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RESUMO

Cylindrospermopsis raciborskii vem se tornando uma das espécies de cianobactérias de
maior interesse pelos pesquisadores, em razdo do seu potencial para produzir toxinas,
formar floragdes e pelo aumento do nimero de relatos de sua ocorréncia nos ecossistemas
aquaticos continentais de diferentes paises, inclusive do Brasil. Nesse sentido, esta tese teve
por objetivos: 1) avaliar as caracteristicas limnoldgicas de dois reservatorios de
abastecimento - Tapacura e Ingazeira, ambos localizados no Estado de Pernambuco -, onde
floragdes de C. raciborskii sdao comuns, 2) caracterizar as saxitoxinas produzidas por uma
cepa de C. raciborskii (ITEP-018), 3) identificar as neurotoxinas presentes durante uma
floracdo de C. raciborskii e Anabaena spiroides no reservatorio Tapacura e 4) estudar a
diversidade genética de cepas de C. raciborskii. Os resultados indicaram que uma maior
estabilidade do ambiente, associada a uma maior concentragdo de nutrientes e baixa
intensidade luminosa, favoreceram a formagdo de floragdes de C. raciborskii nos dois
reservatorios. As andlises mostraram que cepa ITEP-018 produz seis saxitoxinas incluindo
uma nova variante. As neurotoxinas identificadas durante uma floracdo no reservatorio
Tapacura foram saxitoxinas e um inibidor de acetilcolinesterase, provavelmente anatoxina-
a(s), produzidas por C. raciborskii e A. spiroides, respectivamente. A analise filogenética
mostrou uma maior homologia entre cepas de Cylindrospermopsis com a mesma origem
geografica, e estas puderam ser reunidas em trés grupos: cepas de origem americana,
européia e africana/australiana. Os resultados chamam a atencdo para importancia do
monitoramento de floragdes toxicas de cianobactérias e a criagdo de programas que visem a

diminuicao do estado tréfico dos ecossistemas aquaticos.
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ABSTRACT

The increasing concern about Cylindrospermopsis raciborskii is due to the potential of this
cyanobacterium to produce toxins and form blooms and mainly due to the raise of reports
on its occurrence in aquatic ecosystems of many countries, including Brazil. In this sense,
the objectives of this work were: 1) to evaluate the limnological characteristics of two
drinking water suppliers - Tapacurd and Ingazeira reservoirs both located in Pernambuco
State -, where C. raciborskii blooms are frequent, 2) to characterize the saxitoxins produced
by a C. raciborskii strain (ITEP-018), 3) to identify the neurotoxins present during C.
raciborskii and Anabaena spiroides bloom in Tapacura reservoir and 4) to examine the
genetic diversity of C. raciborskii strains. The results have shown that an environmental
stability associated with a high level of nutrients and low light availability favored C.
raciborskii blooms in Tapacurd and Ingazeira reservoirs. The strain ITEP-018 produces six
saxitoxins, including a new analogue. The neurotoxins identified during a cyanobacterial
bloom in Tapacura reservoir were saxitoxins and an acetilcholinesterase inhibitor, probably
anatoxin-a(s), produced by C. raciborskii and A. spiroides, respectively. The phylogenetic
analyses have shown a high homology between Cylindrospermopsis sp. strains from the
same geographical origin and those could be assembled in three different clusters: strains of
European, American and African/Australian origins. The results show the necessity of
continuous monitoring of toxic cyanobacterial blooms and implementation of management

plans to diminish the trophic state of aquatic ecosystems.
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1 INTRODUCAO
1.1 Consideragdes gerais

Esta tese ¢ composta de cinco artigos, sendo que trés ja estdo publicados e dois
foram submetidos para publicagdo. No item 3 sdo apresentados os resumos do material e
métodos, resultados e discussdo desses artigos e as versdes completas dos mesmos estao

incluidas nos anexos.

1.2 Cianobactérias

Cianobactérias sdo procariotos fotossintéticos que possuem a habilidade de
sintetizar clorofila-a. A agua ¢ o doador de elétrons durante o processo fotossintético, o que
gera a liberagdo do oxigénio (O;). As cianobactérias, até recentemente, eram também
caracterizadas pela sua capacidade de formar ficobilinas, por exemplo ficocianina e
ficoeritrina (Whitton & Potts, 2000). Entretanto, um grupo de microrganismos procariotos
que nao possuem ficobilinas, mas sintetizam clorofila-a e clorofila-b, denominados
proclorofitas, passaram a integrar o grupo das cianobactérias (Lee, 1999; Whitton & Potts,
2000).

As cianobactérias representam um grupo muito antigo de procariotos
fotossintéticos. Onze taxa fossilizados semelhantes as atuais Oscilatorialles, cujas datagdes
ficaram entre 3,3 a 3,5 bilhdes de anos, foram identificados em uma regido do nordeste da
Australia. Esses fosseis sugerem a importdncia das cianobactérias no processo de
surgimento da vida no nosso planeta, em razdo da sua participacao no inicio da formacao da
atual atmosfera rica em oxigénio (Wynn-Williams, 2000).

Esse grupo de microrganismos mostra uma consideravel diversidade morfoldgica. A
forma mais simples ¢ a unicelular, que pode ser livre ou incorporada em um envelope
mucilaginoso (colonia). A evolugdo dessas formas resultou na formacao de uma fileira de
células denominada de tricoma. Quando este tricoma ¢ circundado por uma bainha de
mucilagem, ele ¢ chamado de filamento. Assim, ¢ possivel haver mais de um tricoma

formando um filamento (Lee, 1999).



Algumas das razdes do sucesso das cianobactérias nos ecossistemas atuais se deve a
sua longa histéria evolucionaria. Por isso, ¢ possivel identificar a ocorréncia de
cianobactérias em ambientes extremos, tais como geleiras (Vincent, 2000), solos de deserto
(Wynn-Williams, 2000), fontes termais (Ward & Castenholz, 2000) ou em locais com baixa
concentragdo de O, (Whitton & Potts, 2000), além da tolerancia a luz ultravioleta (UV-B e
UV-C) (Castenholz & Garcia-Pichel, 2000). As cianobactérias também formam associagdes
simbidticas com animais e plantas (Adams, 2000) A maior diversidade de cianobactérias,
entretanto, ¢ registrada em ambientes marinhos e de agua doce com pH neutro a alcalino
(Chorus & Bartram, 1999).

O sucesso de crescimento de uma espécie depende de sua habilidade para otimizar a
obten¢do de recursos, utiliza-los eficientemente e evitar suas perdas. E improvavel que
qualquer organismo possua a flexibilidade de levar vantagem sob todas as circunstancias de
um ambiente especifico, porém o surgimento de um dominante sugere que ele tem as
caracteristicas necessarias para maximizar seu crescimento sob a condi¢do ambiental que
estiver prevalecendo (Oliver & Ganf, 2000). Sob determinadas condi¢gdes ambientais as
cianobactérias podem se tornar a parcela dominante do fitoplancton de lagos, reservatorios
e rios, formando muitas vezes floracdes. O termo flora¢do ¢ vago e ndo define exatamente
uma quantidade especifica de células por unidade de volume. Normalmente, diz-se que ha
uma floragdo quando o nuimero total de células passa a ser maior que a média do corpo
d’4gua. Em corpos d’4gua utilizados para abastecimento humano, a floragao ¢ definida em
termos do numero de células que passa a ser incomodo e/ou perigoso para populagdes
humanas (a partir de 10x10° ou 20x10” células mL™") (Oliver & Ganf, 2000; Fundagio
Nacional de Saude - FUNASA, 2001).

O processo de eutrofizagdo dos corpos d’adgua, que € o enriquecimento com
nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo, ¢ o principal fator responsavel pelas
floragdes de cianobactérias (Chorus & Bartram, 1999). O aumento das cargas de nutrientes
nas aguas normalmente decorre de alteracdes nos mananciais, como remog¢ado de florestas,
desenvolvimento agropecudrio, industrial e urbanizacdo. A eutrofizagdo das aguas
interiores ¢ considerada um dos maiores problemas ambientais em nivel mundial. Ela causa

grandes impactos negativos ecologicos, de satide e economia, mediante a deterioragdo de



um recurso primario e finito, a agua (Tundisi, 2001). De acordo com Tundisi (2003), ndo
existe uma estimativa real da eutrofizagdo dos corpos d’agua brasileiros e a maior parte da
populacdo brasileira habita a regido costeira do pais ou estd , no maximo, a 100 km da
costa. O mesmo autor ressalta a necessidade de um esforgo para se estimar a contaminagao
e eutrofizagdo das aguas costeiras. Por outro lado, sabe-se que 58,4% dos municipios
brasileiros ndo possuem rede coletora de esgoto (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, 2000) e que a carga anual de fosforo, nitrogénio e carbono para dguas
residuarias ndo tratadas ¢ de 196.354, 736.329 e 4.908.857 ton/ano, respectivamente
(Tundisi, 2003). Portanto, esses dados sugerem que muitos ecossistemas aquaticos do pais
estejam eutrofizados ou em acelerado processo de eutrofizagao.

Ha varias publicagdes que relacionam a ocorréncia de floragdes de cianobactérias
com o processo de eutrofizagdo em copos d’adgua do pais. Por exemplo, Bouvy et al.
(2000), que estudaram 39 reservatorios do semi-arido Pernambuco, concluiram - baseando-
se na relacdo clorofila-a-fosforo total como pardmetro de classificagdo trofica — que 90%
desses sistemas estavam eutrofizados e destes, 70% apresentavam dominancia de
cianobactérias. Huszar & Silva (1999) fizeram um levantamento sobre os estudos
realizados nas cinco ultimas décadas, enfocando a ecologia do fitoplancton continental no
Brasil. Constataram que em 134 sistemas Iénticos abordados nos trabalhos, as
cianobactérias eram dominantes em 52%, o que segundo as autoras, pode ser considerado

um indicativo da predominéncia de sistemas eutrofizados no Brasil.

1.3 Toxinas produzidas pelas cianobactérias

As floragdes de cianobactérias causam grandes problemas quando surgem em
reservatorios de abastecimento publico. Todavia, algumas de suas conseqiiéncias, como
entupimento dos filtros nas estagdes de tratamento e produgao de compostos que dao sabor
e odor a 4gua, além de ndo serem considerados um risco para saide publica, ndo sao
exclusivos as cianobactérias.

No entanto, a capacidade de alguns géneros de cianobactérias formadores de
floragdes produzirem toxinas torna esta classe de microrganismos um grupo diferenciado

dentro da comunidade fitoplanctonica. Os problemas causados pelas floragdes toxicas de



cianobactérias ja sdo conhecidos desde o século retrasado (Francis, 1878 apud Carmichael,
1994; Moestrup, 1996).

As toxinas de cianobactérias vém despertando a atencdo de diversos grupos de
pesquisa, companhias responsaveis pelo tratamento e distribuicdo de agua potavel e de
setores ligados a sautde humana em razdo: (a) do aumento do numero de registros de
floragdes toxicas de cianobactérias em reservatorios destinados ao abastecimento publico;
(b) da descoberta de novas toxinas e dos riscos associados a elas ¢ (c) do aumento dos
relatos de intoxicagdo aguda e cronica, tanto em animais como em seres humanos.

As neurotoxinas e hepatotoxinas podem ser consideradas os principais agentes
toxicos produzidos pelas cianobactérias, pois causam sérios danos a vida animal e a saude
humana, quando presentes em aguas de recreagdo e/ou consumo.

As neurotoxinas produzidas pelas cianobactérias até agora identificadas sdo:
anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(s), € as pertencentes ao grupo das saxitoxinas
(PSPs). Apesar de possuirem mecanismos de agdo diferentes, todas causam um bloqueio
neuromuscular, levando o animal a morte por parada respiratéria (FIG. 1; TAB. 1).

Até hoje, ndo ha nenhum registro confirmado de mortes humanas causadas por
neurotoxinas produzidas por cianobactérias. Entretanto, alguns géneros de dinoflagelados
marinhos, que também produzem toxinas do grupo das saxitoxinas, ja foram responsaveis
por mortes de seres humanos, que consumiram mexilhdes que haviam acumulado essas

toxinas durante eventos de marés vermelhas (Anderson, 1994).



C

FIGURA 1 — Estrutura das neurotoxinas produzidas pelas cianobactérias. (A) anatoxina-a, (B)
homoanatoxina-a, (C) anatoxina-a(s) e (D) saxitoxinas (alteragdes em R1, R2, R3, R4, R5
geram mais de 20 variantes conhecidas com diferentes toxicidades).

As hepatotoxinas sdo as toxinas produzidas por cianobactérias mais comumente
relacionadas com casos de envenenamento animal e humano em todo o mundo. As duas
principais hepatotoxinas, nodularinas e microcistinas, sao de natureza peptidica, € mais
recentemente, um alcaldide hepatotoxico denominado cilindrospermopsina foi isolado de

quatro géneros de cianobactérias (FIG. 2; TAB. 1).
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FIGURA 2 - Estrutura geral das microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsina. (A)
Microcistina um heptapeptideo ciclico. X e Z representam os dois de L-aminoacidos que
podem variar e R' ¢ R* sdo H ou CHs. (B) Estrutura geral das nodularinas um pentapeptideo
ciclico, com as mesmas representacdes adotadas para as microcistinas. (C) Estrutura da
cilindrospermopsina, que ¢ um alcaldide.

