is a
fact, but the delimitation of each level is not always
clear. Furthermore, extreme situations are more easi-
ly defined than intermediate levels, because the larter
are found sometimes in one category, sometimes in
another, depending on the criteria.

The assemblages of species can be important to
the resolution of the trophic status, since the species
indicate the complexity of the processes in the sys-
tem. In general, assemblages with oligo-mesotrophic

tendencies were registered in Batata Lake (Huszar &
Reynolds, 1997); for example, Cyclotetia/ Urosole-
nia/ Merismopedia, are more frequently associat-
ed with oligotrophic and moderately eutrophic sys-

~tems (Reynolds, 1984; Reynolds, 1998). The Srau-

rodesmus/ Pleurotaenivm/ Staurastrum/ Cosmarium
grouping, largely known as dominants in phosphorus-
poor environments. Eutrophic species however, were
also represented as Aulacoseita granulara, which is
typical of eutrophic environments of low latitudes (Kil-
ham & Kilham, 1975). Despite its relatively broad
distribution in the growth period, this species has
always occurred in relatively low biomass. Jaagine-
ma and QOsciflatoria, recorded in the lake at the low
water phase, belong to an assemblage considered to
be eutrophic and characteristic of shallow, turbid. and
well-mixed environments (Alvarez-Cobelas & Jacob-
sen, 1992; Reynolds, 1994). The dominance of olig-
otrophic desmids was a clear feature of the growth
period in the floodplain lake, coinciding with the high’
availability of free CO; (0.16 mM). These assemblages
correspond to the drainage characteristics of Batata
Lake and the nutrient-poor low alkalinity waters of the
Trombetas river (Roland, 1995).

The species that contributed most to the phyto-
plankton biomass of Moente Alegre Reservoir featured
assemblages of the type Awlacoseira/ Staurastrum/
Staurodesmus/ Peridinium in cold-dry period: Lep-
ocinclis/Aulacoseira in the transition period, or almost
exclusive dominance of the latter, after mixings of
water column. Awlacoseira/ Cryptomonas/ Phacus/
Actinotaenium/Peridinium/Microcvstis characterized
the hot-rainy period with more prolonged stratification.
Except for some desmids species. the other taxa regis-
tered in these assemblages are said to be characteristic
of mesotrophic and eutrophic environments (Reynolds.
1997). In fact, the watershed of Monte Alegre Reser-
voir is located in naturally-rich agricultural soils. Peri-
odical and irregular mixing happened throughout the
annual cycle, which may explain the absence of domi-
nance by species such as Microcystis aeruginosa. char-
acteristic of the late summer in eutrophic environments
of temperate areas {Reynolds, 1980). and in stable
phases of hot-rainy periods in Brazilian tropical reser-
voirs (Tundisi, 1990). The mixing contributed to the
dominance of A. granulara, typical species of well-
mixed eutrophic environments (Lima et al., 1979).

In Barra Lagoon, non nitrogen-fixing Chroococ-
cales (Synechocystis/ Synechococcus) extensively
dominated the phytoplankton. High pR values and low
free COy may account for dominance by such species
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(Shapiro, 1990). Phytoplankton assemblages reflected
the richness of the drainage basin (high availability of

nutrients). In addition, the acknowledged euryhalini-

ty of S}'nechocys.'i.;' aquatilis f. salina, Synechococcus
elongatus, Pyramimonas grossii and Paviova lutherii
(Menezes & Domingos, 1994} suggest the selectivity
of a marine influence. Assemblages found in the Barra
Lagoon were formed by species of blue-green algae,
flagellates and Chroococcales, dominant groups in
hypertrophic environments (Alvarez-Cobelas & Jacob-
sen, 1992). The pre-mortality was characterized by
the Synechocystis/ Synechococcus/ Pavlova/ Pyrami-
monas assemblage and the mortality, by Chlorella/
Scenedesmus/ Actinacyclus or Chaetoceros/ Pyrami-
monas. After thereturn of the similar initial conditions.
the assemblages become similar too, with high biomass
of Synechocystis/ Synechococcus supported by some
QOocystis/ Acrinocyclus. The exceptional fish mortality
resulted in an important elevation in the concentration
of NH;™ jons, from the decomposition of fish mass.
and a fall in pH (Carmouze et al., 1994). promoting the
immediate substitution of the blue-green dominance by
Chlorella/ Scenedesmus/ Acrinocvelus assemhlage.
Blue-green algae at high biomass have often been
considered characteristic of eutrophic environments.

These algae, however, are not exclusive 10 productive

environments. They can be an important part of the
plankton of non-eutrophic environments as. for exam-
ple, some large African lakes that are not very produc-
tive (Hecky & Kling, 1987). This is also shown in the
trophic spectrum synthesized by Reynolds (1997). In
the floodplain lake, blue-greens contributed with about
5 to 30% of the biomass in the season of net growth,
dominating fora week.

In shallow tropical environments, nutrient avail-
ability does not provide a good indicator of the trophic
level. The concentrations of dissolved inorganic nutri-
ents fractions do not represent the true availability of
resources to the organism metabolism, owing fo high
cycling and uptake rates (Esteves, 1988). In Brazilian
coastal lagoons, for example, around 70% of the organ-
ic matter is recycled in the waler column (Machado,
1989; Carmouze et al., 1994). Inadequacy of the trans-
parency as an indicator of the trophic nature of these
systems is directly influenced by resuspension of fine
material from shallow sediments. Thus, the effect of
the nutrient availability on the phytoplankton, usually
defining the trophic nature of these systems, is greatly
modified by extensive shallows. Besides, the effect of
the nutrient availability over the phytoplankton is usu-
ally difficull to evaluate owing to the difficulty of its

69

detection, especially of SRP, and to the low levels actu-
ally required to saturate the growth of algae (Reynolds,
1992).

It is important to point out that biomass, productiv-
ity. and chlorophyll a, all attributes which are also used
to evaluate the trophic states of environments, are usu-
ally inadequate to characterise shallow tropical lakes.
According to current lerminology, based substantial-
ly on the system evolved for deep, temperate lakes,
many shallow tropical lakes would he determined to
be eutrophic. '

Moss’s (1973) diagram, which is based on the dis-
tribution of phytoplankton species and on environ-
mental factors (especially the chemical composition
of water), permits systems which are not easily clas-
sified by their nutrient concentration to be assimilated
more satisfactorily. From his diagram, it is possible
to include lakes with high productivity and high bio-
mass made up of assemblages usually considered to be
oligotrophic. The floodplain lake studied. considered
by the OECD (1982) system as mesotrophic (by total-
P) or eutrophic (by chlorophyll a), supports dominant
assemblages of oligo-mesotrophic species. A similar
situation occurred in the reservoir, whose classifica-
tion by the OECD criteria, permits its inclusion it as
mesotrophic (total-P) or eutrophic (chlorophyll &), but
considering Moss’s diagram, the reservoir classifica-
tion was better defined as eutrophic. due to the larger
contribution of species mentioned as typical of these
environments (Reynolds, 1998).

The pH/CO; system contributes o the definition
of the assemblages, clearing situations that were, at
first sight, those other trophic states. The CO, sys-
tem (Talling, 1976) and the competition for dissolved
inorganic carbon (Williams & Turpin, 1987) play an
important role determining the qualitative composition
of phytoplankton and the capacity to use bicarbonate
as a carbon source is a fundamental ability of eutroph-
ic species (Moss, 1973). It is important to point out,
however, the need for a clear definition of the concept.
of oligotrophic and eutrophic species. The approach of
active inorganic carbon transport and its concentrating
mechanisms (Williams & Turpin, 1987; Raven, 1991)
perhaps can be invoked.

In this way, Moss’s diagram seems to be the con-
ceptual model that included more adequate attributes
lo the trophic classification of the Brazilian tropical
lakes analyzed. since it takes into account both strate-
gies of phytoplankton species, from the availability of
free CO> and bicarbonates (Thienemann-Naumann's
original sense). and the nutrient availability and the
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productivity of these_systems (recent usage). For the
shallow tropical environments, it is also important to
consider the physical factors. such as the river influ-
ence and periodical mixing of the water column, that
affect the variables used in the trophic determination.
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Abstract

The phototrophic flagellate flora of the Barra Lagoon (22°57' § and 42°47' W), Rio de Janeiro State, southeast-
ern Brazil, is described. The lagoon is a shallow. oligohaline. hypertrophic ecosystem in which Cyanophyceae,
Chlorophyceae and phytoflagellates are dominant. Between October 1990 and August 1993, weekly integrated
samples were collected from a bay, using a plexiglass tube, 8 cm diameter and 1m length. All identifications,
descriptions and measurements were carried out on live or in Lugol-fixed material. A tota] of 30 taxa, belonging to
Euglenophyceae (5). Cryptophyceae (7), Raphidophyceae (1), Dinophyceae (4), Chrysophyceae (3), Prymnesio-
phyceae (2}, Prasinophyceae (7} and Chlorophyceae (1} were identified. All the phytoflagellate species identified
have been recorded previously from temperate siles. Nine of them were registered in a tropical water for the

- - first time, suggesting thal they have much broader distributions. Gyvnmodinium sanguineum, Paviova lutheri and

Pyramimonas grossii were the most frequently observed phytoflagellates in this study. The seasonal occurrence
and some environmental requirements of selected phytoflagellates species are discussed.

Introduction

In brackish waters, phytoflagellates are of great inter-
est since their presence is characteristic. However,
the complexity and the restricted representation in the
algal communities of brackish environments, relative
to those of other ecosystems, increase the difficulties of
defining the biclogical group (Caljon, 1983). Although
there are few descriptive accounts on phytoplankton in
Brazilian coastal lagoon systems, a significant diversi-
ty and biomass of phytofiagellates has been document-
ed from brackish waters in the coastal region of Rio
de Janeiro State (Huszar & Silva, 1992; Menezes &
Domingos, 1994). These ecosystems show symptoms
of accelerated eutrophication, mainly anthropogenicin
origin (Carmouze et al., 1995).

In the course of an ecological investigation of Barra
Lagoon, a tropical coastal system in the southeastern

Brazil, we carried out a taxonomic survey of the plank-
tonic algal flora. So far, only those species recorded for
the first time in Brazil have been described (Menezes
& Domingos, 1994).

This paper offers a more comprehensive account
of the phototrophic flagellates of the Barra Lagoon.

. Moreover we discuss the abundance of the more com-

mon phytoflagellate species in relation to some of the
environmental variables.

Study site

The Barra Lagoon is a coastal system situated in the
northern part of Rio de Janeiro State, southeastern
Brazil (22°57' S, 42°47 W). It is a shallow, oligohaline
lagoon, sirongly impacted by the discharge of domestic
sewage. with nitrogen and phosphorousconcentrations
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Juble 1. Some limnological data of Barra
Lagoon. * Average values for 1990-1993

Surface arca 6.2km?

Mean depth I m

Retention time 45m

Mixing (requency  Continuous to duily
™ 1527 pp 177

pH g.2*

Salinity 5.4%c "

DIN 1015 ggl1-1»

TP 136.5 pp 171 "
DOM Hiugl™'*

increasing in comsequence. According to the OECD

_classification (1982), it is a hypertrophic sysiem; like

many others, it experiences high pH values associated
with episodes of high primary production (Domingos.
unpublished data). The Barra Lagoon is indirectly con-
nected with the sea. A small salinity fluctuation was
detected during the period of study is indicative of
a weak tidal influence. The phytoplankton is domi-
nated by the Cyanophyceae, Synechocystis aquatilis
Sauvageau f. salina (Wislouch) Komirek and Syne-
chococcus elongatus Nageli, which may produce tox-
ins resulting in summer fish kills, as observed in 1991
(Azevedo et al., 1994). From September to December
1992, the lagoon was subject to a large development of
macroalgae, mainly of Cladophora vagabunda (Lin-
naeus) Hoek and Enteromorpha sp.

The limnological characters of Barra Lagoon are
summarised in Table 1.