Intoxicagdes de populagdes humanas (gastroenterites) pelo consumo oral de agua
contaminada por cepas toxicas de cianobactérias ja foram descritas em paises como:
Australia, Inglaterra, China, Africa do Sul e Suécia (Falconer, 1996; Annadotter et al.,
1995). No Brasil, Teixeira et al. (1993) descreveram uma forte evidéncia da correlagdo

entre a ocorréncia de floragdes de cianobactérias no reservatorio de Itaparica e a morte de



88 pessoas dentre as 2000 intoxicadas pelo consumo da 4gua do reservatorio, em margo-
abril de 1988. Vale ressaltar, entretanto, que ndo se comprovou que a intoxica¢ao foi em

razdo do consumo de agua contendo cianobactérias toxicas.

TABELA 1 - Caracteristicas gerais das toxinas produzidas por cianobactérias € os géneros
em que foram encontradas.

Toxina Como e onde age DLs, ! Género
Microcistinas” Inibidora das enzimas Microcystis,  Anabaena,  Planktothrix
fosfatases 1 e 2A - 50a1000 (Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon e
Figado (hepatdcitos) Anabaenopsis
Nodularinas® Inibidora das enzimas Nodularia

fosfatases 1 e 2A - 50a1000
Figado (hepatocitos)

Cilindrospermopsina2 Inibidora de  sintese Cylindrospermopsis, Umezakia,
. , 200 . L
proteica — Figado. Aphanizomenon e Raphidiopsis
Saxitoxinas® Liga-se aos canais de Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya e
sodio - membrana do 10a 1300 Cylindrospermopsis
axonio
Anatoxina-a’ Liga-se ao receptor da Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria),
acetilcolina — sinapse 200 Aphanizomenon, Raphidiopsis
nervosa
Anatoxina-a(s) Inibidora de Anabaena
acetilcolinesterase - 20

sinapse nervosa

Fonte: Chorus, I. Toxic...,1999; Li, R. Isolation..., 2001a; Namikoshi, M. Simultaneous..., 2003

O primeiro caso confirmado no mundo de morte humana causada por uma toxina
produzida por cianobactérias ocorreu na cidade de Caruaru - PE, onde mais de 70 pacientes
renais vieram a falecer em decorréncia de uma grave hepatoxicose, ocasionada por uma
contamina¢do por microcistinas na dgua utilizada nas sessdes de hemodidlise (Jochimsen et
al., 1998; Carmichael et al., 2001).

Como conseqiiéncia direta desses casos de intoxicagdes humanas, principalmente o
de Caruaru, a FUNASA incluiu na Portaria 1469/00/MS (FUNASA, 2001), a qual define o
padrao de potabilidade da agua para consumo humano, o monitoramento da densidade de

cianobactérias na dgua bruta do reservatorio e de algumas toxinas na agua tratada.

" Dose letal 50%. Micrograma da toxina purificada por quilograma de peso corporeo (ug/Kg). Injecdes
intraperitoniais em camundongos.
? Existem variantes estruturais com diferentes toxicidades.



1.4 Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya and Subba Raju

Cylindrospermopsis raciborskii ¢ uma cianobactéria filamentosa pertencente a
ordem Nostocales e sua ocorréncia estd restrita a ambientes de dgua doce. As principais
caracteristicas da espécie sdo tricomas isopolares, solitarios (ndo formam coldnia),
cilindricos ou ligeiramente estreitos nas extremidades, células sdo mais longas do que
largas e possuem aerotopos. Os tricomas podem ser retos, sigmoéides ou espiralados (FIG.

3). Os heterocitos se formam exclusivamente a partir das células terminais, depois de uma

divisdo assimétrica da menor parte da célula apical e os acinetos sdo cilindricos

(Komarkova, 1998; Sant’ Anna & Azevedo, 2000).

FIGURA 3 — Diferentes formas do tricoma de C. raciborskii. (A) sigmoide — cepa ITEP-
031; (B) reto — cepa ITEP-30 e (C) espiralado — cepa ITEP-031; Escala = 10 um; (h indica
os heterocitos).

C. raciborskii vem se tornando uma das espécies de cianobactérias de maior
interesse de pesquisadores, em parte pelo seu potencial de produzir toxinas e formar
floragdes, mas principalmente pelo aumento do niimero de relatos de sua ocorréncia nos
ultimos 7 anos em ecossistemas aquaticos continentais de regides tropicais, subtropicais, e
mesmo temperadas, de diferentes paises (Padisdk, 1997). Esse fato ¢ curioso, pois a espécie
inicialmente foi descrita como sendo exclusivamente tropical, porém seu registro em
ambientes temperados vem aumentando consideravelmente (Dokulil & Mayer, 1996;
Briand et al., 2002; Saker et al., 2003)

A sua capacidade de adaptagdo a diferentes ambientes ¢ bastante alta, com

ocorréncias descritas desde reservatorios oligotroficos de regides subtropicais, a lagos



tropicais hipereutroficos (Padisak, 1997). O género Cylindrospermopsis se desenvolve
quase que exclusivamente em adguas com temperatura acima de 20°C. Em regides de clima
temperado, ocorre somente durante os meses mais quentes, mesmo assim em lagos rasos,
que t€ém um aquecimento maior de suas aguas (Padisak, 1997). Entretanto, a presenga de C.
raciborskii j4 foi observada na lagoa do Peri (Floriandpolis — SC) durante o inverno,
quando a temperatura da dgua atingiu 15°C (Matthiensen & Barbosa 2003).

No Brasil, ha registros desse género em varios Estados. A TAB. 2, apresenta um

resumo desses registros.

TABELA 2 - Registro de floragdes, dominancia ou ocorréncia do género
Cylindrospermopsis em reservatorios de varios Estados do pais e no Distrito Federal.
_ocalizacio Referéncia™ *

Distrito Federal Branco & Senna (1991)

Espirito Santo Fernandes (2003)

Goias Bazza et al. (1999)

Minas Gerais Jardim et al. (2001)

Paraiba Mendes et al. (2003)

Parand Proenga et al (2002)

Pernambuco Bouvy et al. (2000)

Rio de Janeiro Huszar et al. (2000)

Rio Grande do Norte Panosso et al. (2003)

Rio Grande do Sul Proenga et al. (2002)

Santa Catarina Komakova et al. (1999)

Sao Paulo Souza et al. (1998)

Tocantins Silva et al. (2003)

O sucesso de C. raciborskii em todo o mundo pode ser atribuido a diversas razdes,
entre elas: habilidade de flutuar, o que permite explorar diferentes extratos da coluna
d’agua; baixo requerimento de luz; alta taxa de assimilagdo do amdnio, possibilitando a
utilizacdo deste elemento rapidamente; capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico; alta
afinidade pelo fosforo e grande capacidade de estoque deste elemento; e finalmente
resisténcia a predacao pelo zooplancton (Padisdk, 1997). A estabilidade da coluna d’agua

também ¢ um fator que favorece a dominancia de C. raciborskii (Hawkins, 1996; Saker,

? Citou-se apenas uma referéncia por Estado.



1996; Ferreira, 2002). McGregor & Fabbro (2000) monitoraram 47 reservatorios
australianos e concluiram que a dominancia de C. raciborskii (a espécie foi encontrada em
70% dos reservatorios e em 50% a dominancia foi sazonal) foi favorecida por varios fatores
ambientais e hidrologicos, tais como: grande tempo de residéncia da 4gua, alta temperatura,
pH elevado e estratificagdo da coluna d’agua.

O El Nirio ¢ um fendomeno atmosférico-oceanico caracterizado por um aquecimento
anormal das aguas superficiais no oceano Pacifico Tropical, e que pode afetar o clima
regional e global, mudando os padrdes de vento a nivel mundial, e afetando assim, os
regimes de chuva em regides tropicais e de latitudes médias (Centro de Previsdo de Tempo
e Estudos Climaticos - CPTEC, 2003). No nordeste do Brasil, o fendmeno El Nifio esta
ligado a intensificagdo dos periodos de estiagem. Durante os anos 1997/1998 aquele
fenomeno foi bastante intenso o que casou uma reducdao do volume de varios reservatorios,
resultando num aumento da condutividade elétrica da 4gua, da concentragdo de nutrientes e
numa maior estabilidade da coluna d’agua (Bouvy et al., 2000). Esses fatores, associados a
uma elevada temperatura média da agua e altos niveis de radiacdo solar, parecem ter
propiciado a dominancia/floracdo do género Cylindrospermopsis nos sistemas estudados
(Bouvy et al., 2000). Para Ferreira (2002), a estabilidade da coluna d’agua do reservatorio
Tapacurd’, ocasionada pelas altas temperaturas observadas no periodo de estiagem,
propiciou a passagem de um sistema mesclado (oxidante) rico em nitrato, para um sistema
estratificado (redutor) rico em amdnio, criando um ambiente favoradvel a dominancia e a
formacao da floracdo de C. raciborskii. Outros autores também reportaram a maior
afinidade de C. raciborskii ao amonio que ao nitrato (Présing et al., 1996). Saker et al.
(1999a), trabalhando em condicao de cultivo, avaliaram o crescimento de C. raciborskii em
relagdo a diferentes fontes de nitrogénio: nitrato, nitrogénio atmosférico e amonio. As
maiores taxas de crescimento foram registradas quando a fonte de nitrogénio do meio de
cultura era o amonio.

A maioria dos trabalhos sobre ecologia e fisiologia de C. raciborskii foram

publicados nos ultimos 6 anos, como conseqiiéncia direta do aumento dos registros de sua

* Para mais registros, consultar Sant’ Anna & Azevedo (2000).
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ocorréncia em todo o mundo, o que gerou um maior interesse pela espécie. Todavia, o
conhecimento sobre C. raciborskii ¢ ainda pequeno, e¢ os fatores ambientais, ou um
sinergismo desses, que favorecem a sua dominancia no ambiente, ainda ndo foram
totalmente compreendidos. Dessa maneira, a realizagdo de estudos de ecologia do
fitoplancton e/ou caracterizagdo limnologica dos ecossistemas aquaticos costeiros, nos
quais C. raciborskii forme floragcdes ou seja a espécie fitoplanctonica dominante, por pelo
menos durante algum periodo do ano, ¢ cada vez mais necessario.

Por outro lado, durante muito tempo C. raciborskii foi considerada como uma
espécie nao-toxica. Em 1979 na Australia, entretanto, 141 pessoas, sendo a maioria
criangas, apds consumirem agua de um reservatorio que havia sido tratado com algicida
para eliminar uma floragdo de C. raciborskii, apresentaram sintomas de hepatoenterite. Este
passou a ser o primeiro relato de intoxicagdo humana provocada por esta espécie (Hawkins
et al., 1985). Analises posteriores demonstraram que o composto responsavel pela
intoxicacdo havia sido um alcaldide até entdo desconhecido, o qual foi denominado
cilindrospermopsina (Ohtani et al., 1992) (TABELA 1). Também na Australia, floragcdes de
C. raciborskii produtoras de cilindrospermopsina causaram a morte de bovinos (Thomas et
al., 1998; Saker et al., 1999b). Apenas as cepas australianas e uma tailandesa de C.
raciborskii, até hoje, demonstraram produzir cilindrospermopsina e um analogo ndo toxico,
denominado deoxicilindrospermopsina (Li et al., 2001b).

No Brasil, o primeiro relato de uma floragao toxica de C. raciborskii ocorreu em
uma fazenda da cidade de Amparo — SP, onde o gado foi intoxicado apds consumir a dgua
do reservatorio. Andlises realizadas em cepas isoladas desta floragdo, e de outra que
ocorreu no reservatdrio da Billings (SP), confirmaram a presenca de neurotoxinas do grupo
das saxitoxinas (Lagos et al., 1999) (TABELA 1). Todas as cepas toxicas de C. raciborskii
isoladas de ecossistemas aquaticos brasileiros, até agora, demonstraram produzir
saxitoxinas (Lagos et al., 1999; Bernard et al., 2003; Pomati et al., 2003) e em nenhuma se
identificou a presenga de cilindrospermopsina (Proenca et al. 2002) . As variantes de

saxitoxinas caracterizadas a partir de amostras de cepas brasileiras de C. raciborskii até o

5 O reservatorio Tapacura esté4 localizado na cidade de Sdo Lourenco da Mata, PE e também sofreu os efeitos
da seca nos anos de 1998/1999.
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momento foram: saxitoxina, neosaxitoxina, dc-saxitoxina, GTX-2 e GTX-3. Cepas
européias de C. raciborskii (alemas, francesa, hliingaras e portuguesas) demonstraram ter
efeitos toxicos quando testadas em bioensaios com camundongos. Dependendo da cepa,
observou-se danos causados ao figado ou efeitos neurotdxicos em neuronios de moluscos
(Kiss et al., 2002; Bernard et al., 2003; Saker et al., 2003; Fastner et al., 2003). Em todos
esses casos, entretanto, ndo se identificou a produgdo de cilindrospermopsina e saxitoxinas
por essas cepas. Provavelmente trata-se de um novo composto, cuja estrutura quimica e
atividade toxicologica ainda precisam ser determinadas.

Ha ainda poucos estudos sobre quais toxinas as cepas de C. raciborskii brasileiras
podem produzir. No caso especifico das saxitoxinas, como ja mencionado, apenas cinco
variantes foram identificadas até o momento, porém mais de vinte ja foram caracterizadas a
partir de cepas ou floragdes de outras espécies de cianobactérias (Chorus & Bartram, 1999).
As variantes de saxitoxinas possuem diferentes niveis de toxicidades, algumas sdo muito
toxicas, como saxitoxina e GTX-1, e outras pouco tdxicas, como as C-toxinas. Portanto, o
conhecimento de quais variantes de saxotoxinas as cepas brasileiras podem produzir ira
permitir uma melhor avaliagdo dos riscos, bem como o aprimoramento dos métodos
analiticos quali-quantitativos. Além disso, poucos padrdes de saxitoxinas estdo disponiveis
comercialmente, e todos sdo produzidos em outros paises. Sabendo-se quais variantes as
cepas brasileiras podem produzir, poder-se-a incentivar a produg¢do de padrdes mais
especificos.

Como mencionado anteriormente, a espécie C. raciborskii ja foi identificada em
praticamente todos os continentes, exceto o Antartico. C. raciborskii possui uma grande
plasticidade fisiologica e morfologica (Padisdk, 1997), que podem ser observadas, por
exemplo, nas diferentes formas dos tricomas — retos, sigmdides ou espiralados (FIGURA 3)
- ¢ na habilidade de produzir diferentes toxinas. A utilizagdo de seqiiéncias de DNA para
uma avaliagdo taxondmica e filogética de diferentes espécies de cianobactérias vem sendo
amplamente utilizada (Neilan, 1995; Bittencourt-Oliveira et al., 2001; Humbert & Le Berre,
2001; Laamanen et al., 2002). No caso de C. raciborskii, estudos com o gene 16S rRNA
mostraram que cepas de diferentes regides do planeta sdo geneticamente muito

semelhantes. Porém, pequenas variagdes em outros genes (nifH, HIP1) permitiram reunir

12



essas cepas em agrupamentos especificos, que coincidem com suas origens geograficas.
Assim, cepas norte-americanas e brasileiras formam um grupo; as européias (hungaras,
alemas e portuguesas) um segundo grupo e as australianas formam um terceiro grupo
(Dyble et al., 2002; Neilan et al., 2003). Interessante notar que os grupos retnem cepas
produtoras do mesmo tipo de toxina: as brasileiras sdo produtoras de saxitoxinas, as
australianas de cilindropsermopsina e as européias de composto(s) toxico(s) ainda nao
identificado(s). De qualquer forma, como muitas cepas ainda ndo foram investigadas em
relagdo a producdo de compostos toxicos, ndo se pode descartar a possibilidade de
resultados futuros mostrarem cepas de grupos filogenéticos diferentes produzindo a mesma
toxina ou cepas de grupos iguais produzindo diferentes toxinas. Por exemplo, recentemente
identificou-se cepas isoladas da Florida que sdo produtoras de cilindrospermopsina e
anatoxina-a (Friday et al., 2002).

De acordo com hipoétese de Padisak (1997), C. raciborkii ¢ uma espécie nova e sua
dispersao pelo planeta aconteceu recentemente. Em razdo da sua preferéncia por
temperaturas mais elevadas (> 20°C) e sua baixa habilidade de se adaptar a flutuagdes na
temperatura, essa autora sugere que C. raciborskii surgiu em lagos tropicais, sendo a
Australia, ou mais provavelmente a Africa, em razdo da maior nimero de espécies do
género encontradas nesse continente, como possiveis pontos de irradiacdo. A dispersdo da
espécie para outras regides teria ocorrido através do transporte de células ou acinetos por
aves migratorias ou pela acdo do homem (aqiiicultura, dguas de lastro, etc.). Além de essas
hipoteses serem de dificil comprovagdo, no caso de algumas regides, como por exemplo a
América do Sul, hd poucos dados historicos sobre a diversidade floristica do fitoplancton,
dificultando ainda mais a composi¢ao de um mapa da dispersdo da espécie. Por outro lado,
os estudos de filogenia de cepas de diferentes regides do planeta, principalmente de cepas
de regides que ainda ndo foram analisadas, como Africa e Indonésia, podem auxiliar na
elucidagdo de como ocorreu a dispersao da espécie pelo mundo.

No Brasil, floragdes de C. raciborskii em diversos ecossistemas aquaticos vém
sendo relatadas freqiientemente nos ultimos anos. Especificamente no estado de
Pernambuco, a maioria das floracdes de cianobactérias sdo de C. raciborskii e muitas sao

toxicas. Tal situacdo, num estado em que ha um déficit de agua para abastecimento, ¢
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bastante preocupante. Portanto, existe a necessidade de um maior conhecimento sobre
aspectos ecofisiologicos, toxicologicos e filogenéticos da espécie afim utiliza-lo em planos

que visem a diminui¢do e/ou eliminagdo dessas floragdes.
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2 OBJETIVOS

Diante do que foi exposto, esta tese teve os seguintes objetivos:

2.1 Geral
o Contribuir para um melhor conhecimento sobre aspectos ecofisioldgicos,
toxicoldgicos e filogenéticos de C. raciborskii, visando auxiliar no manejo e
controle das floragcdes da espécie, bem como melhor compreender a sua
dispersao.
2.2 Especificos
o Realizar uma caracterizagdo limnologica do reservatorio Tapacura - PE durante
um periodo de 2 anos (anexo 1);
o Estudar a dindmica de uma floragdo de C. raciborskii no reservatorio Ingazeira
— PE (anexo 2);
o Caracterizar as toxinas produzidas por uma cepa de C. raciborskii isolada do
reservatorio Tabocas — PE (anexo 3);
o Caracterizar as neurotoxinas produzidas durante uma floragdo de C. raciborskii
e Anabaena spiroides no reservatdrio Tapacura - PE (anexo 4);
o Estudar a diversidade genética entre cepas de Cylindrospermopsis sp. isoladas
de diferentes continentes (anexo 5);
o Avaliar a relagdo filogética entre Cylindrospermopsis sp. Raphidiopsis sp.

(anexo 5).
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3 RESUMOS DO MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO DOS

ARTIGOS QUE COMPOEM ESTA TESE

3.1 Caracteristicas limnoldgicas do reservatorio Tapacura durante um periodo de seca

(anexo 1)
3.1.1 Resumo do material e métodos

Area de estudo

O reservatorio Tapacura esta localizado na zona da mata pernambucana (FIG. 1 do
anexo 1), no municipio de Sdo Lourengo da Mata — PE (8° 02’S e 35° 09°W) e fornece agua
para aproximadamente 1,35 milhdes de habitantes da Regiao Metropolitana de Recife. Sua
bacia de drenagem possui uma 4rea de 360 km” e é capaz de armazenar 94,2 x 10° m’ de
agua. A precipitacdo anual da regido da zona da mata varia de 800 a 1200 mm, com uma
média de 1074 mm. O periodo de chuvas concentra-se entre marco e julho. Entretanto,
durante o ano de 1998, inicio do presente trabalho, a precipitagdo anual foi de apenas 635

mm, como conseqiiéncia do fendmeno “El Nifo

1997/1998 (FIG. 2 do anexo 1).

que atingiu a regido nos anos de

Amostragem e analises

Amostras de dgua foram coletadas mensalmente em trés estagdes entre maio de
1998 e maio de 2000. A estacdo 1 situava-se proximo a barragem, a estagdo 2 na parte
central do reservatorio e a estacdo 3 numa pequena baia, a montante da estacao 2.

As profundidades maximas (Zm.x) de cada estacdo em cada coleta foram medidas
com um sonar portatil com 0,1 m de resolucdo. A temperatura da agua, pH e oxigénio
dissolvido foram medidos em intervalos de 0,5 m, a partir da superficie até o fundo, com
auxilio de uma sonda multi-parametro (Horiba). A condutividade e alcalinidade foram
determinadas utilizando-se um condutivimetro e por titulometria (Gran, 1952),

respectivamente. A transparéncia da coluna agua foi medida com disco de Secchi. Para
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determinar a profundidade de mistura (Znix), utilizou-se o perfil de oxigénio ao invés da
temperatura, em razao da pequena diferenca de temperatura em toda a coluna d’agua. Desta
maneira, Znix foi definido como sendo a profundidade em que o oxigénio dissolvido
passava a ser menor que 1 rng.L'l (Zohary et al., 1996). O coeficiente de atenuacao vertical
da intensidade luminosa foi medido ocasionalmente, utilizando-se um radidmetro Li-Cor
193 com sensor quantico esférico. A profundidade da zona eufética (1% de luz) foi obtida a
partir deste coeficiente.

As amostras de dgua foram coletadas em trés profundidades — superficie, meio da
coluna d’4agua e fundo - em cada estagdo, com auxilio de uma garrafa de Niskin de 2 L,
para analise de nutrientes, material particulado e clorofila-a. Para analise de nutrientes
dissolvidos (NH4-N, NO3-N, NO;-N, PO4-P), parte das amostras foi filtrada em membrana
de fibra de vidro. As amostras foram mantidas a uma temperatura de —20 °C até o0 momento
das analises (Strickland & Parsons, 1972). A determinag¢do da concentragdo de clorofila-a
foi realizada a partir do material retido nos filtros. Para isso adicionou-se metanol as
amostras e apos o periodo de extracdo, as fluorescéncias foram determinadas em
fluorimetro (Turner 450) (Yentsch & Menzel, 1963). O séston (material particulado) foi
determinado em membranas previamente pesadas. Apos a filtragdo de um volume
conhecido de amostra, as membranas foram secas a peso constante a 65 °C durante 48 h.
Amostras de agua para analise de carbono, nitrogénio e fosforo particulado foram filtradas
em membranas pré-calcinadas. O fosforo particulado foi determinado na forma de
ortofosfato, apos oxidacdo com persulfato de potassio em autoclave (Koroleff, 1983). O
carbono organico particulado e nitrogénio particulado foram determinados em analisador
CHN, apo6s oxidagao com acido ortofosforico.

Dois ciclos nictemerais foram realizados durante o estudo — 9 de setembro de 1998
e 27 de novembro de 1999. Em ambos os ciclos, as variagdes na temperatura da agua foram
medidas com termistores (ONSET, com precisdo de 0,2 °C) a cada 15 minutos em quatro

profundidades nas estagdes 1 e 3.
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3.1.2 — Resumos dos resultados e discussao

Temperatura, luz e regime de mistura
A temperatura da agua foi elevada durante todo o periodo de estudo. Os valores
médios a 0,5 € 9,0 m foram de 28,2 °C e 27,1 °C, respectivamente. O perfil da temperatura
(entre maio de 1998 e maio de 2000) mostrou dois periodos de estratificacdo vertical
(FIGURA 3 do anexol). O reservatorio ficou termicamente estratificado entre 1 e 2 m entre
setembro de 1998 e abril de 1999 e entre novembro de 1999 e maio de 2000. Durante os
dois ciclos nictemerais, realizados em 9 de setembro de 1998 e 27 de novembro de 1999,
ocorreu uma variagdo na temperatura da agua ao longo do dia, principalmente na estagdo 1.
Logo ap6s o nascer do sol, a camada superior de dgua do reservatorio se aquecia. Uma
variacdo méaxima de 1,5 °C entre a superficie € a 2 m de profundidade foi observada entre
12h00 e 13h00 na estacdo 1. Ao anoitecer, rapidamente ocorreu uma perda de calor e
condigdes isotérmicas foram observadas por volta das 21h00 (FIG. 4 do anexo 1).
A profundidade de mistura foi maior (valores entre 9 ¢ 10 m) no inicio e
final do estudo, enquanto que valores menores foram observados entre fevereiro de 1998 e
julho de 1999 (FIGURA 5 do anexo 1; TABELA 1 do anexo 1). A transparéncia da agua,
medida pelo disco de Secchi, seguiu 0 mesmo padrao, sendo o menor valor observado em
abril de 1999 (15 cm) (FIGURA 5 do anexo 1; TABELA 1 do anexo 1). Considerando a
razdo Zmix/Zmax como um bom indicador de mistura, os valores baixos observados no
reservatorio entre fevereiro e julho de 1999 (0,36 e 0,06, respectivamente) indicaram uma
baixa mistura da coluna d’agua, ou seja, uma forte estratificagdo (TABELA 1 do anexo 1).
A radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), medida ocasionalmente, também indicou dois
periodos distintos. Em maio de 1998, a intensidade luminosa a 0,5 m foi de 830 pmol
fotons m-2.s-1, com uma zona eufotica de 1,22 m. Em abril de 1999, entretanto, os valores

foram bem menores: 8 umol fétons m-2.s-1 a 0,5 m e uma zona eufotica de 0,48 m.