Materials and methods

Integrated water samples were collected weekly for
three years, from Ociober 1990 to August 1993 at
one bay of lagoon, using a plexiglass tube, 8 cm in
diameter and lm in length. For the qualitative analy-
sis, the samples were carried to the laboratory and kept
unpreserved under refrigeration (£4 °C). For the quan-
titative analyses, subsamples were fixed immediate-
ly with Lugol's solution. All identifications, descrip-
tions. measurements and drawings were made on live
and fixed material under light microscope with phase-
contrast equipment. The techniques for phytoflagel-
late identification followed those described in Menezes
{1994).

Phytoplankton samples were counted according to
Utermoh] (1958), and the biovolumes were calculat-

ed according to Edler (1979). Correlation analysis
between fourteen selected species and some environ-
mental variables (nitrate, DOC, DON, DOP, TN:TP

--ratio, SRP,-TP, TN, and Secchi depth) used Pearson-

*s statistic {Sokal & Rolf, 1981) with N=115 and
p < 0.05.

The classification system used was taken essen-
tially from Throndsen (1993). In the classification of
Dinophyceae we adopted the criteria of Steidinger &
Tangen (1996). The salinity tolerances follow the cri-
teria of Caljon (1983).

The identification and geographical distribution of
taxa have been based on the general and regional works
for freshwater, brackish and marine waters and on mor-
phological characters observed under light microscopy.

Results
Floristic composition

In the plankton of Barra Lagoon, phototrophic flagel-
lates were represented by 30 taxa accounting 37%
of total phytoplankton (Figure 1). When considering
the main taxonomic phytoflagellates classes, Prasino-
phyceae, Cryptophyceae and Euglenophyceae were the
most species-rich, followed by Dinophyceae. Chryso-
phyceae and Prymnesiophyceae; Raphidophyceae and
Chlorophyceae were the least represented (Figure 2).
With regard to the salinity tolerance of the
phytofiagellates, limnobiont species dominated in
number, followed by brackish and marine species;
only one taxon (Durinskia baltica (Levander) Carty
& Cox) was classified as holoeurihaline (Figure 3).
Most freshwater taxa recorded occurred sporadically
or rarely in the lagoon, especially species of Chryso-
phyceae, Euglenophyceae and the single Chlorophvte,
Selenochloris stiginatophora (Korsikov) Ettl, with two
individuals found in one sample in September. 1992.
However, some taxa which usuvally live in freshwater
were common throughout the period investigated, such
as Euglena proxima Dangeard, Cryptomonas erosa
Ehrenberg, Ochromonas muabilis Klebs., Kephyri-
on ovale (Lackey) Huber-Pestalozzi and Pedinomonas
minutissima Skuja. Prasinophyceae, Cryptophyceae,
Dinophyceae and Prymnesiophyceae were the most
common groups represented; most species were typ-
ical from brackish (Pyramimonas orientalis Butch-
er, Hemiselmis simplex Butcher, Gymnodinium san-
guinewn Hirasaka, Paviova lutheri (Droop) Green)
or marine environments {Resultor mikron Throndsen,
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Figure 1. Phytoplankion species richness (relative proportion of 1axa) in Barra Lagoon, 1990-1993.
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Figure 2. Phytoflagellate species richness (relative proportion of taxa) in Barra Lagoon. 1390-1993.
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Pyramimonas grossii Parke. Pseudoscourfieldia mari-
na (Throndsen) Manton and Prormocentrum minimum
(Pavillard) Schiller. Charnonella subsalsa Biecheler,
which had been described from brackish waters, was
found in Decemnber 1992 and in January 1993,

All phytoflagellate taxa identified have been record-
ed previously from temperate sites. Of those, eigh-
teen were new records for the Brazilian continental
and brackish waters and nine were first records for
any tropical location (Men=z2s & Domingos, 1994).
Species descriptions are appended.

Euglenophyceae
Euglenales
Eutreptiaceae

-.Eutreptia viridis Perty. Figures -6, N

Cells 40-53 pm long. -+9 um broad, strongly
metaboly. fusiform to ellipticz!. posterior end narrowed
in an acute, hyaline cavdal provess. Pellicule with faint
helicoidal stripes. Numerous green chloroplasts, cylin-
drical to oblong irradiating irom a single paramylon
center situated in front of th2 nucleus. Numerous elon-
gated ovoid paramylon grains. frequently closed in the
central region where the plastidome converges. Nucle-
us oblong in the posterior part of cell; stigma elliptical,
conspicuous. Two subequz! dzgella, heterodynamic,
about 1-1.5 times cell lenzth. Disiribution: Coastal;
cosmopolitan.

Eunglena proxima Euglenaczz2 Dangeard. Figure 7.
Cells 53-62 um long, 9-12 1 broad. metabolic, ellip-
tical to slightly obovoid. posterior end rounded. Pel-
licule with faint helicoidal swipes. Numerous discoid
green chioroplasts. Elongai=d paramylon grains scant.
Nucleus elliptical in the czii middle; stigma small.
Flagellum about 0.5-0.7 timzs cell length. Distribu-
tion: Freshwater; cosmopoliizn.

Phacus longicauda (Ehrenberg. ) Dujardin. Figure 8.
Cells 92-96 pym long 28322 uym broad, flattened,
heari-shaped, posterior end nzrrowed in a long hyaline
caudal process (45—49 um longi. Pellicule with Jongi-
tudinal stripes. Numerous drscoid green chloroplasts.
Two rounded concentric paramylon grains approxi-
mately in the middle cel] part. Stigma has not been
observed. Flagellum about 0.3-0.5 times cell length.
Distribution: Freshwater: cosmopolitan.

Strombomonas verrucosa {Dzdav) Deflandre. Figures
9-10.
Lorica 35-39 ym long. 17-23 pm broad. trapezoidal,

anterior end with a wide collar (46 um broad), sides
slightly undulated, posterior end tapered to a conical
caudal process (9-12 um long) separeted from main
lorica body by a transversal septum. Wall thick, yellow-
ish to dark brown, rough and with adhering particles
on its surface. Numerous discoid green chloroplasts,
without pyrenoid. Paramylon rod-shaped or discoid.
Distribution: Freshwater; cosmopolitan.

Trachelomonas volvocina Ehrenberg. var. volvocina.
Figures 11-12,

Lorica 9-12 um diameter, spherical, pore with ring
thickening. Wall reddish-brown, smooth. Two pari-
etal elongated green chloroplasts, each with an inner
pyrencid. Stigma small, elliptical. Flagellum 1.5-2
times diameter of the lorica. Distribution: Freshwater; -
cosmopolitan.

Cryptophyceae

Cryptomonadales

Planonephraceae

Hemiselmis simplex Butcher. Figures 13-17.

Cells 49 um long, 3—4 pm broad, 3-4 um thick,
strongly metabolic, asymmetrical, flattened laterally,
elliptical to reniform in lateral view, rounded poles,
anterior end more straight than posterior, convex ven-
tral margin with central depression. Gullet exiends
obliquely from a ventral depression to the central cell
dividing it into two slightly symmetrical parts. Two
rows of ejectisomes. One green chloroplast. parietal,
with an anterior pyrenoid, occasionally two chloro-
plasts, each with a pyrenoid. Sometimes a spherical
starch grain in the posterior part of cell. Flagella later-
ally inserted which extend forwards when the cell is in
rest, 0.5-1.5 times cell length. Distribution: Coastal:
Europe, Japan, Brazil.

Cryptomonadaceae

Komma acuta (Utermohl) Hill. Figures 18-19,

Cells 6-8 um long, 3.8-5 um broad, 3.5-4 pm thick.
dorsiventrally compressed, obovoid in lateral. venrral
and dorsal views, ventral and dorsal margins convex,
the convex ventral margin to about 2/3 of cell length.
posterior end conical narrowed in a curved hyaline tip.
Gullet extending straightly about 2/3 of the cell length.
Two rows of ejectisomes. A dorsal blue chloroplast
with a central pyrenoid. Flagella 0.6 times to about
cell length, Distribution: Freshwater; cosmopolitan.

Chroomonas salina (Wislouch) Butcher. Figures 20—
21,
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Figwres 4—6. Eutreptia viridis. Figure 7. Euglena proxima. Figtre 8. Phacus longicauda. Figures 9-10. Strombomonas verruecosa. Figures
11-12. Trachelomonas velvocina var. volvacine. Figures 13-17. Hemiselmis simplex. 14, Cross section. 15, Dorsal view. Scales=10 pm.

Cells 15-18 ym long, 7.5-8.3 um broad, 8.2-9 um
thick, obovoid, slightly compressed, dorsal margin
convex, ventral margin straight, posterior end nar-
rowed Lo a rounded tip. Gullet extends obliquely about
1/2 of cell. Two or three rows of ejectisomes. A yellow-
olive parietal chloroplast, margins lobed with a cen-
tral pyrenoid. Flagella about cell length. Distribution:
Coastal; cosmopolitan.

Cryptomonas erosa Ehrenberg. Figures 22-24.
Cells 1015 um long, 4.5-7 ym broad, 4-6 pum thick,
laterally flattened, obovotid to eiliptical in lateral, ven-

tral and dorsal views, poles rounded. Gullet extends
straightly about 1/2 of cell length. Five to six rows
of ejectisomes. Two dorso-laterally olive chloroplasts.
An elliptical Corps de Maupas laterodorsally. Flagella
0.6 times to about cell length. Distribution: Freshwa-
ter; cosmopolitan.

Cryptomonas phaseolus Skuja. Figures 25-27.

Cells 18-20 pgm long. 8-10 um broad. 8-10 pm thick.
dorsiventrally flattened, obovoid in lateral view. ellip-
tical in ventral and dorsal views, convex margins. pos-
terior end rounded. Gullet extends obliquely about 1/2
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Figures 18-19. Komma acwia. 19. Dorsal view. Figires 20-21. Chroomonas salina. Figures 22-24. Cryptomonas erosa. 23-24. Dorsal view.
Figures 25-27. Crypramionas phaseolus. 26. Ventral view. Figures 28-30. Criptamonas stigmatica. 29, Venural view. 30. Dorsal view. Figures
31-33. Teleaulax acura. 32. Vemtral view, Figires 34-36. Chattonella subsalsa. 36. Cell after fixation with lugol. Scales = 10um.

of cell.length. Four o five rows of ejectisomes. Two
lateral olive chloroplasts. Two oblong Corps de Mau-
pas. Flagella about (.5 times cell length. Distribution:
Freshwater; cosmopolitan.

Cryplomonas stigmatica Wislouch. Figures 28-30.
Cells 18-21 pm long, 9-10 um broad, 8-9 um thick,
laterally flattened, obovoid in lateral, ventral and dor-

sal views, ventral and dorsal margins convex. posterior
end rounded. Periplast with faintly helicoidal stripes.
Gullet extends straightly about 1/2 cell length. Five to
six rows of ejectisomes. Two lateral olive chloroplasts,
each with a pyrenoid surrounded by a sheath of 3—4
starch grains. A basal starch grain. Stigma elliptical.
conspicuouns. Flagella about cell length. Distribution:
Coastal; cosmopolitan.
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Figures 37-39, Prorocenirum minimum. Figures 4042. Gymnodinivn sanguineunt, 40. Ventral view, 41 Dorsal view. 42. Laterodorsally view:
Figures 43—46. Durinskia baltica. 43. Ventral view. 44. Dorsal view. 45. Apical view of epitheca. 46. Apical view of hypotheca. Figures 47-50.

Peridinium umbonanan. 47. Ventral view, 48. Dorsal view. 49. Apical view of epitheca. 50. Apical view of hypotheca. Scales = 10z m.

Teleaulax acuta (Butcher) Hill. Figures 31-33.

Cells 16-18 um long, 8-10 um broad, 6-9 um thick,
flattened laterally, obovoid in lateral and ventral views,
elliptical in dorsal view, convex ventral margin to about
2/3 of cell length, posterior end narrowed to an acute
blunt short hyaline curved tail. Gullet extends oblique-
ly, longer than 1/2 of cell length. Four to five rows of
ejectisomes. A brown dorsal chloroplast with a central
pyrenoid surrounded by a sheath of 3—4 cup shaped
starch grains, sometimes two chloroplasts, each with
a pyrenoid. Flagella about cell length. Distribution:
Coastal, off-shore; England, Norway, Denmark, Japan,
Brazil.