Condutividade, alcalinidade, pH e oxigénio dissolvido
O volume de 4gua do reservatorio Tapacura, em razdo da baixa precipitagdo,

gradualmente diminuiu entre maio de 1998 e abril de 1999, quando atingiu 3,9% da sua
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capacidade méxima (TABELA 1 do anexo 1). A estacdo 3, a mais rasa, secou
completamente em margo de 1999. As chuvas mais intensas a partir de maio de 1999
causaram um aumento do volume de dgua do reservatorio até setembro de 1999.

Baixos valores de condutividade foram observados no inicio do estudo (115uS.cm™)
e os maiores em junho-julho de 1999 (1015 e 1039 uS.cm™), coincidindo com o periodo de
menor estocagem de agua (FIGURA 6 do anexo 1). A alcalinidade também aumentou
gradativamente até abril de 1999, quando alcangou valor de 2100 pEq.L" (FIGURA 6 do
anexo 1). Em seguida, os valores diminuiram em razao do periodo de chuvas, atingindo um
valor proximo a 900 pEq.L™". O pH da 4gua foi geralmente alcalino, com um valor médio
de 7,65 na estacdo 1 (FIGURA 3 do anexo 1). Altos valores de oxigénio dissolvido (margo-
abril de 1999) coincidiram com o pH elevado. Os valores de oxigénio dissolvido (OD)
apresentaram uma estratificagdo vertical bem definida durante todo o periodo de estudo
(FIGURA 3 do anexo 1). Valores mais elevados foram medidos na superficie, por exemplo,
entre margo e abril de 1999, quando o OD excedeu 10 mg.L". Por outro lado, o fundo do

reservatorio manteve-se quase sempre anoxico.

Clorofila-a, matéria organica particulada e nutrientes dissolvidos

A concentracao de clorofila-a progressivamente aumentou durante o periodo em que
o volume de dgua do reservatorio diminuia. O seu maximo foi observado em abril de 1999,
quando alcancou 104,3 pg.L”' na superficie da estagio 1 e 116,3 e 1244 pgL' na
superficie e fundo da estagdo 2, respectivamente. Com o inicio do periodo de chuvas, a
concentragio de clorofila-a reduziu drasticamente, atingindo valores entre 3 ¢ 5 ug.L™ em
setembro de 1999 (FIGURA 7A do anexo 1). O mesmo padrao foi observado para o fosforo
particulado, cujos valores méaximos ocorreram no mesmo periodo da clorofila-a (FIG. 7B
do anexo 1).

O carbono e nitrogénio organico particulado da superficie das trés estagdes
mostraram um padrdo temporal similar, indicando uma homogeneidade do ambiente, apesar
dos valores mais clevados observados na estagdo 3. Nas trés estagOes, as concentragdes

aumentaram gradualmente e atingiram seus valores méaximos em marco-abril de 1999,
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alcancando valores proximos a 25 mg.L" ¢ 5 mg.L"' de carbono e nitrogénio orgénico
particulado, respectivamente.

O amonio foi a principal forma de nitrogénio inorganico dissolvido, com valores
médios de 327, 400 ¢ 541 pg NH,-N.L', nas trés profundidades de coleta da estagdo 1.
Também nas trés profundidades, os valores mais elevados de amonio foram observados
durante o declinio da flora¢do, entre maio e junho de 1999 (1698, 1772, 2171 ug.L‘l,
respectivamente superficie, meio e fundo da coluna d’agua da estagdo 1). Em seguida, as
concentragdes diminuiram drasticamente a partir de agosto até dezembro de 1999, quando
se detectou valores menores que 100 pg NH4-N.L™' na superficie da estagdo 1 (FIGURA 9A
do anexo 1). As concentragdes de ortofosfato variaram durante todo o periodo de estudo,
com valores médios de 17 e 32 pug PO4-P.L™", na superficie e fundo da estagio 1 (FIGURA
9B do anexo 1). Valores maiores foram detectados no final do estudo, coincidindo com o
periodo de chuvas, em razdo do aporte autoctone. Durante o periodo da floragdo,
especialmente entre janeiro e junho de 1999, concentracdes baixas de ortofosfato foram
detectadas (< 10pg PO4-P.L'1). A razdo N/P, calculada a partir do nitrogénio e fosforo
inorganico dissolvido, teve médias de 78, 49 e 47 para as trés profundidades (da superficie
para o fundo) da estacdo 1 (FIG. 9C do anexo 1). Uma grande variagdo deste parametro foi
registrada, com os valores mais elevados observados entre novembro de 1998 e junho de
1999. Todavia, as razdes N/P ndo foram maiores que 27 ¢ 15 nas estagdes 2 e 3,
respectivamente.

Relacdes negativas significativas foram observadas entre o volume do reservatorio e
condutividade, alcalinidade e concentragées de amoénio. O estado eutrofico do reservatorio
foi evidenciado pela relagao negativa significativa da transparéncia (disco de Secchi) com a
maioria das varidveis abidticas, como matéria organica particulada e nutrientes inorganicos.
A clorofila-a mostrou uma correlagcdo positiva significativa com o fosforo particulado,
carbono e nitrogénio organico (TABELA 2 do anexo 1). Esta correlagdo positiva sugere a
contribui¢do do fitoplancton a matéria organica particulada.

O inicio de nosso trabalho no reservatdrio Tapacura coincidiu com o final de um
longo periodo de seca iniciado em 1997. A partir daquele ano, o fendmeno climatico “El

Nifio” atingiu o nordeste brasileiro. Seus efeitos foram mais evidentes no indice
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pluviométrico, que diminuiu drasticamente. Durante o estudo, dois periodos distintos,

baseados no processo de estratificagdo, puderam ser diferenciados:

- Periodo 1: de maio de 1998 a junho de 1999. Caracterizado pela época de seca, na
qual o nivel do reservatério diminuiu gradativamente e pelo aumento da
concentracdo de clorofila-a. Um periodo de estratificacdo térmica e quimica
(oxigénio) também pode ser distinguido.

- Periodo 2: julho de 1999 a maio de 2000. Inicio da estagdo chuvosa. Aumento do
volume de 4gua do reservatorio e mistura da d4gua. Uma diminuigdo, em razdo do
processo de diluigdo, nas concentragdes de clorofila-a, matéria particulada e

nutrientes.

Os perfis da temperatura durante o estudo foram determinados entre 9h00 e 10h00 e
revelaram uma pequena diferenga (geralmente inferior a 1 °C) entre a superficie e o fundo.
Considerando que a termoclina em um sistema tropical pode ser identificada como a
profundidade onde a diferenca de temperatura ¢ superior a 0,3 °C . m’ (Hambright et al.,
1994), pode-se dizer que havia uma estratificagdo térmica entre 1 e 2 m abaixo da
superficie. Durante os dois ciclos nictemerais, observou-se uma estratificagdo transiente
que ocorria no final da manha e desaparecia completamente a noite. Assim, pode-se dizer
que o padrao de estratificagdo térmica do reservatdrio Tapacura € caracteristico de grandes
reservatorios tropicais, onde ocorre uma mistura noturna, seguida de uma desestratificagao.
Este fendmeno, denominado atelomixia, € tipico de ambientes tropicais (Barbosa & Padisak
2002).

Tapacura pode ser considerado um reservatorio turbido, com uma transparéncia
média (disco de Secchi) em torno de 50 cm nas estagdes 1 e 2. Apesar da fraca
estratificagdo térmica, a alta turbidez pode explicar a formagao de gradientes de oxigénio.
Além disso, considerando-se a sedimentag@o de uma grande quantidade de matéria organica
no fundo, fica evidente uma grande demanda de oxigénio, o que propicia ainda mais a
formacao de condigdes anodxicas.

A transparéncia da dgua variou negativamente em relacdo a clorofila-a e a matéria

organica particulada. A grande diferenca entre Zm.x € Zmix, Observada entre fevereiro e
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junho de 1999, favoreceu a formagdo do gradiente de oxigénio e também pode explicar as
caracteristicas quimicas da agua observadas durante este periodo. O inicio das chuvas, entre
maio e julho de 1999, resultou no aumento do volume de dgua do reservatorio (de 4,9 para
10%) e no desaparecimento da floragdo de cianobactérias. A condi¢do andxica da coluna
d’4gua, observada em julho de 1999, provavelmente ocorreu em razdo de uma rapida
mineralizagdo da matéria organica pela comunidade bacteriana. Essa desoxigenacao
coincidiu com a desestratificacao térmica da coluna d’agua. Portanto, a fase de enchimento,
como conseqiiéncia do periodo de chuvas, pode ser considerada como um fator crucial na
dinamica do fitoplancton do reservatorio Tapacura durante o periodo estudado.

O intenso periodo de seca (setembro de 1998 a abril de 1999) teve um efeito
indireto nas varidveis quimicas, particularmente na dinamica dos nutrientes. Em razao da
alta taxa de evaporacdo e bombeamento da agua para o abastecimento da cidade de Recife,
tanto o material particulado (carbono, nitrogénio e fosforo) como os nutrientes dissolvidos
aumentaram bastante durante o periodo 1. Altos valores de pH e alcalinidade também
foram observados no final do periodo seco, tendo um papel importante na composi¢ao da
comunidade fitoplanctonica, além de indicarem uma alta taxa fotossintética. Ao contrario,
durante o periodo de chuvas ocorreu uma diminuicao da matéria organica particulada.

De acordo com os nossos dados, o fitoplancton nao foi limitado pelo nitrogénio, o
que pode ser demonstrado, entre outros dados, pela alta concentragao do amonio. O fosfato
também ndo foi um fator limitante para o crescimento do fitoplancton. A baixa
concentracdo de formas oxidadas de nitrogénio e ortofosfato durante o periodo de maior
concentragdo de clorofila-a, pode ser explicado pelo consumo desses elementos pelo
fitoplancton. Embora seja aceito que cianobactérias dominem em ambientes de baixa razao
N/P (< 29) (Smith, 1983), a média dessa razdo foi de 78 na estagdo 1 do reservatorio
Tapacura. De acordo com Reynolds (1999) o uso desse parametro para predizer e justificar
dominancias dos grupos algais ¢ bastante questionavel.

Em ecossistemas aquaticos tropicais, a caracterizacao trofica ¢ mais imprecisa do
que nesses mesmos ambientes situados em regido de clima temperado, em razdo da falta de

um padrao de sazonalidade da irradiancia total diaria e da pequena variagdo da temperatura
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ao longo do ano. Para Huszar et al. (1998), as associagdes do fitoplancton parecem ser mais
adequadas para definir o estado tréfico dos lagos de ambientes tropicais.

De acordo com Ferreira (2002), que analisou o fitoplancton durante o periodo
estudado, as cianobactérias, especialmente dos géneros Cylindrospermopsis € Raphidiopsis,
foram as mais representativas entre os grupos fitoplanctonicos, tanto em termos de
abundancia como de biomassa. Estes dois géneros representaram quase 80% da biomassa
fitoplanctonica durante o periodo de seca (novembro de 1998 a maio de 1999). Trés
periodos puderam ser distinguidos considerando as mudancas do fitoplancton: 1)
dominancia de Raphidiopsis cf. mediterrdnea entre maio e outubro de 1998; 2) dominancia
de C. raciborskii entre novembro de 1998 e julho de 1999 (periodo seco) e 3) periodo mais
rico em diversidade de espécies com criptomonas e colonias pequenas de cianobactérias,
entre agosto de 1999 e maio de 2000. Vale ressaltar que os periodos 1 e 2 do fitoplancton
corresponderam ao periodo 1 determinado de acordo com o processo de estratificagdo do

reservatorio.
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3.2 Dinamica de floracio téxica de Cylindrospermopsis raciborskii em um reservatorio

localizado na regido semi-arida do nordeste brasileiro (anexo 2)
3.2.1 — Resumo do material e métodos

Area de estudo

O reservatorio Ingazeira esta situado na cidade de Venturosa — PE (8° 34° S e 36°
52 W) e ¢ utilizado para irrigagdo e abastecimento (FIG. 1 do anexo 2). Nesta regido, o
volume de precipitacdo varia entre 400 e 800 mm e a estacdo chuvosa ocorre entre janeiro €
julho (FIGURA 2 do anexo 2). O reservatorio Ingazeira foi construido em 1986 para
acumular 4gua para irrigacdo e abastecimento. Sua bacia de drenagem possui uma érea de
326 km” e é capaz de armazenar 4,6 x 10°m’ de 4gua. Numa primeira pesquisa realizada no
reservatorio em setembro de 1995 (Bouvy et al., 1998), o reservatorio foi caracterizado

como um sistema mesotrofico.

Amostragem e analises de nutrientes

As amostras de agua foram coletadas a cada dois meses no periodo de janeiro de
1997 a margo de 1998. Entre mar¢o ¢ dezembro de 1998 as amostras foram coletadas
mensalmente, a fim de melhor avaliar uma floragcdo de cianobactérias. O ponto de coleta
escolhido ficava proximo a barragem, na parte mais profunda do reservatorio.

A temperatura da 4gua, pH e oxigénio dissolvido foram medidos em toda coluna
d’agua em intervalos de 0,5 m, a partir da superficie até o fundo, utilizando-se eletrodos
especificos. O coeficiente vertical de atenuagdo da intensidade luminosa (k) foi calculado a
partir da andlise da regressdo linear do log da irradidncia, medida com um radidmetro Li-
Cor 193 com sensor quantico esférico.

Amostras de agua para analise de nutrientes, clorofila e fitoplancton foram coletadas
na superficie e proximo ao fundo do reservatorio, com auxilio de uma garrafa Niskin de 2
L. Para analise de nutrientes dissolvidos (NH4-N, NO;-N, NO,-N, PO4-P), parte das
amostras foi filtrada em membranas de fibra de vidro. As amostras foram mantidas a uma

temperatura de —20 °C até o momento das analises (Strickland & Parsons, 1972). As
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membranas filtrantes, contendo o material particulado, foram utilizadas para determinar a
concentracdo de clorofila. Para isso, volume conhecido de metanol foi adicionado as
membranas. Apos o periodo de extracdo, as fluorescéncias foram determinadas em
fluorimetro (Turner 450) (Yentsch & Menzel, 1963). A contagem do fitoplancton foi
realizada em microscopio invertido de acordo com o método descrito por Utermdhl (1958).
A biomassa do fitoplancton - calculada a partir da abundancia e do biovolume especifico
considerando a gravidade especifica como 1 - e o indice de diversidade do fitoplancton
(Shannon & Weaver 1963) também foram determinados. Importante frisar que os dados do
fitoplancton foram avaliados por Beatriz Beker, do “Centre Océanonologique de

Marseille”.

Bioensaios para determinacio da toxicidade aguda

Amostras da floragdo de cianobactérias do reservatorio Ingazeira foram coletadas
em trés periodos (abril, setembro e outubro de 1998) para realizagdo de testes de toxicidade.
Cada amostra de agua, com aproximadamente 4 L, foi concentrada por centrifugacao,
congelada e degelada para rompimento das células, e em seguida injetada
intraperitonialmente em camundongos tipo Swiss. Os animais foram observados durante 24
horas e os sintomas foram anotados. Alguns bioensaios também foram realizados com

tilapias (Oreochromis niloticus).

3.2.2 Resumo dos resultados e discussao

Variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas

Em razdo da falta de precipitacdo, o volume de agua do reservatdrio Ingazeira
diminuiu continuamente de agosto de 1997 até o final de dezembro de 1998 (FIG. 3 do
anexo 2). Os valores de condutividade apresentaram uma varia¢ao inversa ao do volume de
agua. Os maiores valores da profundidade da zona euf6tica foram observados entre janeiro
e agosto de 1997 (proximo a 2,5 m) e os menores entre abril e agosto de 1998, sendo que

em junho registrou-se o menor valor (0,53 m) (TAB. 1 do anexo 2).
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A temperatura da 4agua foi sempre elevada durante o periodo de estudo, sendo os
valores minimos observados a 0,5 m em junho e agosto (24 a 25,3 °C). O perfil da
temperatura, de uma maneira geral, ndo mostrou nenhuma estratificacao térmica (FIGURA
4A do anexo 2), com excecdo do periodo entre outubro e dezembro de 1998, quando a
temperatura da adgua na superficie foi ligeiramente maior, provocando uma estratificagdo
térmica da coluna d’agua entre 0,5 ¢ 1 m. O pH a 0,5 m foi sempre superior a 8,12 e chegou
a alcangar 9,39 em margo de 1998 (FIGURA 4B do anexo 2). Os altos valores de pH
corresponderam aos altos valores de oxigénio dissolvido em margo e abril de 1998. O perfil
do pH em 1998 foi mais homogéneo do que o observado em 1997, e ndao se observou
nenhuma estratificagdo. Ao contrario, o perfil do oxigénio apresentou uma estratificacao
bem definida de janeiro de 1997 a dezembro de 1998 (FIGURA 4C do anexo 2). Durante
todo o estudo, altas concentracdes de oxigénio foram observadas a 0,5 m, enquanto que os
valores diminuiam com a profundidade, chegando a condi¢des de anoxia no fundo.

As concentracdes do fosfato reativo soluvel (ortofosfato) decairam de valores altos,
observados em fevereiro de 1997 (380 a 544 pg.L”', respectivamente a 0,5 ¢ 5 m de
profundidade), para valores baixos em setembro de 1998 (6 pg.L™" nas duas profundidades)
(FIGURA 5 do anexo 2). O aménio variou entre 8 ¢ 98 pg. ug.L" (média de 41pg.L ") a 0,5
m. Uma maior variagdo entre a superficie e fundo foi observada para este parametro, com
registro de valores mais elevados a 5 m (aproximadamente 350 pg.L") (FIGURA 5 do
anexo 2). Os valores de nitrato e nitrito variaram entre 1,3 e 80,2 pg.L'1 a 0,5 meentre 7,7
e 91,7 pg.L"" a 5 m de profundidade. A concentragio de clorofila-a em mar¢o de 1997 na
superficie foi de 25,9 pg.L" e de 1354 ug.L"' em junho de 1998. Os maiores valores de
clorofila-a foram registrados entre maio e setembro de 1998 (FIG. 6 do anexo 2; TAB. 1 do

anexo 2).

Composicao de espécies e biomassa fitoplanctonica
Em 1997, as abundancias a 0,5 m foram superiores a 5 x 10’ orga.nismos.L'1 e
biomassa acima de 70 mg.L". Em 1998, os valores maximos foram registrados entre margo

8 - -1 - 8 . -1
e outubro, com 2,2 x 10” organismos.L™ na superficie e 3,7 x 10° organismos.L" a 5 m em
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abril (TABELA 1 do anexo 2). Em termos de abundancia e biomassa, as cianobactérias
dominaram a comunidade fitoplanctonica (média de 90,3% e 95,5% para os dois
parametros estudados) com uma presenga permanente de C. raciborskii (FIGURA 6 do
anexo 2). Esta espécie chegou a alcancar, em termos de biomassa, uma propor¢ao de 96 a
100% da comunidade fitoplanctonica entre abril e novembro de 1998. C. raciborskii foi
representada pelos morfotipos retos e espiralados, porém estes Ultimos prevaleceram. O
tamanho dos tricomas variou entre 42 e 194 um e apenas 12% deles apresentaram
heterocitos, indicando que ndo havia uma limitacdo do crescimento pela falta de formas
dissolvidas de nitrogénio. As cloroficeas estiveram presentes entre marco € junho de 1997
(antes da floragao) e em novembro/dezembro de 1998 (FIGURA 6 do anexo 2). Os outros
grupos foram pouco significativos, tanto em numero como em biomassa.

O indice de Shannon-Weaver mostrou baixos valores, com uma média de 0,33 e
0,29 bits.célula™ a 0,5 e 5 m de profundidade, respectivamente. Os maiores valores foram
observados em agosto de 1997, coincidindo com um maior volume do reservatorio
(TABELA1 do anexo 2). Os menores valores, observados em 1998, coincidiram com a
dominancia de C. raciborskii.

A biomassa de C. raciborskii foi correlacionada negativamente com a profundidade
da zona eufotica e positivamente com a clorofila-a. Uma correlagdo positiva significativa

foi observada entre pH e oxigénio dissolvido (TAB. 3 do anexo 2).

Bioensaios

Os efeitos neurotdxicos em camundongos foram observados com amostras de abril
de 1998. As amostras de setembro e outubro de 1998 também provocaram efeitos
neurotoxicos em alevinos de tildpia. A natureza quimica da(s) neurotoxina(s) presente(s)
nas amostras nao foi investigada. Entretanto, os sintomas observados foram compativeis

aqueles provocados por saxitoxinas.
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Zooplancton
A maior concentragdo de rotiferos e copépodos coincidiu com a floragdo de
Cylindrospermopsis, o que sugere que esses organismos podem se beneficiar desta

cianobactéria.

Causas da floracao

Os impactos causados pelo fendmeno climatico “El Nifio” em 1997 afetaram o
clima da regido nordeste do Brasil, causando irregularidades na precipitacdo ao longo do
ano de 1998. Em nosso estudo, dois periodos puderam ser observados: no inicio de 1997, o
nivel da dgua no reservatorio Ingazeira era alto e havia uma maior diversidade de espécies
do fitoplancton; a partir de 1998, em razao da seca, ocorreu uma diminui¢ao do nivel do
reservatorio, coincidindo com o desenvolvimento (floracao) de C. raciborskii

A composicao da associacdo de algas pode ser importante para a compreender a
complexidade dos processos em um sistema. De acordo com Huszar et al. (1998), muitos
dos indices troficos foram desenvolvidos para regides temperadas e podem ndo ser os mais
corretos para sistemas tropicais, portanto, a associagdo do fitoplancton parece ser mais
adequada para defini¢do do estado troéfico desses ambientes.

Cloroficeas e bacilarioficeas foram identificadas no fitoplancton do reservatorio
Ingazeira até outubro de 1997. A diversidade medida pelo indice de Shannon-Weaver
apresentou os maiores valores nos periodos de maior precipitacdo e baixas concentragdes
de clorofila-a. Durante o periodo de seca, observou-se uma tendéncia de queda do indice de
diversidade, com um concomitante aumento da densidade de C. raciborskii. As condi¢des
de baixa intensidade luminosa e maior estabilidade do reservatorio, esta causada pelo
menor volume de dgua, favoreceram a dominancia de C. raciborskii.

Por outro lado, a progressiva diminuicao do nivel de dgua do reservatorio, parece ter
favorecido o reaparecimento de cloroficeas e bacilarioficeas. Neste caso, os ventos podem
ter proporcionado, além da perda da estabilidade, a resuspensdo dos sedimentos e
conseqiiente liberagdo dos nutrientes para a coluna d’dgua, reduzindo a vantagem
competitiva de C. raciborskii, pois mais nutrientes passaram a ficar disponiveis para outros

grupos fitoplanctonicos.
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Valores elevados de temperatura ocorreram no reservatorio Ingazeira durante o
periodo estudado, com valores superiores a 24 °C. Portanto, temperatura nio deve ter
influenciado na dominancia e crescimento de C. raciborskii. Os valores de condutividade
variaram entre 611 ¢ 1700 uS.cm™, o que demonstra a tolerdncia dessa espécie a grandes
diferencas na concentragdo de ions. Em virtude da falta de precipitacdo, a partir de agosto
de 1997, e da alta taxa de evaporagdo nesta regido, o tempo de reten¢do da agua no periodo
de estudo foi de aproximadamente 2 anos, o que favoreceu a eutrofiza¢do do reservatério, a
reducdo da transparéncia e da zona eufotica.

Os nutrientes também representaram um papel importante na floragdo de C.
raciborskii no reservatorio Ingazeira. Os valores médios de ortofosfato foram elevados (65
e 85 },lg.L‘1 a 0,5 e 5m, respectivamente) e, portanto, este elemento nao foi um fator
limitante. O amonio foi a principal forma de nitrogénio do reservatdrio e correlacionou-se
positivamente com a clorofila-a, cianobactérias e C. raciborskii.

Floragdes de cianobactérias estdo freqiientemente ligadas a um processo de
enriquecimento de nutrientes e condi¢cdes dtimas de temperatura e luz. Porém, essa situacao
pode ser criada por fatores meteorologicos. O fendmeno “El Niio” de 1997, por exemplo,
induziu a modificagdes climatologicas no nordeste do Brasil, que alteraram as condi¢des
ecoldgicas de muitos reservatorios, incluido o reservatério Ingazeira. O periodo de seca
levou a uma maior estabilidade da coluna d’agua, um maior tempo de retengcdo e uma maior
concentragdo de nutrientes. Esses fatores, associados a intensidade luminosa e temperatura,

criaram as condigdes propicias para a formagao da floragao de C. raciborskii.
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3.3 Producio de saxitoxinas por uma cepa de Cylindrospermopsis raciborskii isolada
do reservatorio Tabocas, Caruaru, Brasil: demonstracao de uma nova variante de

saxitoxina (anexo 3)
3.3.1 Resumo do material e métodos

Local de coleta, isolamento e cultivo

O reservatorio Tabocas situa-se no municipio de Caruaru no semi-arido
pernambucano (08° 06°15>” S e 36° 13°23”” W) (FIG.1 do anexo 3). Ele foi construido em
1973 e é capaz de armazenar um volume de 13,6 x 10° m’.

Uma cepa de C. raciborskii foi isolada desse reservatdrio a partir de uma amostra de
agua coletada em margo de 1998. Um unico tricoma foi transferido sucessivamente, com
auxilio de uma pipeta Pasteur e microscopio 6tico, para pequenos volumes de meio ASM-1
(Gorham et al., 1964) colocados em uma lamina de vidro. O tricoma foi entdo transferido
para um tubo de ensaio contendo meio ASM-1, o qual foi mantido em condi¢des 6timas de
crescimento em sala de cultivo.

Para obten¢do de biomassa para andlise de toxinas e testes de toxicidade, esta cepa
(ITEP-018) foi cultivada em frasco de 9 L contendo 8 L de meio ASM-1. A intensidade
luminosa do cultivo foi mantida em 80 pmol fotons m™.s™, fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 26 + 1 °C. Ao final da fase exponencial de crescimento, a cultura foi

concentrada por centrifugagdo, liofilizada e mantida a —18 °C.