Raphidophyceae

Chattonellales

Chattonellaceae

Chattonella subsalsa Biecheler. Figures 34-36.

Cells 28-38 um long, 14-18 pm broad, very frag-
ile, laterally flattened, obovoid to obpyriform, mar-
gins convex or rounded, posterior end frequently nar-
rowed in an acute hyaline tip. Subapical ventral notch
extended by an oblique groove. Numerous lenticular
yellow-green chloroplastsin the peripheral cytoplasm,
each with a pyrenoid. Small refringenis lipid glob-
ules peripherically situated. A large central nucleus.
Numerous elongated mucocysts in the peripheral cyto-
plasm. Flagella heterodynamic, about 1.5 times cell
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Figires 31-54. Chromuling pygmea. Figures 55-56. Keplivrion ovale. Figures 57-59. Ochromonas mutabilis. Figires 60—61. Cloyvsochromuling
parva, Figures 62—08, Paviova huheri. 64, 66, 67, Cell with periplast separated, spotied line, Figures 69-71. Nephroselmis minuta. Fignres

72-73. Pedinommonas minutissima. Scales = 10um.

length, the anterior flagellum undulated, the recurrent
flagellum lying in the ventral groove extension. Distri-
bution: Coastal; France, Spain. South India, Brazil.

Dinophyceae

Prorocentrales

Proroceniraceae

Prorocentrum minimum (Pavillard) Schiller. Figures
37-39.

Cells 15-17.5 pm long, 11-15 pm broad, hear-
shape to ovoid, anterior end truncated with a weak
short spine, posterior end rounded. Theca crnamented

with short spines. Distribution: Coastal, oceanic; cos-
mopolitan.

Peridiniales

Gymnodiniaceae

Gymnodinium sanguinewn Hirasaka. Figures 40-42.
Cells 33-36 pm long, 25-33 pm broad. laterally flat-
tened, covoid. Epicone conical, rounded, hypocone
trapezoidal, bilobed. Cingulum large, helicoidal, dis-
placed about 0.2 times cell length. Sulcus does not
reach the epicone, deeply notches hypocone., Numer-
ous efongated yellowish green chloroplasis disposed in
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Figures 74-76. Psendascourfieldia marina, 76a. Lateral view. 76b. Cross s2ction. Figures 77-78. Resultor mikron. 78a. Lateral view. Figures
79-82. Pyvramimonas grossii. 79, 80a. Apical view. Figures 83—84. Pyremimonas orientalis. 83a. Apical view. Figures 81-87. Pyramimonas
1orta. 87a. Cross section. Figures 88-89. Selenochloris srigmatophora. Sczles = 10um.

rows, Nucleus large, rounded, in the epicone. Distrib-
ution: Coastal, estuarine; costnopolitan.

Durinskia baltica (Levander) Carty & Cox. Figures
43-46.

Cells 11-17 pm long, 11-14 um broad, ovoid or spher-
ical. slightly flattened dorsiventrally. Epiteca slightly
larger than hypotheca. Cingulum wide, helicoidal. Sul-
cus large extending only onto hypotheca and does not
reach the antapex, anterior sulcal plate (8a} absent.
Pattern plate asymmetrical, piate 3’ triangular. Plate

with rows of dots faintly visible, sutures striated or
not. Plate formula: Po. 2X, 4', 2a, 6", C5 (C4+T), S4.
5. 2" Distribution: Freshwater, coastal, oceanic;
probably cosmopolitan.

Peridinium wmbonatum Stein. Figures 47-50.

Cells 19-24 um long, 16-19.5 um broad, egg-shaped,
flattened dorsiventrally. Epitheca conical, hypotheca
roundish truncate, the former usually larger than the
later. Cingulum wide, helicoidal. Sulcus large extend-
ing onto both theca and reach the antapex. Pattern plate
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symmetrical without visible omamentation, sutures

striated or not. Plate formula: Po, 4', 2a, 7", C6, S5,

5™, 2" Distribution; Freshwater; cosmopolitan.
Chrysophyceae

Chromulinales

Chromulinaceae

Chromulina pygmaea Nygaard. Figures 51-54.

Cells 4-4.5 umlong, 3-3.5 ;m broad, metabolic, ellip-
tical to ovoid, sometimes rounded. A parietal yellowish
chloroplast. No contractile vacuole. Stigma elliptical.
Flagellum about the cell length. Distribution: Fresh-

-water; Denmark, Brazil.

Kephyrion ovale (Lackey) Huber-Pestalozzi. Figures
55-56. _
Lorica 5-7 pm-long,;4-5_:m broad, ovoid to elliptical,
anterior end truncated, posterior end rounded. Wall
with 5-6 weakly developed transversal thick rings.
Protoplasm elliptical. A parietal yellow chloroplast.
Sometimes one posterior leucosine grain. Stigma and
contractile vacuole have not been observed. Flagellum
about the lorica length. Distribution: Freshwater; cos-
mopolitan.

Ochromonas mutabilis Klebs, Figures 57-59.

Cells 10-13 pzmlong, 5-7 pm broad, metabolic, ovoid.
Two lateral yellowish chloroplasts. Two contractile
anterior vacuole. Stigma elliptical. Unequal flagella,
the longest 1-2 times cell length, the short 0.3-0.5
times. Distribution: Freshwater; Europe, Brazil.

Prymnesiophyceae

Prymnesiales

Pavlovales

Pav]ovaceae

Chrysochromulina parva Lackey. Figures 60-61.
Cells 4-7 pm diameter, discoid, anterior end flat-
tened with weakly developed depression. Two pari-
etal brownish chloroplasts. Flagella 2-2.5 times cell
length, haptonema 1.5 times cell length. Distribution:
Freshwalter; cosmopolitan.

Pavlova lutheri (Droop) Green. Figures 62-68.

Cells 6-7 ym long, 3-3.5 pzm broad, strongly metabol-
ic, laterally Rattened, elliptical to triangular in front
view, sometimes square, Two parietal yellowish to
olive chloroplasts. Stigma small, near insertion of
flagella. Two unequal flagella, the longer 1.5 times
cell tength, the shorter 0.1-0.2 times cell length, hap-
tonema very short and rarely observed. Distribution:
Coastal; Europe, Brazil.

Prasinophyceae

Pedinomonadales

Pedinomonadaceae.. ...

Neplhiroselmis minuta (N.Carter) Butcher: Figures 69—
71.

Cells 3.5-5 pm long, 3-4 um broad, flattened later-
ally, outline roundish in front view, sometimes eilip-
tical, anterior end rounded with apical swelling. A
green cup-shaped chloroplast, occupying half of the
cell. Pyrenoid rounded, basal. Contractile vacuole has
not been observed. Stigma small near the insertion of
the flagella. Flagella heterodynamic, 1-2 times cell
length, the shorter 1-1.5 times as long as cell. Distrib-
ution; Coastal; England, Brazil.

Pedinomonas minutissima Skuja. Figures 7273,
Cells 2.5-5 pm diameter, flattened, discoid. A green -.
cup-shaped chloroplast, occupying nearly the entire
cell, with a rounded basal pyrencid. Stigma faintly
visible. Flagellum about cell diameter. Distribution:
Freshwater; cosmopolitan.

Pseudoscourfieldia marina (Throndsen) Manton. Fig-
ures 74-76.

Cells 2.5-5 um long, 1.7-4.8 um broad, 1.5 um thick,
laterally flattened, conical to ovoid in front view, ante-
rior end truncated with an apical depression, posterior
end rounded. A green-yellowish cup-shaped chloro-
plast, occupying nearly the entire cell, with a rounded
basal pyrenoid. Contractile vacuole and stigma lack-
ing. Flagella homodynamic, 2-4 times cell length. Dis-
tribution: Coastal, oceanic; Europe, Brazil.

Resultor mikron (Throndsen) Moestrup. Figures 77~
78.

Cells 1.5-2 um diameter, flattened, discoid. A green
cup-shaped chloroplast, occupying nearly the entire
cell, without pyrenoid. Contractile vacuole and stigma
have not been observed. Flagellum straight or curvate
about 10 times cell diameter. Distribution: Coastal;
Finland, Japan, Brazil.

Pyramimonadales

Pyramimonadaceae

Pvyramimonas grossii Parke. Figures 79-82.

Celis 4.5-10 um long, 3—6 pm broad, 3~5 um thick,
obovoid or pyramidal, quadrangular in apical view,
anterior end truncated with 4 equal lobes weakly devel-
oped surrounding a central depression, posterior end
rounded sometimes narrowed to a rounded tip. A green



urn-shaped chloroplast, 4-lobed, corresponding to the
4 periplast lobes. Pyrenoid cup-shaped, basal sur-
rounded by a starch sheath. One or two_contractile
vacuoles near the insertion of flagella. Stigma small
in the anterior cell part. Flagella homodynamic, 0.6-1
times cell length arising from the base of the apical
depression. Distribution: Coastal, oceanic; probably
cosmopolitan.

Pyramimonas orientalis Butcher. Figures 83-84.
Cells 67 um long, 4.5-6 prm broad, obovoid, anterior

-end truncated with 4 equal lobes, weakly developed,

quadrangular with rounded angles in apical view, pos-
terjor end bluntly rounded. A green urn-shaped chloro-
plast with 2 lobes. Pyrenoid rounded, basal, surround-
ed by a sheath of two cup-shaped starch grains. Con-
tractile vaéuole has not been observed. Stigma absent.
Flagella as long as the cell. Distribution: Coastal,
word-wide. '

Pyramimonas torta Conrad & Kufferath. Figures 85—
87.

Cells 5.5-9 pum long, 4.7 um broad, 4.5-5.5 um
thick, heart-shaped, anterior end truncated with 4 lobes
weakly developed, surrounding the central depression,
quadrangular with rounded angles in apical view, pos-
terior end narrowed to a hyaline acute tip. A green urn-
shaped chloroplast with 4 lobes. Pyrenoid cup-shaped
surrounded by a starch sheath. Contractile vacuole has

" notbeen observed. Stigma elliptical, in the anterior cell

part. Flagella as long as the cell. Distribution: Coastal:
Belgium, Brazil.

Chlorophyceae

Chlamydomonadales

Chlamydomonadaceae

Selenochloris stigmatophora (Korsikov) Ettl. Figures
88-89.

Cells 10~12 yrm long, 7-9 pm broad, Iunate with short
anterior papilla. A yellowish green faintly urn-shaped
chloroplast. Pyrenoid lacking. Numerous contractile
vacuole dispersed in the cytoplasm. Stigma small, in
the anterior cell part. Flagella about the cell length.
Distribution: Freshwater; cosmopolitan.

Seasonality of selected pliytofiagellate species

Over the three years as a whole, the phytoplank-
ton abundance showed a relatively weak seasonali-
ty (Domingos, unpublished data). The phytoplank-
ton biovolume (Figure 90} was cha:acteriz;d by a
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greater contribution of Cyanophyceae (average 39%)
and Dinophyceae (average 28%) followed by Bacil-
lariophyceae (average 10%), Chlorococcales (average
7%} and Prasinophyceae {average 6%). The other algal
classes did not contribute significantly to ttre total bio-
volume. However, if the phytoflagellates are expressed
as a distinct biological group, they were guantita-
tively the most important in the phytoplankton bio-
volume (average 44%) (Figure 91). Among the
phytoflagellates (Figure 92), the dominating class was
the Dinophyceae. Raphidophyceae, exclusively repre-
sented by Chattonella subsalsa, and Euglenophyceae
with Eutrepiia viridis and Euglena proxima were the
classes which coniributed less. All other remaining~
classes contributed between 4% and 14% to the total
phytoflagellate biovolume. Species of Prasinophyceae
(Pyramimanas grossii, F. arientalis and Pedinomanas
minutissima) and Cryptophyceae (Heniselmis sim-
plex) were the most abundant ones.

The event of a mass fish-kill (Brevoartia ryrannus-
filter) in summer (February 1991) due to the production
of toxins by Synechocystis aquarilis f. salina (Azeve-
do et al. 1994) resulted in high ammonia input to the
water column as a consequence of the fish decomposi-
tion. The increase in ammonia concentration resulied
in drastic decline of Cyanophyceae biovolume, where-
as the proportion of Chlorococcales largely increased.
Phytoflagellates and the other classes did not contribute
significantly (Domingos et al., 1994).

During the development of the macroalgal stand
(September-December 1992) phytoflagellates domi-
nated the total phytoplankion biovolume. especially
Gymnodinium sanguineum (Domingos. unpublished
data)

Table 2 shows some of the abiotic variables values
from Barra Lagoon, at the times of peak phytoflagel-
late biomass in the three years. In general. there is no
strong seasonal pattern to which any conforms (Fig-
ure 93), although Paviova lutheri showed some slight
recurrence each summer. Pyramimonas grossii and P,
arientalis often co-occurred with peaks at the begin-
ning of the study period. _

Numerous small flagellates exhibited their highest
peaks at the beginning of the period, before the fish-
kill, when the transparency of water was low (0.3m).
The larger species. such as Gymnodinium sanguineum,
Chatronelia subsaisa, Durinskia baltica and Eutrep-
tig viridis had the maximum peak towards the end
of the period, during the development of macroalgal
phase when transparency was greatest and light could
penetrate through the entire water column. With the
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Figure 91. Percemage contribution of phytofiagellates as a whole to total biovolume (average of three years).

exception of G. sanguineumn, all other species were less
abundant. Paviova lutheri and Kephyrion ovale belong
to the group of abundant small species which showed
maximum biovolume in this later period. Table 3 shows
the mean selected species biovolume during all study
periods.

No statistically significant correlation between

“phytoftageliate biovolume and either ammonia, DOM

or dissolved inorganic nutrients was found. A
direct correlation was observed between DOP and
Euglena proxima (r=+0.37) and Crypromonas erosa
(r=+0.43). Salinity and Pyramimonas orientalis (r=—
0.43) and P, grossii (r=—.46) were inversely relat-
ed. These species were correlated with each other and

they also showed inverse cormelation with transparen-
¢y (Secchi disk depth) (r=—0.42 and -0.37, respec-
tively). Gymnodinium sanguineum presented closely
direct correlation (r=+0.40) with turbidity. Paviova
lutheri had an inverse cormrelation with depth (r=-
0.40). Pyramimonas grossii was the only phytoflagel-
late species which showed significant inverse correla-
tion (r=-0.37) with TN:TP ratio.

Discussion

The floristic composition of the phytoplankton of Bar-
ra Lagoon was characterized by a small number (81)
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Figure 92. Percentage contribution of different bio;rolume phytoﬂagcllatlc classes (average of three years).

Table 2. Some abiotic variables measured at the peak growth of fourieen selected phytoflagellate species

Daie S% pH NH, TN TP DOM
ngl™!' mglm! o opgl”! mglt!
Eutreptia viridis 15/06/93 98 87 227 1.1 48.8 6.6
Euglena proxima 24/02/92 81 89 140 3.0 5152 15.4
Hemiselmis simplex 26/03/91 65 84 308 1.9 184.7 14.2
Crypromanas erosa 24102492 81 89 140 3.0 515.2 15.4
Chartonella subsalsa 12/01/93 7.1 84 266 1.9 129.3 10.7
Gymmodinium sanguineum  01/12/92 69 93 309 1.5 72.1 2.1
Durinskia balrica 09/03/93 97 85 269 1.3 95.5 5.5
Kephyrion ovale 28/10/92 95 85 264 1.6 57.0 12.5
Ochromonas niutabilis 29/04/91 38 85 182 1.2 196.7 18.8
Paviova lutheri 16/03/93 101 85 68.0 1.8 152.5 10.0
Pedinomonas minutissima 15/11/90 31 93 7.0 2.4 137.5 16.2
Pseudascourfieldia marina  06/12/90 39 93 154 2.5 168.5 19.7
Pyramimonas grossii 29/04/91 38 85 182 1.2 196.7 18.8
Pyramimonos orientalis 09/04/91 32 9l 140 1.2 172.0 7.6

of taxa, when compared to marine and freshwater

environments, and by species drawn from freshwater, -

brackish, marine and holoeuryhaline primary habitats
(Menezes & Domingos, 1594). The low number of
taxa is commen in continental brackish lakes (Caljon,
1983). In the case of Barra Lagoon, the indirect con-
nection 1o the sea is possibly critical.

The phytofiagellate assemblage and the other
planktonic non-flagellates observed in Barra Lagoon
clearly reflect the influence of salinity on the specif-
ic composition. The low salinity with weak fluctu-
ation (3—-8%o and mean value 5.4%¢) over the three
years of study favoured a higher number of lim-
nobionts, although the majority of these taxa are

classified as weakly euryhaline limnobionts (Caljon,
1983). This is compounded by their sporadic or rare
occurrence and their quantitatively insignificant con-
tribution. Although a relatively large species number
(eleven) of limnobiontic phytoflagellates have been
recorded, the quantitative contribution represented by
salinity-tolerant organisms which may tolerate low
salinity, was slight, some do occur in abundance
in dilute brackish waters: Eunglena proxima, Cryp-
tomonas erosa, Ochromonas mutabilis, Kephyrion
ovale and Pedinomaonas minurissima. Coastal species
were the richest taxonomic groups and they also
showed a higher frequency and abundance: some are
typical of brackish waters (Pyramimonas grossii, P
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Figure 93. Biovolume seasonality of the fourteen selected phyloflageilate species in Barra Lagoon, 1990-1993,

orientalis, Hemiselmis simplex, Gymnodinium san-
guineum), others of marine waters (Paviova lutheri,
Pseudoscourfieldia marina). This latter group occurs
in marine littoral areas with a somewhat reduced salin-

ity but with good development in brackish waters.
Besides Synechocystis aquatilis {. salina, other typ-
ically brackish non-flagellate species were frequent
in Barra Lagoon, among them: QOocystis submarina



Table 3. Biovolume averages of founteen selected phytoflagellate specics, 1990-1993

Length x width  Biovolume  Standard

n

() (um') deviation

Eutrepria viridis 300 x 9.5 1483.0 . 22 20
Euglena proxima 49.0x 11.0 2925.0 1.4 20
Hemiselmis simplex B9 x4.2 53.5 0.6 s
Crypromonas erosa 14.0 x 7.2 477.5 0.5 30
Chotronella subsalsa 29.2 x 15.0 653.0 4.7 10
Gymnodinium sanguineum  35.0 x 26.0 6800.0 30 27
Durinstio baltica 12.1 » 10.8 647.8 15 125
Kephyrion ovale 54%x 4.8 18.0 2.1 25
Ochromonas mutabilis 11.2 % 5.5 BB.5 2.1 20
Paviova lutheri 4.5 % 2.7 23.5 0.6 29
Pedinomaonas minutissima 40x 3.5 19.5 0.3 30
Pseudoscourfieldia marina 4.0x 2.8 20.5 2.3 25
Pyramimenas grossii - 5.0x 4.5 99.0 13 a5

? 6.7 x 5.1 165.0 0.6 40
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Pvyramimonas orientalis

Lagerheim (Chlorococcales). Actinocyclus normanii
(Gregory) Hustedt f, subsalsa (Juhl-Dannf) Husted!,
Chaetoceros muellerii Lemmermann and Nitzschia
closterium (Ehrenberg) W. Smith (Bacillariephyceae)
{Menezes & Domingos, 1994).

From a biogeographic point of view, the pres-
ence and abundance of phyloftagellate taxa previously
recorded only from temperate areas (Hemiselmis sim-
plex, Teleaulax acura, Ochromonas mutabilis, Chro-
mulina pygmea, Paviova lutheri, Nephroselmis minuta,
Resultor mikron, Pseudoscourfieldia marina, Pyrami-
monas torta is interesting. But for Closteriopsis aci-
cularis (G.M. Smith) Belcher & Swale var. africana
Hindédk (Chlorococcales), none of the remaining non-
flagellate taxa from Barra Lagoon, is restricted to the
tropics (Menezes & Domingos. 1994), suggesting that
the flora is cosmopolitan.

Comparing the taxonomic composition and bio-
mass results with available data from literature, the
more frequent and/or abundant phytoflagellates iden-
tified here have been recorded from other hyper-
trophic brackish environments (Domingos. 1991;
Romo & Miracle, 1994) and from coastal polluted
areas (Throndsen, 1969).

Although there are few studies on the abundance of
phytoflagellates under richer trophic conditions, fea-
tures such as motility and varied trophic behaviour
have been suggested to confer competitive advantages
to these algae in organic matter-rich environments
(Porter, 1990; Rojo & Alvarez-Cobelas, 1993). Partic-
ularly in relation to nutritional requirements, Alvarez-

Cobelas & Jacobsen (1992) proposed a diagram based
upon the dominant phytoplankton biomass, which
related phytoflagellate increase in hypertrophic envi-
ronments to the ammonia- and DOM-content, includ-
ing brackish coastal lagoons.

The lack of correlation between phytoflagellates
biovolume and ammonia, DOM and dissolved inor-
ganic nutrients may demonstrate thatthese resource
concentrations were not the main factors for the
phytoflagellate composition and abundance in Barra
Lagoon. The high temperatures in tropical environ-
ments and the usually shallow depth of coastal lagoons
contribute to high and fast crganic matter recycling. In
the Barra Lagoon, up to 70% of the primary production
is sustained by recyciing of organic matter in the water
column (Carmeuze et al. 1994a); such recycling leaves
a low content of dissolved inorganic nutrients.

Taking into account that pigmented flagellates-con-
tributed 449 of the total phytoplankton biovolume over
the three years of study, mixotrophic behavior is a like-
ly explanation for the maintenance of the phytoflagel-
late populations in Barra Lagoon. Many phytoflagel-
late species identified appear to be mixotrophic (Porter,
1988: Jones, 1997) and, although there is a high dis-
solved organic matter content in Barra Lagoon (Car-
mouze et al., 1994b), the lack of correlation between
DOM and phytoflagellates could support the idea that
the mixotrophic algae are poor competitors for dis-
solved nutrients, as pointed out by Holen & Boraas
(1995},
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The maximal biovolume of pigmented flagellates
with predominance of larger cells during the develop-
ment of benthic macroalgae might be attributable to the
alternative source of nutrients made possible through
phagotrophy (bacterivory?). Although shallow (1 m at
the collecting station), the benthic macroalgae stand
affects the vertical heterogeneity of nutrient availabil-
ity, while resources in the water column are shared

“With growing macroalgae. This is supported by the low

planktonic biomass verified on this occasion (Domin-
gos, unpublished data).
The dominance of Gymnodinium sanguineum, a

" large mixotrophic species, might be favoured by swim-

ming velocity and displacement amplitude towards the
bottom for nutrient uptake, clearly demonstrated by
its.closely. positive relation with water. transparency,
which reached maximal values during the develop-
ment of macroalgae stand. Motility is an advantage
of dcquisition of particles by phagotrophic plankton-
ic algae (Fenchel, 1982; Raven, 1995) and because
swimming velocity increases with algal size (Sommer,
1988}, larger cells offer a larger boundary surrounding
them facilitating particle ingestion (Raven, 1995).

The abundance of larger cells during the devel-
opment of macroalgae stand at the latter period of
study contrasts with that observed at the beginning of
study. In the latter there was a dominance of generally
smaller species which, in addition to their mixotroph-
ic behaviour, were probably favoured by low water
iransparency, as demonstrated by inverse correlation
between Pyramimonas grossii and P. grientalis and
Secchi depth. The contrast between the peak of larger
flagellates during the highest transparency versus the
peak of smaller cells during the lowest water trans-
parency is in agreement with the literature. Sommer
{1988) and Jones & Ilmavirta (1988) pointed out that
there is selective advantage for larger flagellates in het-
erogeneous environments while the smaller cells have
ability to exploit homogeneous conditions.

The lack of seasonal dynamics for both phytoflagel-
lates and other planktonic algae was expected (Domin-
gos, unpublished data). The irregular pattern of phy-
toplankton seasonality is common in shallow lakes
(Reynolds et al., 1994), particularly in tropical envi-
ronments, where the succession is frequently affected
by abrupt events (Melack, 1979).