Analise de cilindrospermopsina

Quarenta e cinco miligramas do material liofilizado foram extraidos com &cido
acético 5%. Ap0s o periodo de extracdo, a solucdo foi centrifugada por 10 min a 4000 x g.
O material em suspensado foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

de acordo com o descrito por Hawkins et al. (1997).
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Bioensaio com camundongos

A toxicidade da cepa foi determinada de acordo com o método da “Association of
Official Analytical Chemists” (AOAC) para saxitoxinas (Cunnifff, 1995). Camundongos
machos foram injetados intraperitonialmente com 1 mL do extrato do material liofilizado
ressuspenso em solucdo salina (NaCl 0,9%). Os sintomas, bem como os tempos de morte,
foram registrados. A toxicidade foi expressa em “mouse units” (MU), em que 1 MU ¢
definida como a quantidade de toxina suficiente para matar um camundongo de 20 g em 15

minutos.

Extracao e analise de saxitoxinas

As 170 mg da amostra liofilizada, adicionou-se 6 mL de 4cido acético 0,5 M. A
suspensao foi centrifugada a 5000 x g por 5 minutos e o sobrenadante separado em tubo de
ensaio. Todo o procedimento foi repetido mais uma vez. Aos 12 mL do extrato obtido,
adicionou-se 12 mL de uma solucdo de cloroformio:metanol (1:1, v/v). A nova mistura foi
agitada e em seguida centrifugada. A fase aquosa, que contém as saxitoxinas, foi removida
com pipeta, seca e resuspensa em acido acético 50 mM para posterior analise (Lagos et al.,
1999).

A andlise de saxitoxinas foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
coluna de fase reversa (C8) de acordo com Oshima (1995). Utilizou-se trés fases moveis,
especificas para cada grupo de variantes: c-toxinas (bissulfatadas), goniautoxinas ou GTX
(monosulfatadas) e saxitoxina/neosaxitoxina (ndo sulfatadas). Em todos os casos, o eluato
da coluna foi continuamente oxidado com uma solucao de acido periddico 7 mM e tampao
fosfato de potassio 10 mM (pH 9,0) em um tubo de Teflon a 65 °C. Antes de passar pelo
detector de fluorescéncia (excitagdo em 330 nm e emissdo em 390 nm) a reacdo foi
interrompida com acido acético 0,5 M.

Para confirmagdo das variantes de saxitoxinas produzidas pela cepa de C.
raciborskii e identificagdo daquelas para as quais nao havia padrdo, a amostra foi analisada
por cromatografia liquida/espectrometria de massa (HPLC/ESIMS), de acordo com Lagos
et al. (1999).
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3.3.2 Resumo dos resultados e discussao

Os extratos da cepa ITEP-018 induziram sintomas neurotoxicos quando testados em
bioensaios com camundongos. O tempo de morte dos animais foi de poucos minutos e
todos morreram em razdo de parada respiratoria. A toxicidade da cepa medida de acordo
com a AOAC foi de 9,30 MU.mg" de peso seco de células. Do nosso conhecimento, esta
toxicidade ¢ a maior descrita para uma cepa de cianobactéria produtora de saxitoxinas.
Como outras toxinas ndo foram identificadas, como cilindropsermopsina e microcistinas, a
toxicidade da cepa ITEP-018 pode ser atribuida somente as saxitoxinas.

A analise por HPLC possibilitou a identificagdo de cinco variantes de saxitoxinas
produzidas pela cepa ITEP-018: GTX-6, saxitoxina, dc-saxitoxina, neosaxitoxina € uma
nova variante, cuja estrutura quimica ainda ndo foi determinada (FIGURA 2 do anexo 3).
As analises por HPLC-EISMS confirmaram a presenca dessas variantes, inclusive da nova
saxitoxina. Além disso, essa técnica permitiu a identificagdo da dc-neosaxitoxina (FIG. 4;
FIG. 5; FIG. 6 do anexo 3).

O perfil de saxitoxinas produzidas pela cepa ITEP-018 ¢ unico. Primeiro em razio
da presenga da nova variante, segundo porque de acordo com as quantificagdes realizadas
por HPLC, essa nova variante foi a que apareceu em maior concentragdo, representando
64,5 mol% do total de saxitoxinas produzidas e por ultimo esta cepa produz seis variantes
(FIGURA 3 do anexo 3). Em outras cepas de C. raciborskii identificou-se apenas duas
(Lagos et al., 1999) ou trés variantes (Lagos et al., 1999; Bernard et al., 2003).

A cepa ITEP-018 foi isolada do reservatorio Tabocas, o mesmo cuja agua, apds
tratamento inadequado, foi utilizada em sessdes de hemodidlise em uma clinica na cidade
de Caruaru-PE em 1996, e que resultou na morte de 76 pacientes renais, em razao de uma
contaminagdo por microcistinas (Carmichael et al., 2001).

Como Carmichael et al. (2001) identificaram a presenga de cilindrospermopsina em
amostras de carvao, areia e resinas da clinica de hemodialise, ¢ plausivel supor que entre a
populacdo de cianobactérias houvesse cepas produtoras dessa toxina. Entre as espécies de

cianobactérias descritas por Bressan (2001) durante um estudo realizado naquele
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reservatorio entre novembro de 1997 e outubro de 1998, apenas C. raciborskii ¢é
reconhecidamente produtora de cilindrospermopsina. Até hoje no Brasil, entretanto,

nenhuma cepa de C. raciborskii foi identificada como produtora de cilindrospermopsina.
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3.4 Confirmacao da presenca de saxitoxinas e de um composto similar a anatoxina-
a(s) durante uma floracido de cianobactérias num reservatorio de abastecimento

publico (anexo 4)

3.4.1 Resumo do material e métodos

Area de estudo, amostragem, analise de nutrientes e fitoplancton

A localizagdo e descricdo do reservatorio Tapacurda podem ser consultadas no item
3.1.1. Neste trabalho as coletas de amostras de dgua foram realizadas semanalmente em um
ponto proximo a barragem entre 19 de marco e 30 de maio de 2002, exceto para o periodo
entre 10 de abril e 8 de maio. A condutividade e pH foram registrados utilizando-se
eletrodos especificos. Amostras de agua foram coletadas para analise de nutrientes (NH4-N,
NO;-N, NO;»-N, PO4-P), de acordo com as metodologias descritas em APHA (1992) e
também para a andlise do fitoplancton. Apenas as cianobactérias foram identificadas e
contadas em camaras de Sedgwick-Rafter.

Amostras da floragdo foram coletadas em garrafas plasticas de 5 L e volumes
conhecidos foram filtrados em membranas de fibra de vidro de 47 mm de didmetro para
realizacdo de bioensaios com camundongos. A concentracdo do material particulado
(séston) foi determinada apos filtracdo de volumes conhecidos da floragdo em membranas
de fibra de vidro (25 mm de didmetro) previamente pesadas. As membranas foram secas a
peso constante a uma temperatura de 100 °C durante 24 h, quando entdo foram pesadas

novamente.

Isolamento e cultivo de Anabaena spiroides

Trés cepas de A. spiroides foram isoladas a partir de amostras coletadas no
reservatorio. Os procedimentos para o isolamento foram os mesmo descritos no item 3.3.1.
Para obten¢do de biomassa para analise de toxinas e bioensaios, as cepas foram cultivadas
2

em erlenmeyers de 2 L contendo 1,5 L de meio ASM-1, sob 80 umol fétons m” .s'l,

fotoperiodo de 12 horas e com aeragdo. Ao final da fase exponencial de crescimento, as
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culturas foram centrifugadas e liofilizadas. A biomassa foi mantida a —18 °C até o0 momento

das analises.

Extracio de toxinas e bioensaios com camundongos

A toxicidade da floragdo e das cepas foi avaliada em bioensaios com camundongos
Swiss. As toxinas foram extraidas apods a adicdo de 4 mL de solucdo salina pH 4,0 (NaCl
0,9%) as membranas. Para provocar o rompimento das células e conseqiiente liberagao das
toxinas, as amostras (membranas) foram congeladas e descongeladas. A solugdo salina
contendo as toxinas foi separada das membranas apds centrifugagdo (8.014 x g, 10
minutos). As doses injetadas intraperitonialmente em pelo menos trés animais variaram de
150 a 520 mg.Kg"' (mg de peso seco do séston por Kg de peso corporeo).

Massas conhecidas do material liofilizado dos cultivos das trés cepas também foram
ressuspensas em solu¢do salina pH 4,0 (NaCl 0,9%) e injetadas intraperitonialmente em
camundongos Swiss (doses entre 14 ¢ 156 mg.Kg™").

Em ambos os ensaios, os animais foram observados durante 24 horas e os sintomas
e tempo de morte registrados. Animais controle foram injetados com 1 mL de solucao

salina.

Ensaio da inibicdo da acetilcolinesterase

Os extratos aquosos (solucdo salina) das amostras da floragdo foram utilizados nos
ensaios de inibi¢dao da acetilcolinesterase. O material liofilizado (cultivo das cepas), apos
extragdo com uma solugdo de etanol:acido acético 1 M (1:4, v/v) (Henriksen et al., 1997),
também foi utilizado nos ensaios de inibi¢ao da acetilcolinesterase

A inibigdo in vitro da acetilcolinesterase foi determinada pelo método de Ellman
(Dietz et al., 1973) utilizando o iodeto de propioniltiocolina como substrato. A capacidade
de inibicdo da acetilcolinesterase foi determinada pela incubag@o da enzima em um ensaio

colorimétrico de ponto final. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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Analise de saxitoxinas

Os extratos aquosos das amostras da floracao e do material liofilizado das culturas,
utilizado nos bioensaios com camundongos, foram analisados por HPLC para verificagao
da presenca de saxitoxinas. O método utilizado foi o descrito por Oshima (1995), ja
comentado anteriormente (item 3.3.1). As condi¢des analiticas, de uma maneira geral,
foram as mesmas descritas anteriormente (item 3.3.1), exceto a temperatura de reacdo, que
neste caso foi de 80 °C. A identifica¢do das toxinas e o calculo de suas concentra¢des foi
feita pela compara¢do com os tempos de retengdo e com as areas integradas dos picos dos
padroes, respectivamente. Os padroes (material de referéncia) de saxitoxinas (saxitoxina,
neosaxitoxina, GTX1/4 e GTX2/3) foram adquiridos do “Institute for Marine Bioscience”
(Halifax — Canadd). Um mistura de padrdes (saxitoxina, dc-saxitoxina, neosaxitoxina e
C1/C2), cujas concentracdes sao desconhecidas, foram gentilmente cedidas pelo Dr. Nestor

Lagos da Universidade do Chile.

3.4.2 Resumo dos resultados e discussao

Parametros ambientais e analise de nutrientes

Durante o periodo estudado, o valor do pH do reservatorio Tapacurd manteve-se
alcalino, com valores variando de 7,3 a 8,9 ao longo do estudo (FIG. 1B do anexo 4). A
condutividade aumentou progressivamente a partir da metade de abril até o final de maio
(FIGURA 1C do anexo 4). Tanto nitrito como amodnio mantiveram-se quase sempre abaixo
do limite de detecgdo dos métodos (1.d.) (40 e 25 pug.L™”, respectivamente), exceto em 24 de
maio, quando a concentragdo de amonio foi de 40 },lg.L‘1 e em 15 de maio, quando a
concentragdo de nitrito foi de 150 ug.L’l. O nitrato (1.d. de 50 ug.L’l) ndo foi detectado
durante o periodo estudado e o fosforo total variou entre 20 e 228 pg.L”(FIGURA 1A do
anexo 4). Em um estudo anterior, realizado entre maio de 1998 e maio de 2000, Bouvy et
al. (2003) (ver anexo 1) caracterizaram o reservatorio Tapacura como eutroéfico. Foram
observadas concentragdes méaximas de 124 pgL”, 200 ugL"' ¢ 2 mgL" de clorofila-a,

fosforo particulado e amodnio, respectivamente.
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Composicio e densidade de cianobactérias durante a floracio

Durante a floragao de cianobactérias no reservatorio Tapacura — entre 19 de margo e
30 de maio de 2002 - observou-se uma alternancia de espécies (FIG. 2 do anexo 4). O
monitoramento do fitoplancton realizado apenas quantificou espécies de cianobactérias,
assim dados sobre outros grupos do fitoplancton ndo estdo disponiveis. Em 19 de margo, A.
spiroides era a espécie dominante, representando cerca de 72% (aproximadamente 1,4 x 10
células.mL™") do total de cianobactérias. Sua densidade foi diminuindo até 3 de abril,
quando Pseudanabaena sp. passou a ser a espécie dominante até 3 de abril, quando C.
raciborskii dominou a comunidade fitoplanctonica até 15 de maio. No final da floragdo
Microcystis aeruginosa foi a espécie dominante, representando entre 66 e 82% (3,7 € 2,7 x
10* células.mL”, respectivamente) do total de cianobactérias. Outras espécies de
cianobactérias foram observadas durante a floracdo, porém suas densidades nao foram
representativas.