It seems that, in Barra Lagoon, the main fac-
tors driving abundance and occurrence of planktonic
phytoflagellates are water transparency, the distribu-
tion of nutrients in the water column and nutritional
sources. However, there is little information available

on the environmental requirements of phytoflagellates
in brackish tropical ecosystems under hypertrophic
conditions. More accurate investigations are required
to evaluate potencial nutritional resources of the pho-
totrophic flagellates in Barra Lagoon.

Our results support different physiological or
behavioral phytoflagellate responses to environmerital
factors (Jones & 1lmavirta, 1988) andthe importance of
taxonomy for a better understanding of the occurrence
and the dynamics of this biological group, especially in
tropical brackish ecosystems with high trophic status.

On the other hand, major information about the
interactions between natural populations of organisms
and their environment will contribute, undoubtedly,
to a better understanding in the taxonomic studies.
The similar ecological requirements and dynamics
observed between Pyramimonas grossii and P. ori-
entalis and their morphological similarity under light
microscopy suggest that the species are closely relat-
ed, although an electron microscopy examination of
the material will be necessary in order to make a more
reliable identification.
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ABSTRACT: Seven strains (NPCA-5, -10, -15, -16, -19, -23, and -29) of picoplanktonic cyanobacteria
from Caruaru reservoirs were identified and analyzed for toxicity. We tested the toxicity of these strains
by mouse bigassay, by HPLC, and by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Straing NPCA-15
and -23 were toxic when tested by mouse bioassay (LD, =600 mgpy/kg body weight). The toxin from
strain NPCA-15 had the same UV spectrum as microcystin-LR. All of the strains showed the presence of
microcystin by ELISA analysis. The microcystin concentration varied between 0.08 ng/mggy (NPCA-5)
and 3.7 ng/mgpw (NPCA-15). Confirmation of microcystin production by picoplankton opens the
possibility that these organisrms may have contributed to human poisoning in Caruaru and defines a
new source of microcystin in water supplies. © 1999 by John Wiley & Sons, Inc. Environ Toxicol 14: 31-35,
1999 .

Keywords: Aphanocapsa cumulus; picoplankton; cyanobacterial toxin; blue—green algae; Caruaru,

Brazil

INTRODUCTION

Eutrophication in Brazilian water bodies as a conse-
quence of human activities has increased over the last
20 years, especially near urban centers. Anthropogenic
inputs by domestic, industrial, agricultural, and urban
discharges have been identified as the primary cause
for this enrichment.

Phytoplanktonic communities respond to eutrophi-
cation with a loss of biodiversity followed by a domi-
nance of cyanobacterial species and the occurrence of

“water blooms. In Brazil the most common genecra in

Correspondence to: P. Domingos

© 1998 by John Wiley & Sons, Inc.

fresh water supplies and reservoirs as a consequence of
eutrophication are Microcystis, Anabaena, and Cylin-
drospermopsis (Tundisi and Matsumura-Tundisi, 1992).
Research carried out at our laboratory at The Federal
University of Rio de Janeiro (Costa and Azevedo, 1994)
has found cyclic heptapeptide hepatotoxins—the mi-

crocystins—in several Brazilian cyancbacterial species

that occur in many reservoirs and natural lagoons.
Hepatotoxin production was verified in 75% of the
tested strains, with the main genus involved being
Microcystis.

However, the occurrence of toxic nanoplanktonic
and picoplanktonic cyanobacterial species has not been
well studied (Lincoln and Carmichael, 1981), perhaps

CGCC 1520-4081/99/010031-05



32 DOMINGOS ET AL.

due to the higher difficulty of observing and identifying
these microorganisms.

During studies carried out to explore the incident of
human poisoning involving microcystin that occurred in
a dialysis center in Caruaru city (8° 17'S, 35° 58”W) in
Pernambuco State, Brazil (Jochimsen et al., 1998), we
began testing the toxicity of different cyanobacteria
isolated from water supplies in that region. This paper
reports the identification of a picoplanktonic cyanobac-
terial species and microcystin production by laboratory
strains of these species.

MATERIALS AND METHODS

Taxonomic [dentification and
Culture Condi_tions

Water samples from Engenheiro G. Pontes (Tabocas)
and Sr. José Maria reservoirs, which are used as water
supplies by the Caruaru population, were collected
from March until May 1996 (about 45 days after the
death of the first patient). Some subsamples were fixed
with Lugol’s solution for phytoplankton identification,
after other subsamples had been taken to isolate strains
for culture. Straing were isolated by spreading 0.1 mL
of water sample into Petri dishes containing ASM-1
medium (Gorham et al., 1964) plus 1.0% agar. Single
colonies of picoplankton (NPCA-5, -10, -15, -16, -19,
-23, and -29) were then cultivated in ASM-1 medium,
as nonaxenic batch cultures (1600 mL), at 23 + 2°C,
with a photoperiod of 12 h and 45 umol photon m™2
s~1. The light intensity was measured with a Li-Cor
model LI-185B photon-equipped LI-190S8B sensor. Cells
growing under these conditions were harvested in the
late exponential phase, concentrated by centrifugation,
and then lyophilized for toxicity tests and toxin extrac-
tion.

The identification of species was made from fixed
and live natural samples and cultivated cells by Dr. Jirf
Komérek of the University of South Bohemia, Czech
Republic.

Cyanobacterial freeze-dried cells were suspended in
a 0.9% NaCl solution and tested for toxicity by in-
traperitoneal (ip) mouse bioassay with ICR Swiss male
mice (15-25 g). Mice were observed for 24 h after
injection for signs of poisoning indicative of microcystin
intoxication.

Toxin Extraction and Detection

Lyophilized cells (approximately 370 mg) for each of
the strains (NPCA-5, -10, -15, -16, -19, -23, and -29)
were extracted using a modified form of the method of

KIishnarﬁurthy et al. (1986). The cells were extracted
three times (1 h) with 1-butanol:MEOH:water (1:4:15,
v/v) and cell debris was removed by centrifugation.
The supernatants were combined and air-dried to 30%
of the original volume. This material was passed
through C-18 cartridges (Bond Elut C-18, Varian). The
cartridges were washed with water and then eluted in
sequence with 20 mI. MEOH. The 100% MEOH frac-
tion was filtered through a 0.45 um nylon filter and the
MEOH was removed by evaporation. Dried extracts
were redissolved in 100% MEOH and the microcystin
was separated by high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC).

The Shimadzu HPLC system used a Lichrospher
100, C-18 reversed phase column (4 mm X 12.5 mm,
ODS 5 pm), and the separation was carried out under
isocratic conditions with a mobile phase of 20 mM
ammonium acetate, pH 5.0, and acetonitrile (7:3). The
volume injected was 20 L and the flow rate was 1.0
mL min~!. The toxic peak was detected with UV
absorption at 238 nm using a Shimadzu SPD-M 10 A
photodiode array detector,

Subsamples of the 100% MEOH fraction were also
used in a direct competitive enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) that detects microcystins using poly-
clonal antibodies as described by An and Carmichael
(1994).

RESULTS AND DISCUSSION

Strains NPCA-5, -16, -23, and -29 were identified by
Dr. Komirek as Aphanocapsa curnulus. This picoplank-
fonic cyanobacterium presents irregular lobate colonies
with very densely and irregularly aggregated cells (Fig.
1). Strains NPCA-10, -15, and -19 are solitary pi-
coplanktonic spherical cells, rarely joined into small
clusters of several loosely dispersed cells, and en-
veloped by very fine colorless slime. These strains may
represent a stage of development of A. curmulus or
they are disintegrated colonies of another species. They
both have extremely small cells, less than 1 am in
diameter.

Strains NPCA-15 and -23 were toxic when tested by
mouse bioassay and had an estimated LDy, of 600
mg /kg body weight. Signs of poisoning were similar to
those observed with other microcystin-producing
cyanobacterial species except that the time of death
was more than 6 h after injection. No examination of
the livers of the mice was made.

By HPLC analysis, a peak with a similar UV spec-
trum to microcystin-LR was obtained with the extract
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Fig. 1. Picoplanktonic species, Aphanocapsa cumuius: (A} general view of colony; (B)

detail of cells.

of NPCA-15 cells (Fig. 2). The chromatograms of other
extracts did not show any peak with this microcystin
UV spectrum,

Using ELISA we could detect the presence of mi-
crocystin in all strains at low to very low concentrations
of between 0.08 (NPCA-5) and 3.7 ng/mg (NPCA-15)
(Table I). These microcystin concentrations explain the
lack of toxicity observed in the majority of the mouse
bioassays and the negative results obtained by HPLC
analysis. It is important to emphasize that the toxicity
observed for a strain in culture conditions cannot be
directly related with the toxicity of this species in the
field. Usually a reduction in toxicity occurs when strains
are maintained under laboratory conditions; therefore,

the toxin production of these cells could be underesti-
mated. The LDy, for microcystin is about 60 wg/kg
(equivalent to 100 ug of toxin per gram of cells DW).
However, the ELISA gave only 3.7 pg toxin per gram
of cells as the maximum concentration, so it is probable
the mouse toxicity was not due to microcystin a t all, but
to other cell components that are toxic by ip injection.

The toxicity of nano- and picoplanktonic c¢yranobac-
teria may represent risk of toxin production in addition
to that from known toxic species, especially because
this risk is not currently understood. Recently we con-
firmed microcystin production by a strain of Syre-
chocystis aqualitis isolated from a brackish lagoon
near the city of Rio de Janeiro (unpublished clata). At
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Fig. 2. HPLC chromatogram of an extract of picoplanktonic cells. The inset shows the UV
spectrum of the toxin peak and microcystin-LR standard.

present it is not known which cyanobacteria were re-
sponsible for the Carnarn tragedy. The confirmation of
microcystin production by these species may indicate a
possible association between picoplanktonic cyanobac-
teria and the incident of human deaths in Caruaru.
The production of microcystin by picoplanktonic
cyanobacteria shows a new source of microcystin in
water supplies and presents a new challenge for public

health and water treatment personnel. Due to the very
small size of these cells, their identification requires
special care and their removal by traditional methods
of water treatment may be more difficult. The potential
toxicity of these species needs to be considered and the
risks from picoplanktonic cyanobacteria in water sam-
ples need to be monitored to control cyanotoxin con-
tamination.

TABLE 1. Microcystin concentration of seven strains collected in different
water bodies and evaluated by ELISA analysis

Strains Culture Organisms Origin of Strain ELISA (ng/mg)
NPCA-5 Aphanocapsa cumulus Engenheiro G. Pontes 0.08
Reservoir {Tabocas)
NPCA-10 Spherical picoplankton Sr. José Maria Dam 0.02
NPCA-15 Spherical picoplankton Sr. José Maria Dam 3.70
NPCA-16 Aphanocapsa cumulus Sr. José Maria Dam 0.20
NPCA-19 Spherical picoplankton Sr. José Maria Dam 0.20
NPCA-23 Aphanocapsa cumulus Sr. José Maria Dam 0.30
NPCA-29 Aphanocapsa cumulus Eng. G. Pontes 0.10

Reservoir (Tabocas)
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Abstract

Cyanoprokaryote assemblages of eight very productive Brazilian lakes are described and the main driving forces
of their dominance are considered. Relative abundance of blue-greens is shown to have been positively related to .
temperature, but not to pH or total-P and 1o have been negatively associated with light, mixing, NOz. but not with
NH,. total N or total N/total P ratio. Both heterocytic and non-heterocytic groups were negatively related to NOa.
However, if Cylindrospermopsis species are considered as non-Na-fixing organisms (only 10% of the filaments
carried heterocytes), the lakes could be considered as dominated by non-N»-fixing populations during most of the
years. In this new scenario. non-Na-fixing were dominant in NOj3 (but not NHy) deficient lakes, and in both NOx
and NHy deficient conditions. Assemblages S, S, H, M, X;. as groups of descriptor species of systems having
similar features as proposed by Reynolds (1997: Ecology Institute, Oldenburg), were representative of warm.
shallow, turbid, enriched and frequently mixed lakes. We propose to move some species from Z (picoplancton of
oligotrophic lakes) to X assemblage (nanoplankton of eutrophic lakes) and we comment on Microcystis species
of M assemblage from mixed shallow lakes in relation to L, assemblage of end-summer in temperate lakes. S and
S, assemblages, which comprise species which are good-light antennae, were the best represented group in these
generally turbid and shallow lakes.