Nossos resultados mostram uma limitagdo de nitrogénio no reservatorio Tapacura.
Como era de se esperar, as espécies que dominaram por um maior periodo foram A.
spiroides e C. raciborskii duas espécies fixadoras de nitrogénio. Pseudoanabena dominou
durante um curto periodo e Microcystis aeruginosa quando se observou baixas
concentragdes de amoOnio no reservatorio; ambas as espécies ndo sdo fixadoras de
nitrogénio. Embora a fixacdo do N, ndo seja considerada a principal vantagem ecologica de
C. raciborskii (Reynolds, 2002), uma analise do fitoplancton de Tapacurd, realizada por
Ferreira (2002) entre maio de 1998 e maio de 2000, mostrou uma variagao entre 0 e 77% na
porcentagem de tricomas de C. raciborskii com heterocitos, mostrando que a capacidade de

fixagdo de N, por esta espécie ndo deve ser desconsiderada.

Toxicidade da floracao e das cepas isoladas

Os bioensaios com camundongos mostraram a presenca de neurotoxinas na floragao
entre 19 de marco e 24 de maio, exceto na amostra coletada em 3 de abril (TAB. 2 do
anexo 4). Sintomas iguais aos causados pela anatoxina-a(s), um inibidor da
acetilcolinesterase (AChE), tais como salivacdo e fasciculacdo, foram observados somente

nos animais injetados com a amostra de 27 de marco. Os ensaios de inibi¢do da AChE,
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entretanto, mostraram a presenga de um inibidor dessa enzima nas amostras de 19 e 27 de
marg¢o, com taxas de inibicao de 100 e 88%, respectivamente (TABELA 2 do anexo 4). O
periodo em que se observou a inibi¢do da AChE coincidiu com a dominancia de A.
spiroides (FIG.2 do anexo 4).

Henriksen et al. (1997) reportaram que bioensaios com camundongos realizados
com uma alta concentragdo de anatoxina-a(s) podem mascarar os sintomas tipicos causados
por esse inibidor de AChE. Somente doses, em que as concentragdes da toxina sejam
proximas a DLs, permitem a visualizagdo de tais sintomas. Dois fatos mostraram que a
concentrac¢do do inibidor de AChE provavelmente era maior em 19 de marg¢o do que no dia
27, e portanto, possivelmente mascarou a visualizacdo dos sintomas: a) a amostra de 19 de
marg¢o provocou uma inibicdo de 100% da AChE e b) nesta data a densidade de A.
spiroides era maior do que em 27 de marco.

A confirmagdo de que A. spiroides era a espécie produtora do inibidor de AChE,
provavelmente, anatoxina-(s), foi feita apds o isolamento de trés cepas (TAB.1 do anexo 4)
e realizagdo de bioensaios com camundongos e testes de inibicdo da AChE com a biomassa
obtida do cultivo dessas cepas. Os bioensaios realizados com as trés cepas isoladas
evidenciaram efeitos neurotdxicos nos animais — os sintomas foram iguais aos causados
pela anatoxina-a(s) - € o ensaio de inibicdo da acetilconisterase foi positivo para as trés
cepas, com taxa de inibigao de 100% (TAB. 2 do anexo 4).

Como ja mencionado, C. raciborskii foi dominante de 10 de abril a 24 de maio.
Nesse periodo, os bioensaios demonstraram a presenca de neurotoxinas nas amostras. As
analises de saxitoxinas por cromatografia liquida, entretanto, revelaram a presenca de
saxitoxinas somente na amostra de 8 de maio. As variantes identificadas foram saxitoxina
neosaxitoxina ¢ dc-saxitoxina (FIGURA 3 do anexo 4). As cepas brasileiras de C.
raciborskii, ja testadas e que foram toxicas em bioensaios com camundongos,
demonstraram ser produtoras apenas de saxitoxinas (Lagos et al., 1999; Bernard et al.,
2003; Pomati et al., 2003). Portanto, as razdes para a ndo identificacdo de saxitoxinas nas
demais amostras desse periodo, apesar dos resultados positivos dos bioensaios, podem estar

relacionadas ao elevado tempo de estocagem das amostras (7 meses a —18 °C) e as

38



sucessivas alteragdes de temperatura para realizagao dos bioensaios e ensaios de inibi¢ao da
AChE.

Os bioensaios com camundongos realizados com as amostras coletadas em 03 de
abril e em 30 de maio apresentaram resultados negativos (TAB.2 do anexo 4). Essas duas
datas coincidiram com a dominancia de Pseudanabaena sp. e M. aeruginosa,
respectivamente. Para Pseudanabaena sp. ndo ha registros de producdo de toxinas, ja M.
aeruginosa, ¢ usualmente relatada como produtora de microcistinas. Todavia, quatro cepas
de M. aeruginosa isoladas de Tapacurd ndo possuiam o marcador genético mcyB, que esta
relacionado a produgdo de microcistinas (Bittencourt-Oliveira, 2003).

Este trabalho ¢ o primeiro a verificar a presenca de saxitoxinas e de um inibidor de
AChE, provavelmente anatoxina-a(s), em um reservatorio de abastecimento publico do
Brasil, o que ressalta a necessidade de um continuo monitoramento do reservatorio
Tapacura, de um plano para redugdo do estado trofico desse sistema, bem como de solugdes

tecnoldgicas para a remogao dessas toxinas durante o tratamento da agua.
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3.5 Diversidade genética de cepas de Cylindrospermopsis e Raphidiopsis isoladas de

quatro continentes (anexo 5)
3.5.1 Resumo do material e métodos

Esta etapa do trabalho foi realizada durante um estagio na “Station d’Hydrobiologie

Lacustre”, INRA, de Thonon les Bains, Franca.

Isolamento e cultivo das cepas

As cepas de varias origens utilizadas neste trabalho estdo relacionadas na TAB. 1 do
anexo 5. As cepas se desenvolveram em meio Z8 ou ASM-1, com ou sem nitrato, a 25 °C,
em erlenmeyers, sob intensidade luminosa de 25 pmol f6tons m2s’ e fotoperiodo de 16:8
h (luz: escuro). Para as andlises genéticas, 2 mL das culturas em fase exponencial de
crescimento foram centrifugados, lavados com agua estéril e as células mantidas em

nitrogénio liquido.

PCR, seqiienciamento e filogenia

Para estudar a relagdo entre Cylindrospermopsis e Raphidiopsis e a filogeografia do
primeiro género, realizou-se uma caracterizagdo genética das cepas (TAB. 1 do anexo 5)
baseada no seqiienciamento parcial do 16S rRNA e da regido espagadora entre 16S-23S do
operon ribossomal, além do seqilienciamento de fragmentos dos genes rpoCI e nifH.

O gene 16S rRNA foi amplificado através dos iniciadores CYA106F-CYA 781R
(Niibel et al., 1997); para a regido ITS1 os iniciadores 322 e 340 foram utilizados (Iteman et
al., 2000). Os genes rpoC1 e nifH foram amplificados utilizando os iniciadores rpoC1f (5’
ACCATTAACTACCGCACCCT 3’) e rpoClr (5 TTGTCAATTACCC GCAGACG 3’), e
nifHf (5 CGTAGGTTGCGACCCTAAGGCTGA 3%) e nifHr (5
GCATACATCGCCATCATTTCACC 3°), respectivamente.

As amplificagdes para todas as regides estudadas foram realizadas em um volume
de 50 pl, contendo 2 pL das culturas, 200 uM de dNTP, 20 uM de cada iniciador, 5 pL de

tampao 10X. A soluc¢do foi incubada durante 10 min antes da adi¢do de 1U de Tag-
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polimerase. As condigdes dos ciclos foram as seguintes: 5 minutos de desnaturagdo a 97 °C,
30 ciclos de 15 segundos para desnaturagio a 94 °C, 30 segundos para anelamento a 48 °C e
60 segundos para extensdo a 72 °C, e por fim, 5 minutos a 72 °C. A concentragdo dos
produtos amplificados foi verificada em gel de agarose 1%.

Os produtos dos genes 16S rDNA, rpoCl e nifH foram purificados e em seguida
seqiienciados. No caso da regido ITS, que pode gerar dois fragmentos, o produto foi
clonado e apenas o fragmento maior foi seqiienciado. Apos o seqiienciamento, tanto o
alinhamento como a constru¢ao dos cladogramas foram feitos utilizando-se programas

especificos.

3.5.2 Resumo dos resultados e discussao

Relacio entre cepas de Cylindrospermopsis e Raphidiopsis

A morfologia das células e dos tricomas foi utilizada na identificacdo das cepas
deste estudo. Os tricomas das cepas de C. raciborskii apresentaram-se solitdrios, sem
constri¢des, retos ou sigmoides e as células vegetativas eram cilindricas. Ja os tricomas de
C. africana, apresentaram constri¢des e os heterocitos eram em forma de elipse. As cepas
de Raphidiopsis nao apresentavam heterocitos, mesmo quando cultivadas em meio sem
fonte de nitrogénio (NO3").

Um fragmento de 348 pb do gene 16S rRNA, encontrado nas duas cepas de
Raphidiopsis e em seis cepas de Cylindrospermopsis, nao apresentou nenhum
polimorfismo, ou seja, as seqiiéncias foram idénticas, inclusive em relagdo a outras cepas
de C. raciborskii disponiveis no GenBank, o que permitiu a distingdo desses dois géneros
dos outros pertencentes a ordem Nostocales (FIG.1 do anexo 5).

Resultados similares também foram obtidos pela analise dos fragmentos das regides
ITS1 e rpoCl.

A andlise do fragmento ITS1 mostrou uma grande similaridade (> 99%) entre: 1)
cepas de origem européia, 2) cepas de Cylindrospermopsis e Raphidiopsis isoladas do
continente americano e 3) cepas de origem africana e australiana. Por outro lado, uma
similaridade menor do que 91% foi encontrada entre todas as cepas que compde estes trés

grupos.
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A andlise filogenética foi consistente com estes resultados identificando trés grupos
estatisticamente separados (FIG. 3, anexo 5). O primeiro grupo foi formado por todas as
cepas de Cylindrospermopsis € Raphidiopsis de origem americana, o segundo pelas cepas
de Cylindrospermopsis européias e o terceiro por todas as cepas de Cylindrospermopsis
africanas e australianas.

Os resultados do seqliénciamento do fragmento rpoCl de nove cepas de
Cylindrospermopsis € uma de Raphidiopsis geraram poucas informacdes, em razdo do
baixo polimorfismo apresentado. De qualquer forma, observou-se uma maior homologia
entre as cepas com a mesma origem geografica, exceto no caso das cepas européias, que
agruparam-se com as cepas africanas e australianas (FIG. 4 do anexo 5).

A analise desses trés loci, (16S rRNA, ITS1 e rpoC1) ndo permitiu a separagao dos
géneros Cylindrospermopsis e Raphidiopsis. Ha ainda duvidas se Raphidiopsis deve ou ndo
estar incluido na ordem Nostocales, em razdo desse género ndo apresentar heterocitos.
Porém, esses resultados mostram que Raphidiopsis provavelmente pertence aquela ordem
(FIG. 1 do anexo 5).

Os resultados da andlise dos loci ITS1 e rpoCI mostraram haver uma maior
similaridade entre as cepas de Cylindrospermopsis € Raphidiopsis do continente americano
do que entre cepas de Cylindrospermopsis com origens em outros continentes.

Um fragmento de 297 pb do gene nifH, que faz parte do complexo da nitrogenase,
foi seqiienciado e revelou uma grande similaridade entre as diferentes cepas de
Cylindrospermopsis. E, novamente, cepas com a mesma origem geografica tiveram uma
maior similaridade e formaram trés grupos: cepas americanas, européias €
africanas/australianas. Nenhuma amplificagdo, entretanto, foi obtida a partir das cepas de
Raphidiopsis. Desta maneira, o fragmento nifH foi o Unico capaz de separar os dois
géneros. A auséncia de um produto de amplificagdo do fragmento nifH ¢ condizente com a
incapacidade de Raphidiopsis de fixar nitrogénio atmosférico, apesar de existirem cepas de
espécies de cianobactérias que nao fixam N, mas que possuem o nifH (Zehr, et al., 1997).
Por outro lado, a separacdo dos dois géneros, baseada apenas na formacgao de heterocitos e

no gene nifH, nao parece ser suficiente. Desta maneira, mais estudos com
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Cylindrospermopsis e Raphidiopsis sao necessarios para uma melhor defini¢do das

caracteristicas taxonomicas que separam estes dois géneros.

Marcadores genéticos para cepas de Cylindrospermopsis isoladas de quatro
continentes

O género Cylindrospermopsis possui uma consideravel plasticidade morfoldgica
(Branco & Senna 1991; Kormarkova et al., 1999), o que torna dificil o emprego dessas
caracteristicas na taxonomia. Por exemplo, no presente trabalho ndo se observou nenhuma
diferenga entre os fragmentos de 16S rRNA de C. raciborskii e C. africana, bem como
entre cepas com caracteristicas morfoldgicas distintas (FIGURA 1 do anexo 5). Por outro
lado, os outros marcadores estudados (ITS1, nifH e rpoCI) puderam diferenciar grupos
entre as cepas estudadas. As seqliéncias ITS1 e nifH distinguiram trés grupos (cepas
americanas, européias e africanas/australianas) e rpoCI apenas dois grupos (cepas
americanas e européias/africanas/australianas). Porém, destes marcadores genéticos, o ITS1

foi o que melhor mostrou estatisticamente a separacgao dos trés grupos (FIG. 3 do anexo 5).