Introduction to mixing zone ratio (Jensen et al., 1994). high tem-
perature (Shapiro, 1990), low CQOn/high pH (King.

There is a growing record of harm caused to pub- 1970; Shapiro, 1990; Caraco & Miller, 1998). high

lic health and to the environment by the development
of cyanoprokaryote populations. especially those oc-
curring at high biomass level. The most striking ex-
pression has been recorded recently in the northeast
of Brazil, with human deaths during hemodialysis.
as documnented in detai! by Jochimsen et al. (1998).
Cyanoprokaryotes are frequently associated with eu-
trophic conditions. but they are also important com-
ponents of phytoplankton in oligo and mesotrophic
waters (Hecky & Kling, 1987: Canfield et al., 1989;
Blomqvist et al., 1994: Huszar & Caraco, 1998). Cy-
anoprokaryote dominance has been associated with
several environmental factors such as: low turbulence
{(Reynolds, 1987, but see Ganf, 1974), low light
(Zevenboom & Mur., 1980; Smith 1986). low euphotic

total-P (McQueen & Lean, 1987; Trimbee & Pre-
pas, 1987; Watson et al., 1997), low total-N (Smith.
1983), low total-N to total P ratio (Smith, 1983), low
dissolved inorganic nitrogen (Blomgvist et al., 1994).
phosphorus storage strategy (Pettersson et al., 1993).
ability to minimize grazing (Haney. 1987) and buoy-
ancy regulation (Reynolds, 1987) as shown in Table
l.

Cyanoprokaryoles, as a major taxonomic division.
are able to live in a wide range of environmental con-
ditions, despite their sensitivity to sudden changes in
environmental conditions (Paerl, 1988). However. the
Blue-Green Algal Paradox described by Paerl persisis
only if cyanoprokaryotes are considered 10 be uniform
in their requirements (Padisdk & Reynolds, 1998). In-
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Table 1. Variables in literature expected lo be related to relative biomass (%) of taxenomic and heterocytic/non-helerocytic groups.
Temp=temperature; Zey=guphalic: Zp;x=mixing zone: Zyax=maximum depth. NO3. NHy. SRP (soluble reactive phosphorus). SRSi
{sofuble reactive silicony TN=total nitrogen: TP=total phosphorus

Physical pH-System Dissolved nutrients

. ““Total nutrients  Nutrient ratios

: Temp Zew/Zmis * Zein/Zmax pH NO3~NHy SRP SRSi TN TP TN/TP
Blue-Greens +{y =) —{3) +Hl4y  —(5) =5y — - —(6) +(7) —(&)
Diatoms -8 - H9) - - - 10y | - - -
Greens : - Iy —an oK)y - - - - - 12 -
Heterocytic Blue-greens =2 -(3) {14 =(5) ~(5) — - —&) + (N —(&)
Non-heterocytic Blue-preens  + (I3 =(2) —{(3) +(l4) =5 - - - -© +( —(6)

1. Shapiro 1990: 2. Smith 1986: 3. Reynolds 1987: 4. Caraco & Miller. 1998: 5. Blomgvist et al., 1994: &. Smith 1983; 7. Trimbee &

Pepas. 1987: 8. Zhang & Prepas 1996: 9. Sommer 1988; 10. Tilman el al.. 1986: 1|, Happey-Wood, 1988: 12. Jensen e al.. 1994,

deed. the individual species .of cyanoprokaryotes are
characlerized by remarkable specialization.

Different lakes can be characterized by the groups
of cyanoprokaryotes and other algae they support.
many of which share common advantageous atirib-
utes. These groupings can be used o indicate recent
environmental conditions. more so than can the phylo-
genetic representatives (Reynoids. 1997; Huszar &
Caraco. 1998). Applying a subdivision based on spe-
cies strategies (C-invasive. S-acquisitive, R-altuning
species}. Reynolds (1984. 1988, 1997) separated the
pelagic vegetation along phytosociological lines. fol-
Towing the precedent set by terrestrial classifications
{Grime, 1979). Cyanoprokaryotes were included in
eight of the 27 assemblages proposed by Reynolds
(1997), each one of which usually occurs in envir-
onments defined by common ranges of trophic state,
mixing. latitude, pH. etc. Heterocytic cyanoproka-
ryotes constitute assemblage H, small-celled colonial
chroococcales participate in K, L, Lo and M as-
sembiages, filamentous Oscillatoriales, in § and R
assemblages, and blue-green picoplankton in Z as-
semblage. A new assemblage (S;), close to Oscillat-
oriales (8). was created for the nitrogen-fixing C/in-
drospermaspsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya
et Subba Raju, previously included in H assemblage.
based more on its antennal properties (Padisdk &
Reynolds.- 1998). :

The investigation reported in this paper was
conducted to characterize the cyanoprokaryote as-
semblages of eight productive tropical Brazilian sys-
tems. most of them dominated by blue-greens all over
the year. and to propose the main driving forces for
that dominance.

Study sites o e

Most of the water bodies studied are freshwater reser-
voirs, having, as one of their principal purposes.
either urban supply. rural irrigation, fishing, electric
power generation or urban landscaping. Such reser-
voirs are of recent construction (the 1980s), except
for Pogo da Cruz (1956) and Gargas (1928). Only
Barra, a coastal oligohaline lagoon, is a natural sys-
tem. Rain and drought periods regulate, more than
seasonal temperature and solar radiation, the dynamic
of trapical aquatic systems. Some of the lakes are situ-
ated in the tropical region of the Brazilian Southeast
(Juturnaiba, Gargas and Barra), where the rainfall re-
gime is characlerized by more intense precipitation in
summer (December—March} and by drought in winter
{June-August). Northeastern reservoirs are located in
a semi-arid region. two of them in the ‘hinterland’
(“sertfio”) (Chapéu and Algoddes), where the dry sea-
son is harder and longer (May-November) than in the
“wilderness” (‘agreste’) areas {Po-de-Agtcar and In-
gazeiras). the drought period being from August to
December. Pogo da Cruz is located between the *hin-
terland’ and the ‘wilderness’, with an intermediate
rainfall regime, Limnological information about these
lakes is given in Table 2.

Juturnaiba Reservoir, originally a freshwater
coastal lagoon, and Barra lie on the quaternary plain
of Rio de Janeiro Stale and their drainage basins
are occupied mainly by cultivated lands and/or urban
areas. Frequent fish-mortalities have been recorded in
Barra lagoon during the summer. Gargas is located
on Pre-Cambrian gneiss rocks and continuously re-
ceives sewage from the City of Sdo Paulo Zoological
Park. Chapéu, Algoddes, Pdo-de-Agtcar. Ingazeiras
and Pogo da Cruz lie on limestone rocks. in Pern-
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Tuble 2. Muin features of studied water bodies {physical and chemical variables averages during the annual cycle). Abbreviations as in Table

Juturnaibi Gargas Barra Chapéu Algoddes Pogo da Pio de Ingazeiras
: ~—Cruz Aguicar

Main Uses Water Supply | Landseaping [ Natvral | Irrigation Wal‘.:F‘S“upp!y Irrigation | Imrigation | Water Supply
Coordinates 22°33'S, | 23°39'S, |22°55°S.[08°05°S.| 07°53'S. J08°30°S.|08°22'S.| 08°03'S.

429 18'W | 46 37°W 42047 W39 W 40P 05’ W [37°44° W | 36742 W[ 36°58° W
Arca (km”) 430 0.09 6.2 26.0 1.6 56.0 5.0 1.3
Volume (107 m?) - 100000 402 - 188 000 58400 504000 | 55000 4600
Watershed Area (km”) 213 - 350 2826 2140 5000 438 842
Annual Precipitation (mm} 2431 1400 1300 604 487 627 763 588
Alr Temperawre (°C) 24 19 23 - - - - -
Water Temperature (°C) 25.2 225 2.7 27.8 27.0 26.6 35.2 27
Secchi (m) 0.5 04 04 - - - - -
Zew (M) 14 1.1 0% 0.9 1.2 1.7 1.7 1.3
Zpmix (M) 50 36 i.0 a4 43 12 8.7 5.6
Zgax (M)~ - - 50 - 4.5 1.0 - 39 43 12 8.7 . 56 -
ZewlZ iy ’ 0.3 0.3 0.9 0.3 0.3 0.1 0.2 0.2 ¢

i Zpiid Zmax | 0.8 1.0 L0 1.0 1.0 1.0 10 :.

pH 7.2 8.1 9.0 8.7 83 8.1 86 8.7
Alkalinity (Eq 1~ "y - 958 - gl 1317 2641 nn 2892
NOT (M) i9 s 1.1 1.9 1.3 s 5.6 1.6
NH:'{'(,uM) Lo 39.0 7.6 25 23 2.3 6.1 36
DIN (M) 5.5 42,5 8.7 4.4 a6 6.1 1.7 5.2
SRP (uM) 0.87 0.03 2.50 1.50 0.94 0.77 0.37 .45
SRSi (uM) 29.6 0.3 - - - - - -~
TN (M) 14 59 132 299 246 83 190 203
TP {3 M) s 1.6 1.9 14.9 22,1 4.9 5.2 1.7
TNTP 5 51 12 19 a3 22 45 51
Chloraphyll (g1~ 60 59 105 229 64 is 97 87
Biomass (mg 17" ' 17 50 29 58 75 2 k5 45

ambuco State and their drainage basins are subject 1o
incipient agriculture and livestock raising.

Materials and methods

Samples were taken weekly, biweekly, monthly or
irregularly (1-3 monthly intervals), during 1 year. re-
spectively. in Barra. Juturnaiba. Gargas and the reser-
voirs in the Northeast. Limnological samples were
taken from the surface at a fixed point in most- of
the lakes in the deepest part of the lakes in most
cases. Except for temperature. which measured as a
profile, all samples were taken from a depth of 0.2
m beneath the surface. The variables analyzed were
temperature, transparency. pH. alkalinity, total phos-
phorus and nitrogen (TP. TN). phosphorus as soluble
reactive phosphorus (SRP). silicon as soluble reactive

.

silicon (SRSi), nitrogen as nitrate (NQj). nitrogen as
ammonium (NH4) and chlorophyli 4. Methodology is
detailed in Carmouze et al. (1994) and Domingos et al.
(1994) for Barra; Paranhos (1996) for Juturnaiba: Car-
imouze (1994) for Northeast reservoirs; and Sant’ Anna
et al. (1997) for Garc¢as. Phytoplankion samples were
fixed with Lugol’s solution and populations were enu-
merated in random fields, using the inverted micro-
scope method (Utermohl, 1958), 1t was not possible to
enumerate Cylindrospermospsis catemaco and C. phil-
ippinensis separately, because they were distinguished
as separaie species only after counting. Specific bio-
mass was estimated from the product of the population
and mean unit volume (Edler, 1979), assuming a spe-
cific density of phytoplankton cells of 1 g em™2. In
general, average cell size was based on at least 20
measurements.
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Mixing zone (Znix) was identified from the tem-
perature profiles. Euphotic zone (Z,) for Gargas,
Juturnaiba and Barra was calculated as 2.7 times the
Secchi disk depth {Cole, 1994) or has measured in
the Northeast reservoirs, using Li-Cor sub aguatic

- dex light availability in the mixing zone (Jensen et

al., 1994). Relative abundance of taxonomic groups
was considered following the system of van den Hoek
et al. (1997); separating Cyanophyta {cyanoproka-
ryotes), Cryptophyta, Dinophyla (dinoflagellates), Ba-
cillariophyta (diatoms), Chrysophyta, Xanthophyta.
Euglenophyta and Chlorophyta (greens). Cyanoproka-
ryoles were also separated into heterocytic and non-
heterocytic organisms. Relationships between phyto-
plankton groups and envircnmental variables were
assessed by Spearman Rank Correlation. Only sig-
nificant correlations (p<0.05) were considcred. As-
semblages were labeled according to Reynolds (1997)

-and Padisdk & Reynolds (1998).

Results

Lake chemical and physical regimes

Light, temperature and mixing regimes varied little
among the systems studied. Considering the Zeoy/Zmix
ratio as a light-level indicator in surface waters, most
lakes can be considered turbid (Table 2). The highest
and lowest ratios noted have been recorded, respect-
ively, in the coastal lagoon (0.9) and in one of the
Northeast reservoirs (Pogo da Cruz: 0.1), the latter
has a high suspended inorganic content. Light in the
mixing zone has varied little in each lake, large fluc-
tuations (>2-fold) having been recorded only once, in
Gargas at the end of spring and early summer. As ex-
pected, the average temperature of surface waters was
high (Table 2). Only Gargas stratified persistently (for
a few weeks) during spring and summer (warm poly-
mictic discontinuous). All others circulate at a time at
least once at each day, mainly during the night period
(warm polymictic continuous).

Compared to the physical factors considered.
chemical features showed higher variability. The
highest average alkalinity values occurred in reser-
voirs from semi-arid region (Table 2), with remarkable
temporal fluctuations in all lakes. Most of these are
alkaline systems, with pH values above 8.0 (Table
2). Circumneutral waters (pH 7.2) was encountered
only in Jutumaiba. The two Southeastern reservoirs

(Juturnaiba and Gargas) showed the greatest temporal
variations in pH.

In general, total nutrient (N and P) concentrations
were high in most of the lakes (Table 2}, with intra-
lake variations during the study, However. TP (Gargas)
and TN (Juturnaiba) concentrations were, on aver-
age, lower than in the others. On average, SRP has
been relatively high in most lakes (Table 2). Only
Gargas showed low average concentrations (0.03 ¢ M).
without considerable temporal fluctuations. Variabil-
ity was remarkable, however. especially in the coastal
lagoon following fish-mortality, when SRP concen-
trations were approximately six-fold higher. Almost
eight-fold variations were observed in the Northeast-
€11 TeSErvoirs.

Except for Gargas, which receives sewage from a
zoological garden and, in lower extension, Barra and
Pao de Agiicar, the systems have relatively low av-
erage concentrations of dissolved inorganic nitrogen
(DIN) (Table 3). In four of these, ammonium made
the larger contribution, which may be on average twice
(Algoddes, Ingazeiras) up to 11 times (Gar¢as) greater
than that of the NO; contribution. The opposite is true
in Juturnaiba and Pogo da Cruz, where NO3 is approx-
imately twice as high as NH,. The other reservoirs
had similar average concentrations of both nutrients
(Chapéu and Pao-de-Agucar). \

Phytoplankton seasonal cycles

Approximately 283 species were recorded for the
eight lakes; 49 of these were cyanoprokaryotes.
Only 11 cyanoprokaryote species achieved dominance
(Table 3). Among the taxonomic ciasses, represent-
ative of the Chlorophyceae and Bacillariophyceae ac-
quired a certain importance in biomass, at least once
during the annual cycle.

Average total phytoplankton biomass-(Table 2), for
each lake varied between 2 mg 17! (Pogo da Cruz)
and 75 mg 17! (Algoddes). Two general seasonal
phytoplankton biomass patterns have been recognized
(Figure 1). The first, a trimodal seasonal cycle, was de-
tected in Barra lagoon and Gargas reservoir. In Barra.
the peaks were dominated by non-heterocytic cy-
anoprokaryotes (Jaaginema subtilissimum [Kiitzing]
Anagnostidis & Komdrek) in mid-spring. and by non-
heterocytic Synechocystis aguatilis Sauvageauf. salina
[Wislouch] Komarek) in mid-summer. The third max-
imum occurred at the end of summer, followed by fish-
mortality and was dominated by greens (Chlorella vui-
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Table 3. Percentages of phytoplankion assemblages {Ass.} ax dominant groups of species. by period in cach lake. Labels aceording to
Reynolds (1997), Padisdk & Reynolds (1998) and modifications in this paper

Period 11

Period | An, Axs Pericd 11 Ay,
12 Jun-10 Dec 26 Dec-17 Apr A0 Apr-14 May
Jumarb 22% Awlacoseira distans D 2% Micimessiis M 6% Cylindnspermopsis Sn
) gernginese phillippinensis
2% Cryptomonas sp. Y L1% Anabacna spivoides H 12% Anabucnu spimides H
11% DinoRugellate L
22 Feb-27 Jul 27 Aug-17-Dec 26 Jun
Gargas 15G Microcvsiin deruginosa M BR% M. tqmelliformis, M 81% Geillerinenea sp S
11% M. acruginusa
10% Peridinitn volzii L
12% Cripromonas sp, Y
25 Ocr=3 Jan 10 Jan-6 Feb 13 Feb-9 Apr
Barm A7% Juoginema subtilissimum ) 6% Synechorystix X) % Covudgaris var. X
aguarilis ateiraphica
14% Anabacnapsis rh-ukl'n_e'r' H 8% Anahaenapsis clekinii H 15% Qovvsiis ssdaarina
i T o ’ ’ 9% Chlaretla minwtissima
e 4 Apr 95-19 Apr 96
Chapéu 33% Cylindrospermaopsis racihorski Sn
25% C. phittipinensis/C. caremmact
15% Phewmidium sp 5
5 Apr95-20 Apr 96
Algoddes 84% C. phillipinensis/C, carenace Sn
5 Apr95-17 Apr
Pogo da Cruz 92% C. raciborskii Sn

14% Aulacaseira granndoia
10% Crypromanas cfnarsonii Y

6 Apr 95-27 Apr %6
Pao de aglicar 8% C. ruciborskii Sn
8 Apr95-22 Apr 96
70% C. phillipinensis/C. catemaca Sn
3% C. racihorskii

Ingareiras

garis Bejerinckvar. autotrophica [Shibira & Krauss]
Fott & Novikovd and Qeacysiis submarina Lager-
heim). A!l peaks at Barra lagoon were recorded in
rainy and high temperature periods.

Microcvsiis ¢f. lamelliformis Holsinger was dom-
inant during the winter and spring peaks in Gargas
reservoir. The third peak was reported during mid-
summer, to be dominated by Geitlerinema sp.

The second seasonal pattern comprised unimodal
cycles with a single biomass maximum prevailing
for long periods (4-9 months), as in Juturnaiba
and Northeast reservoirs. Maximum biomass in Ju-
turnaiba occurred between early summer and fall,
with a dominance of Micracyvstis acruginasa Kiitzing

during the summer and Cylindrospermopsis philip-
pinensis {Taylor) Komdrek and Anabaena spiroides
Klebahn during the fall. In the Nertheast region,
seasonality is set most by the distribution of rains
throughout the year, Phytoplanklon maxima can oc-
cur 1. during drought (Pogo da Cruz), or during
rains (Pio-de-Agucar): 2. from the end of drought
to the beginning of rains (Chapéu and Ingazeiras)
or 3. from the intermediate season uniil rainy sea-
son (Ingazeiras), or even, 4. during niore than half-
year encompassing dry and rainy season weather (Al-
goddes). All peaks in the Northeast reservoirs were
dominated by heterocytic cyanoprokaryvotes: Cyviin-
drospermopsis racibarskii (Wolozynska) Seenayya et
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Tuble 4. Correlation cocflicients () between total biotmass mg 17}, % of biomass of taxonomic divisions. heterocytic and non-heleroeylic cyan-
oprokaryotes, and some ahiotic variables for the combined data set of the eight lakes, Only those significant (p<0.03) are shawn. Abbreviations
as for Table 1. (n=26. Juturnaiba and Barra: n=12. Gargas: n=7. Chapéu. Algoddes. Pogo da Cruz. Plo de Acicar. Ingazeiras. (*) Represents
agreement with literature expectations . R

Dissulved nutrienis

o7

Physical pH-sestem Tetal nutrienls Nutrient ratio

Temp  ZewZpis | ZniinfZma pH NOy  NH; SRP SRS TN TP TNTP
Total Biomass 0.27 - 0.49 —0.43 - - - 0.60 - 0.28
Cyanoprokaryaies 0200 —-0.20° -0.21" - -0+ - ~{1.32 - 0.33 0.37
Diatons - — 035" 0.20 0.27 043 034° 029 0.33 -0.52
Greens - 0.37* 0.37 - 27 - - 0.36 -~ - 0.39* ~-0.33
Hetlerocytic cyanorokaryotes 024 -0 0.33 0.25* —0.38" - - 0.47 0.66 0.24" -
Non-heterocytic 0.25% 0.37 -0.29* 0.35* -0.207 - - - - 0.25" ~037*

eyanaprokaryotes

Subba Raju in Pio de- Agticar and Pogo da Cruz, C.
philippinensis/C. catemaco Komérkova-Legnerovd &
Tavera in Ingazeiras and Algoddes, and codominance
of C.raciborskii and C. philippinensisiC: catemaco
in Chapéu. In addition, a few other species contrib-
uted to the total phytoplankion biomass of the lakes
studied, mainly representatives of greens and diatoms
(Table 3).

The two groups comprising the cyancprokaryote
biomass — heterocytic and non-heterocytic — are herein
assumed to be funetionally distinct — Na-fixing and
non-No-fixing — and whose abundanee is examined
relative to total phytoplankton biomass. By pooling
the entire data set, the seasonal cycle in total bio-
mass and in relative abundanee of both taxonomic
and heterocytic/non-heterocytic groups were not, in
general, well explained by physical and chemical
variations (Table 4). Total biomass was positively as-
sociated with temperature, pH. TN and TN/TP ratio
and negatively with NQj. In spite of the low agree-
ment with the expectations, some major taxonomic
groups were related to a small number of expected
variables (Table 4). Cyanoprokaryoles were negatively
associated with light in the mixing zone, mixing and
NOj. There were also unexpected inverse relation-
ships between cyanoprokaryotes and SRF, and direct
with TN and TN/TP ratio. The expecied direct rela-
tionships with pH, TP and inverse with TN and TN/TP
ratio were not found.

Other relatively well-represented taxonomic groups
were related to a few number of expected variables.
Diatoms were directly associated with mixing and
SRSI, and greens with light in the mixing zone and TP.
These groups were also related 1o some unexpected
variables. Greens were positively related to Zpix/Zmax.-
NO3, SRP and negatively to TN/TP ratio: diatoms

were positively associaled with pH, NOa. SRP and TF,
and negatively with TN and TN/TP ratio.

Both heterocytic and non-heterocytic cyanoproka-
ryotes are thought to be associated with the same vari-
ables for the entire taxonomic group. In addition, DIN
{NO3 and NH4) and TP have been mentioned in the
literature as having some influence on the distribution
of these groups (Table 1). As expecied. heterocytic
blue-greens were direetly related to temperature, pH
and TP. and negatively 10 Zoy/Zmix ratio and NOaj.
They were also directly associated with some unex-
pected variables (mixing, SRSi, TN). Non-heterocytic
cyanoprokaryotes were related positively to temper-
ature. pH and TP, and negatively to mixing. NOj
and TN/TP ratio. Positive relationship between non-
heterocytic blue-greens and light in the mixing zone
was not expected.

Discussion

Although the number of instances of hypertrophy in
freshwater ecosystems is steadily increasing, there are
stilt rather few studies on the structure and function
of phytoplankton in affected lakes, both in tropical
and temperate regions ( Alvarez-Cobelas & Jacobsen.
1992). Hyperirophic temperate lakes are. in.general,
dominated by blue-greens during the summer (Watson
et al.. 1997) but also by greens as in hyperirophic
shallow temperate lakes (Alvarez-Cobelas & Jacob-
sen. 1992, Jensen et al.. 1994). Considering maxima
and annual means of chlorophyll and annual mean TP
concentralions (OECD. 1982; Niirnberg. 1996}, most
of our lakes are placed at the hypertrophic end of the
trophic spectrum. However, in terms of the chlorophyll
supported. Pogo da Cruz meets the criterion of a eu-
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trophic reservoir, but it is hypertrophic on the basis of
its TP concentrations. The converse is true for Gargas.
The difficulties of applying to tropical areas criteria for
trophie. status. developed for temperate regions. have
already been pointed out by Huszar et al. (1998).

Blue-green dominance depends substantially on
a degree of environmental constancy (Paerl. 1988;
Padisdk & Reynolds, 1998). Less sharp seasonality
in the tropics may lead 10 a higher probability for ex-
istence of long-lasting blue-green stages as observed
in the studied lakes. Indeed. cyanoprokaryotes were
dominant during 100% of the annual cycle in North-
east reservoirs and between 60 and 70% of the year in
Southeast lakes.