Origem e dispersao das cepas de Cylindrospermopsis raciborskii

O alto grau de conservagao do gene 16S rRNA entre as cepas de C. raciborskii de
diferentes continentes sugere uma origem comum. A existéncia de grupos separados,
evidenciados por outros marcadores, leva a crer que estes grupos tenham se separado ha
muito tempo (milhares de anos). Por outro lado, como dentro de cada grupo a similaridade
¢ muito grande, pode-se dizer que a dispersdo dessa espécie em cada continente ¢ mais
recente.

Uma hipotese para tentar explicar esses resultados foi o periodo de glaciacao que o
planeta passou. Durante aquele periodo, pode ter ocorrido a extingdo de
Cylindrospermopsis em diversas regides € em apenas poucas areas mais quentes o género
pode sobreviver. A separagdo dessas areas gerou grupos com caracteristicas genéticas
distintas, conforme os resultados desse trabalho mostraram. Essa hipdtese contraria a de

Padisédk (1997), para quem a dispersao de Cylindrospermopsis para mundo foi recente e
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ocorreu a partir da Africa, visto que naquele continente encontra-se um maior nimero de
espécies do género.

O clima da Australia foi bastante influenciado pelo periodo de glaciagdo, o que teria
levado a extingdo de C. raciborskii. No entanto, no continente africano, algumas areas
sempre mantiveram o clima tropical. Os nossos resultados, que mostram uma grande
similaridade entre cepas africanas e australianas, permitem propor que, provavelmente, a

Australia foi colonizada por cepas africanas num evento mais recente.
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4 DISCUSSAO GERAL

O estudo realizado no reservatorio Tapacura mostrou que a principal caracteristica
fisica e quimica deste sistema ¢ uma pequena variacdo vertical na temperatura da dgua e na
concentragdo de nutrientes ao longo do ano, respectivamente, mesmo havendo um
gradiente na concentracdo do oxigénio. Caracteristicas similares também foram observadas
no reservatorio Ingazeira. Nos dois ciclos nictemerais realizados no reservatério Tapacura,
constatou-se que a estratificacdo térmica comecava a partir da segunda metade do periodo
de luz (entre 11h00 e 12h00) e logo apds o pdr-do-sol ocorria uma homogeneizacao da
temperatura da coluna d’agua (isotermia). Essas caracteristicas sdo tipicas de ambientes
tropicais, onde nao hé grandes diferengas na irradiancia e temperatura ao longo do ano. No
caso do reservatorio Ingazeira, ndo se observou nenhuma estratificacdo térmica,
provavelmente em razao da menor profundidade do reservatorio e, principalmente, por nao
ter sido levado em consideragdo na época que a estratificagdo térmica em ambientes
tropicais ocorre a partir de um gradiente de termoclina média > 0,3 °C . m™ (Hambright et
al., 1994).

Tanto em Tapacurd como em Ingazeira, o periodo de intensa seca criado pelo “El
Nifio” de 1997/1998 gerou as condi¢cdes adequadas para a formagdo de floracdes de
cianobactérias. Essas condi¢des, de maneira geral, foram um maior tempo de retencdo da
agua, concentragdes adequadas de nutrientes, baixa intensidade luminosa e, principalmente,
uma maior estabilidade da coluna d’agua.

De acordo com Paerl (1988), os fatores fisicos e quimicos tém um papel importante
no crescimento das cianobactérias, as quais, apesar de terem uma capacidade de adaptagdo
a diferentes ecossistemas, preferem ambientes com maior estabilidade (Padisdk &
Reynolds, 1998). Nos dois reservatorios, C. raciborskii foi a espécie que melhor aproveitou
tais condicdes. Na verdade, de acordo com Bouvy et al. (2000), entre setembro e novembro
de 1998, floragdes de C. raciborskii foram observadas em outros 31 reservatérios estudados
em todo estado de Pernambuco (de um total de 39), sendo que em 17, essa espécie

representou 50% da densidade do fitoplancton total.
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No reservatorio Ingazeira, C. raciborskii foi dominante durante praticamente todo o
estudo e no periodo da floragdo (de abril a novembro de 1998) chegou a representar entre
96 e 100% da biomassa fitoplanctonica total. De acordo com Ferreira (2002), C. raciborskii
esteve presente no reservatorio Tapacura entre maio de 1998 e julho de 1999. Porém, entre
novembro de 1998 e julho 1999, coincidindo com o periodo de menor pluviosidade, esta
espécie foi dominante, chegando a representar em média 60,9% da biomassa
fitoplanctonica total.

As floragdes observadas nos dois reservatorios terminaram apés o fim da
estabilidade dos ambientes. Em Tapacurd, logo apods o inicio do periodo de chuvas, que
elevou o volume do reservatorio de 4,9% para 10% do da capacidade total, a densidade de
cianobactérias caiu drasticamente. J4 em Ingazeira, a diminui¢do acentuada da
profundidade méaxima - em razdo do longo periodo de estiagem - € o aumento da
profundidade da zona de mistura proporcionaram a ressuspensao do sedimento, criando
condic¢des mais propicias para o reaparecimento de outros grupos de microalgas.

Apesar do fenomeno climatico “El Nifio” ter favorecido a formagao de floragdes de
C. raciborskii, ndo apenas este fendmeno cria as condi¢cdes necessarias para o surgimento
das floracdes desta espécie. Huszar et al. (2000) relataram a dominancia de C. raciborskii
em reservatorios pernambucanos, inclusive no de Ingazeira, em uma época sem influéncia
do “El Nifio”. Além disso, no item 3.4 e¢ anexo 4 desta tese, ¢ relatada uma curta
dominancia de C. raciborskii em Tapacurd, num periodo (entre abril € maio de 2002) em
que este reservatorio ndo apresentava déficit de dgua. Portanto, a dominancia e a formagao
de floragdes de C. raciborskii, e provavelmente de outras cianobactérias, parecem estar
mais ligadas a estabilidade do ecossistema aquatico, independente das causas que a criou.
Tucci & Sant’Anna (2003) concluiram que uma floracdo de C. raciborskii, observada no
Lago das Gargas, no municipio de Sao Paulo, foi favorecida, entre outros fatores, pela
estratificacdo térmica e baixo valor da profundidade da zona de mistura, que podem ser
interpretados como uma estabilidade do sistema.

Desta maneira, o fendmeno “El Nifio”, no caso dos ecossistemas aquaticos

estudados, parece apenas ter proporcionado uma constancia ambiental por um periodo mais
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longo e, portanto, favorecido a ocorréncia de floragdes mais intensas (concentragdo de
clorofila-a > 100 pg.L™") e duradouras (de até 8 meses) de C. raciborskii.

As floragdes com uma elevada biomassa de C. raciborskii sdo preocupantes,
principalmente do ponto de vista de gerenciamento de recursos hidricos voltado para o
abastecimento publico, em razdo da ocorréncia freqliente desses eventos em diversos
reservatorios de abastecimento do pais e também pelo fato de ainda haver uma escassez de
conhecimento sobre métodos eficientes para remocao de saxitoxinas durante o tratamento
da agua.

E muito importante que se conhega quais as variantes de saxitoxinas as cepas
brasileiras de C. raciborskii produzem, pois isso permitira: a) direcionar a producao de
padroes especificos, o que ira facilitar a andlise quali-quantitaviva dessas toxinas; b)
calcular com uma melhor margem de seguranca as doses seguras para ingestao (“tolerable
daily intake” - TDI) e c) avaliar se todas as variantes respondem da mesma maneira aos
diferentes tratamentos para sua remog¢do da agua que sera utilizada no abastecimento. A
cepa ITEP-018 de C. raciborskii demonstrou produzir cinco saxitoxinas conhecidas ¢ uma
nova variante. Das cinco conhecidas, GTX6, dc-saxitoxinas e dc-neosaxitoxina ainda nao
haviam sido relatadas em cepas brasileiras. Além disso, esta cepa ¢ a mais toxica, entre as
cepas de espécies de cianobactérias produtoras de saxitoxinas ja estudadas.

A identificagdo de saxitoxinas (saxitoxina, neosaxitoxina e dc-saxitoxina) e de uma
toxina inibidora da AChE, provavelmente anatoxina-a(s), no reservatorio Tapacurd, além
de neurotoxinas no reservatorio Ingazeira, alerta para a necessidade de um monitoramento
continuo da presenca de cianobactérias e suas toxinas nos reservatorios de abastecimento e
a criagdo de programas que visem a diminuicdo do estado tréfico desses ecossistemas
aquaticos.

Como mencionado, o nimero de registros da ocorréncia de C. raciborskii vem
aumentando em todo o mundo. Antes considerada uma espécie de clima tropical, nos
ultimos anos vem sendo freqiientemente identificada em ecossistemas aquaticos de paises
de clima temperado. Esse fato, vem despertando o interesse de se conhecer melhor a
dispersao dessa espécie pelo planeta e atualmente isso vem sendo possivel, principalmente,

através da utilizagdo de técnicas de biologia molecular.
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Os resultados da andlise dos loci ITS1 e rpoCI mostraram haver uma maior
similaridade entre as cepas de Cylindrospermopsis € Raphidiopsis do continente americano
do que entre cepas de Cylindrospermopsis com origens em outros continentes. Apenas um
fragmento do gene nifH permitiu a separacdo dos dois géneros. Mostrou-se também haver
uma maior homologia entre cepas de Cylindropsermopsis com as mesmas origens
geograficas, sendo que essas cepas puderam ser reunidas em trés grupos: cepas de origem
americana, européia e africana/australiana. A semelhanca entre as cepas de cada grupo
permite especular que, apesar de uma origem comum, um processo de extin¢do causado
pela ultima era glacial e um longo periodo isolamento entre as regides que compreendem
aqueles trés grupos, possibilitou que cada um adquirisse caracteristicas genéticas distintas,
que permitem sua distingdo. Esses resultados contrariam a hipotese de Padisak (1997) para
quem a dispersdo da espécie C. raciborskii ocorreu da Africa para o mundo e que isso foi
um evento recente. Na verdade, os resultados mostram que provavelmente apenas a

Australia foi colonizada por cepas africanas.
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5 CONCLUSOES

1. A principal caracteristica fisica e quimica do reservatorio Tapacura foi uma pequena
variacdo vertical na temperatura da 4gua e na concentracdo de nutrientes,

respectivamente, mesmo havendo um gradiente na concentra¢ao do oxigénio.

2. O fendmeno climatico “El Nifio” causou alteracdes quimicas e fisicas nos
reservatorios Tapacuré e Ingazeira, induzindo a uma maior estabilidade ambiental por
um periodo mais longo, favorecendo a ocorréncia de floracdes de C. raciborskii mais

intensas e duradouras.

3. Uma maior estabilidade da coluna d’4gua, um maior tempo de retencdo, um aumento
da concentragdo de nutrientes (nitrogénio e fosfato) e uma baixa intensidade luminosa
foram os fatores principais que favoreceram a formacao de flora¢des de C. raciborskii

nos reservatorios Tapacurd e Ingazeira.

4. A identificagdo da ocorréncia de floragdes de C. raciborskii e A. spiroides, com cepas
respectivamente produtoras de saxitoxinas e de uma toxina inibidora da
acetilcolinesterase, em reservatorios de abastecimento do estado de Pernambuco,
demonstra um risco para populacdo que recebe a adgua desses sistemas e, portanto,
ressalta a importdncia para a realizacdo de programas de monitoramento e
gerenciamento, ndo somente nesses, mas em todos os reservatorios sujeitos a

ocorréncia de floragoes de cianobactérias.
5. A seqiiéncia do gene 16S rRNA foi idéntica em todas as cepas de Cylindrospermopsis
e Raphidiopsis estudadas e permitiu distingui-los de outros géneros que também

pertencem a ordem Nostocales.

6. A avaliacdo molecular realizada com quatro marcadores genéticos ndo confirmou a

separacdo taxondmica dos géneros Cylindrospermopsis e Raphidiopsis — baseada
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inicialmente nas suas morfologias -, ressaltando a necessidade de mais estudos para

melhor definir as caracteristicas taxondmicas que separam estes dois géneros.

A andlise dos loci ITS1 e nifH reuniu todas as cepas de Cylindrospermopsis em trés
grupos. Um grupo foi composto por todas as cepas de origem americana, um segundo
por aquelas de origem européia e o ultimo por cepas de origem africana e australiana.
A distingdo genética entre esses grupos sugere um isolamento longo entre essas areas.
Por outro lado, a menor distingdo genética entre as cepas que compdem cada grupo
sugere que a dispersdo em cada continente foi recente, além de indicar que a Australia

foi recentemente colonizada por cepas africanas.
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ANEXO 2

Dynamics of a toxic cyanobacterial bloom (Cylindrospermopsis
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