Considering the data as a whole, variations in
representation of taxonomic groups were not well pre-
dicted from physical or chemical variables. As expec-
ted. diatoms were positively associated with mixing
{Sommer. 1988) and silicon (Tilman et al., 1986), and
greens only with light in the mixing zone (Happey-
Wood, 1988). The relative abundance of cyanoproka-
ryotes was inversely related to light, turbulence, NOj,
and directly to temperature, but not directly to pH, TP
and inversely to TN and TN/TP ratio, as claimed in
the Hierature. Most of those fall within a narrow range
of values in the lakes considered. Maybe this is one
of the causes for the poverty of relationships found
between relative abundance of cyanoprokaryotcs and
some of the expected variables. However, the relat-
ive abundance of this group was associaled with some
unexpected factors, such as low SRP.

Relative abundance of cyanoprokaryotes has ofien
been claimed to be directly dependent upon TP con-
centrations (Trimbee & Prepas, 1987; Watson et al.,
1997) and inversely so to TN/TP ratio (Smith, 1983).
However, high TP (>32 pM) has also been associated
with greens in shallow hypertrophic temperate sys-
tems (Jensen et al., 1994), as a function of the continu-
ous input of nutrient and carbon from sediments and
external sources, selecting fast-growing chlorophytes.
TP variations in our lakes were notf in that range
showed by Jensen et al. (1994), but they were in the
typical range mentioned for blue greens (<26 uM). In
spite of cyanoprokaryotes being dominant in certain
systems with low TP concentrations (Hecky & Kling,
1987, Canfield et al., 1989; Huszar & Caraco,]998).
in our lakes they have been dominant in TP levels
more frequently reported in literature. Similarly, the
TN/TP ratio in our lakes was also included in those
levels (<29, by weight: 64, by atom}, in which blue-
greens commonly are dominant {Smith, 1983). So, it

is understandable not 1o find the expected relationships
between relative abundance of cyanoprokaryotes and
TN/TP ratio or TP concentrations, Functionai groups
of cyanoprokaryotes have also been zssociated with
TP levels. Heterocytic forms are thought to be down-—-
inant in concentrations <& M and non-heterocytic
between 8 and 26 uM (Jensen et al.. 1994). Consider-
ing the established periods, we found that both groups
of cyanoprokaryotes can dominate, independently of
the TP levels.

Dominance of nitrogen fixers has been supposed
to be favored, among other factors, by their abil-
ity to function in N-deficient systems; dominance of
non-Na-fixing cyanoprokaryotes may be explained by
an ability to outcompete most other phytoplankton
groups for NHy, in NOj depleted waters (Blom-
qvist et al.. 1994). Four patterns can be identified
by comparing periods of blue-green dominance, us-
ing an approximation about N-limitation (DIN con-
centrations <8 pM. Reynolds, 1997, and uptake
half-saturation constant for NOj [3.7 uM] and NH,
[2.2 uM], Huszar & Caraco, 1998); (a) chronically
DIN-deficient lakes. with non-heterocytic (Juturnaiba.
Period 11, Barra. Periods I and II} or heterocytic
dominance (Juturmaiba, Period III); (b) chronically
NOj; but not NHy-deficient lake, with non-heterocytic
dominance (Gargas): {¢) chronically NO3 but not-
NH;-deficient reservoirs, with heterocytic dominance
(Chapéu, Pogo da Cruz, Algoddes and Ingazeiras: and
(d) non N-deficient lake with heterocytic dominance
(Pao de Acgicar). The expected relationships between
DIN forms and functional groups of cyanoprokaryotes
{Blomgqvist et al.. 1994) were not clear in our lakes.
Despite of both functional groups of cyanoprokaryotes
being significantly related to low NQjs. heterocytic.
instead non-heterocytic, occurred in non N-deficient
lakes. at Jeast by NH,. . )

Cyvlindrospermopsis, a heterocytic genus, was
the most important in our lakes (C. raciborskii, C.
catemaco, C. philippinensis). However. only 10%
of the filaments of the three species possessed het-
erocytes in Northeast reservoirs. This fact has been
also reported for Paranod reservoir (Brazil) for C. ra-
ciborskii (Branco & Senna, 1994). C. raciborskii has
been reported as a species with high affinity for am-
monium, using this nutrient in such concentrations
in which the other heterocytic species already need
to fix N (Présing et al.. 1996: Padisik. 1997). Most
of Cylindrospermapsis populations were dominant in
non-N-deficient conditions at least with respect to
NH; (patterns ¢ and d). so enhancing the similarity
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of these versatile species to non-heterocytic filament-
ous blue-greens (Oscillatoriales). If we consider these
organisms 10 be non-Na-fixing species. the patterns
observed in most of the lakes. would be more un-
derstindable, according 1o Blomgvist et al. (1994)
considerations, because non-Na-fixing were domin-
ant in NO3 but not NH; deficient reservoirs (Chapéu.
Algodoes, Pogo da Cruz, Ingazeiras) and in a non-
N-deficient {ake (Pdo de Agtcar): However, we still
observed periods of dominance of non-heterocytic
species in chronically DIN-deficient lakes (M. aeru-
ginosa in Juturnafba, J. subtilissintum and S.aquarilis
in Barra).

Groups of species have sometimes béen thought of
as system descriptors; their similar features, would us
to understand. for a certain degree of prediction from
these features, why recurrent groups of correspond-
ent species can be identified (Reynolds. 1997). So. it
is important to the development of a comprehensible
scheme of community assemblage and phytoplankton
selection, to determine which environmental condi-
tions make possible consistent predictions. We were
able 1o ascribe our data on the algal cycles to nine
assemblages. Four of these were made up of cyano-
prokaryotes, one of greens. two of diatoms, one of
dinoflagellate and one of cryptophytes. The environ-
mental constancy in Northeast reservoirs allowed us
to identify one dominant assemblage over a calendar
year. which included the same species. Each South-
east lakes showed three periods described by different
assemblages (Table 4).

S and 8, assemblages of functional non-Na-fixing
and good light antennae group characterize mixed.
turbid. shallow and enriched lakes (Reynolds. 1997:
Padisdk & Reynolds, 1998). In our lakes, these as-
semblages embrace Cylindrospermapsis species. Jaa-
ginema. Phormidium and Geitlerinema (the last three
formerly as Oscillatoria). They were dominam dur-
ing the entire annual cycle in the Northeast reservoirs
or, at least in one of the survey periods, in Barra
and Juturnaiba. Padisak & Reynolds (1998) proposed
S, assemblage based upon the physiological attrib-
utes of Cviindrospermopsis, including its low light
requirements, rather than its Na fixing capacity. These
features place Cylindrosperniopsis — previously in-
cluded in H assemblage of Nostocales (Reynolds.
1997) — ecologically closer to the Qscillatorialles.
As mentioned, only 10% of Cvlindrospermopsis fila-
ments from Northeast reservoirs carried heterocytes.
when they are arguably unnecessary in those rarely
N-deficient lakes, as also commented by Padisdk &
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Reynolds (1998). However, in Juturnaiba reservoir
(Period 3), during a strong N-limitation (not detected
NOa:). codominance of Cylindrospermopsis phillip-
pinensis and Anabaena spivoides was showed. In that
period. 30% of Cylindrospermopsis filaments carried -
heterocytes. indicating that at least part of the popula-
tion was fixing nitrogen. The presence of heterocytes
in this genus has been noted during low-DIN phases
in Kariba reservoir (Ramberg, 1987) and in l.ake
Valencia (Lewis & Riehl, 1982). Then, it is reason-
able to regard Cylindrospermopsis as a genus with
alternative physiological adaptations between 8§ and H
assermnblages.

Warm waters, good nutrient supplies but with low
DIN may support the heterocytic blue-green H as-
semblage (Reynolds, 1997). Only two representatives
of this assemblage was recorded in our lakes: Ana-
baena spiroides as codominant with Sn assemblages
during a N-deficient period, in absence of NQ3z, in Ju-
turnaiba reservoir, and Anabaenopsis elenkini Miller

[ hungarica {(Haldsz) Jeeji-Bai. Hegewald et Soeder.

as subdominant with 8 or X| assemblages in Barra
lagoon. ,

M assemblage, formed by Microcystis species,
may dominate in shallow lakes with daily mixing in
low latitudes (Ganf, 1974; Reynolds, 1997). M. aer-
nginosa. for example, can accommodate 1o intense
diel changes in vertical mixing better than non- or
weakly-motile algae. This self-regulating specialized
species is thought be dominant in turbid and frequently
well-mixed lakes, only if the income of radiation is
not prejudicial to the extent of growth. However, the
morphological properties of both small (<200 gm)
and big (200421 um) colonies of M. aeruginosa
from Juturnaiba reservoir (surface/volume. S/V. ra-
tio: 0.6-1.2 um_] and maximum linear dimension,
MLD, times S/V: 239-261) are placed on the trans-
ition between S and R-strategists. and not as the very
clear S-strategist shown in Reynolds' (1997} diagram.
Microcystis from our lakes, mainly colonies greater
than 100 gm diameter were flattened. increasing the
S/V ratio over the equivalent spherical shape assumed
in Reynolds® (1997) calculations. and consequently
better light antennae than round ones.

Z assemblage was proposéd for picoplankion or-
ganisms, among them.Syvrechocystis aguatilis and
Chlorvella minutissima, as representative of surface
waters of large, clear and oligotrophic lakes (Reyn-
olds, 1997). These small nanoplankton species (3.0-
4,0 um, Menezes & Domingos. 1994), with high
erowth rates (Nascimento & Azevedo, 1998: Huszar
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et al., 1998) were commeon in Barra, a system with en-
riched and relatively clear walters, as are usual in other
shallow hypertrophic coastal lagoons of Rio de Janeiro
State (Domingos & Carmouzc. 1923). These features,
allied to high tropical lemperalures, impose a very
fast dynamic {(Machado. 1989). selecting for invas-
ive species in conditions of accessibility of resources.
Considering that the scheme of Reyﬁolds (1997 is
still under development and considering the morpho-
logical/functional attributes of both mentioned organ-
isms, we propose their inclusion in X; assemblage.
integrating the eutrophic, non-motile nanoplankton
grouping.

Most of the lakes studied were marked by the oc-
currence of assemblages comprised of species from
other taxonomic divisions. although with much in-
ferior biomass contributions. Eventially. the following
assemblages were recognized: Y assemblage, formed

. by ubiquist cryptophytes common in moderately en-

riched systems; P assemblage. comprising filamentous
diatoms. is common in large mesotrophic lakes in
low latitudes: L assemblage. which inciudes large
dinoflageilates usually found in mesotrophic to eu-
trophic waters: and D assemblage comprising small
centric diatoms of shallow. hypertrophic ponds. We
includc Aulacoseira distans (Ehrenberg} Simonsen in
D assemblage, accepting Reynolds™ (1997) and Olrik’
(1994) considerations for small centric diatoms.

In synthesis, our data support the view that the
delimitation of both the blue-green and non-blue-
greens assemblages applies reasonably closely to the
assemblages found in tropical enriched systems. des-
pite having been formulated originally to describe al-
eae encountered in higher latitude systems (Reynolds.
1984, 1997). Most of them are also representative of
warm, shallow, turbid and frequently mixed environ-
ments, which selected grouping of species according
to their morphological/functional pre-adaptations. The
strategies of species which make up M-assemblage.
however, is not clear. In our view, Microcvstis aeru-

" ginosa and M. cf. lamelliformis, with their flattened

colonies, may work closer to R-strategist group in our
tropical, shallow. turbid lakes. than the spherical Mi-
crocystis of Ly, assemblage. from temperate, stratified
lakes. Assemblage X, which is representative of C-
strategist grouping, is selected by conditions of both
high nutrient and light in the coastal lagoon. a relat-
ively cicar lake, with accessible resources. And finally
the most representative assemblages in our waters. S
and Sn, are representatives of R-strategists, which are
thought to be adapted to conditions of low light. be-

cause they are good light antennae (Reynolds, 1988,
1997). :
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