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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Gabriele Costa dos Reis

Cianobactérias sao produtoras de metabdlitos secundarios potencialmente toxicos,
conhecidos como cianotoxinas. Quando dominam ambientes aquaticos formando
floragcbes, causam grande impacto a salde ambiental e humana, podendo
inviabilizar o uso dos recursos hidricos. Cylindrospermopsis raciborskii vem sendo
encontrada cada vez com maior frequéncia em ambientes aquaticos brasileiros.
Nesse contexto, esse estudo tem como objetivo analisar os efeitos de uma cepa de
C. raciborskii (CYLCAM-1) produtora de saxitoxinas, no ciclo de vida e
comportamento alimentar de espécies de Daphnia isoladas de ambientes aquaticos
brasileiros (D. laevis e D. gesneri) e ambiente temperado (D. similis), investigando a
tolerdncia a cianobactéria dos diferentes clones. Foram realizados o0s seguintes
ensaios ecotoxicoldgicos: 1) Agudo com exposicao a diferentes concentracdes de C.
raciborskii e biomassa fixa de cloroficeas, minimizando efeitos de restricao alimentar,
para avaliar o efeito sobre a mobilidade, a sobrevivéncia e a taxa de crescimento
somatico; 2) Crénico com diferentes concentra¢cdes de C. raciborskii e biomassa fixa
de cloroficeas, para avaliar os efeitos na taxa de crescimento somatico e parametros
reprodutivos como idade da primeira reproducdo, fecundidade média, total de
neonatos e taxa de aumento populacional (r); 3) Crénico com proporcdes variadas
de cloroficeas e C. raciborskii em um total de biomassa de 1,0 mg C L* 4) Ensaios
de herbivoria, com o objetivo de estimar as taxas de filtracdo (TF) de Daphnia
gquando exposta a diferentes dietas variando propor¢cbes de C. raciborskii e S.
capricornutum. Os resultados demonstraram diferentes sensibilidades dos clones de
Daphnia nos parametros analisados. Enquanto no ensaio cronico 1, D. similis foi
afetada apresentando efeitos deletérios na sua sobrevivéncia, mobilidade,
parametros reprodutivos e taxa de aumento populacional (r), no ensaio crénico com
dietas de proporcdes variadas de cloroficeas e cianobactéria, D. gessneri
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apresentou mortalidade de todos os individuos nas dietas com 50% e 90% de
CYLCAM-1, além de reducdo significativa em todos os parametros reprodutivos,
apresentando inclusive taxa de aumento populacional (r) negativa na concentracao
de 90%. Foi observado também diferentes tolerdncias entre clones da mesma
espécie, com D. laevis (Rio Doce) apresentando mais efeitos negativos sobre os
parametros reprodutivos no ensaio crénico 1. No entanto, no ensaio croénico 2, 0s
clones de D. laevis ndo apresentaram efeitos tdo marcantes nesses parametros,
sendo pouco afetados. Os ensaios de herbivoria demonstraram que D. similis e D.
laevis (Rio Doce) ndo sofrem variagdo de suas taxas de filtracdo quando expostas a
CYLCAM-1. Por outro lado, D. laevis (Ibirité) reduziu sua taxa de filtracdo total nos
tratamentos de 50% e 90% e D. gessneri apresentou inibicdo da ingestdo de
CYLCAM-1, com taxa de filtracdo negativa no tratamento de 50% e 90%. O presente
estudo demonstrou que espécies que apresentam uma alta herbivoria (D. similis e D.
laevis (Rio Doce), sdo menos tolerantes a exposicdo a CYLCAM-1, apresentando
efeitos negativos no seu ciclo de vida. Enquanto clones com baixa herbivoria (D.
gessneri e D. laevis (Ibirité), sdo mais tolerantes e parecem coexistir com C.
raciborskii em condi¢cdes em que ndo ocorram dominancia dessa cianobactéria.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Gabriele Costa dos Reis

Cyanobacteria are producers of potentially toxic secondary metabolites, known as
cyanotoxins. When they dominate aquatic environments forming blooms, they cause
great impact to the environmental and human health, being able to prevent the use of
water resources. Cylindrospermopsis raciborskii has been found more and more
frequently in Brazilian aquatic environments. In this context, this study aims to
analyze the effects of a saxitoxin-producing strain of C. raciborskii (CYLCAM-1) on
the life cycle and feeding behavior of Daphnia species isolated from Brazilian aquatic
environments (D. laevis and D. gesneri) and temperate environment (D. similis),
investigating the tolerance to cyanobacteria of the different clones. The following
ecotoxicological tests were performed: 1) Acute with exposure to different
concentrations of C. raciborskii and fixed chlorophyceous biomass, minimizing food
restriction effects, to evaluate the effect on mobility, survival and somatic growth rate;
2) Chronic with different concentrations of C. raciborskii and fixed biomass of
chlorophytes, to evaluate the effects on somatic growth rate and reproductive
parameters such as age of first reproduction, mean fecundity, total neonates and
population growth rate (r); 3) Chronic with varying proportions of chlorophytes and C.
raciborskii in a total biomass of 1.0 mg C L 4) Herbivory assays, with the objective
of estimating Daphnia filtration rates (TF) when exposed to different diets varying
ratios of C. raciborskii and S. capricornutum. The results showed different
sensitivities of the Daphnia clones in the analyzed parameters. While D. similis was
affected with deleterious effects on its survival, mobility, reproductive parameters and
population increase rate (r), in the chronic trial with diets of varying proportions of
chlorophytes and cyanobacteria, D. gessneri presented mortality of all individuals in
the diets with 50% and 90% of CYLCAM-1, in addition to a significant reduction in all
reproductive parameters, including a negative (90%) population increase rate. It was
also observed different tolerances between clones of the same species, with D.
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laevis (Rio Doce) showing more negative effects on the reproductive parameters in
the chronic trial 1. However, in the chronic trial 2, the clones of D. laevis did not
present as marked in these parameters, being little affected. Herbivory assays have
demonstrated that D. similis and D. laevis (Rio Doce) do not suffer variation in their
filtration rates when exposed to CYLCAM-1. On the other hand, D. laevis (Ibirité)
reduced its total filtration rate in treatments of 50% and 90% and D. gessneri
presented inhibition of the intake of CYLCAM-1, with a negative filtration rate in the
treatment of 50% and 90%. The present study demonstrated that species with high
herbivory (D. similis and D. laevis (Rio Doce), are less tolerant to exposure to
CYLCAM-1, with negative effects on their life cycle. While clones with low herbivory
(D. gessneri and D. laevis (lbirité), they are more tolerant and appear to coexist with
C. raciborskii in conditions where there is no dominance of this cyanobacterium.
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1. INTRODUCAO

A intensificagdo da industrializacdo, crescimento urbano e populacional
associados a atividades agricolas, aumentam o aporte de nutrientes nitrogenados e
fosfatados em ecossistemas aquaticos, agravando o problema de eutrofizacdo. Esse
processo favorece o desenvolvimento de de populagbes de algumas espécies
fitoplanctonicas em detrimento de outras. Dentre as espécies do fitoplancton que
aparecem nessas condi¢des, estdo as cianobactérias que podem ser produtoras de
metabdlitos secundarios potencialmente toxicos, denominados cianotoxinas. O
crescimento acelerado desses organismos torna-se extremamente prejudicial tanto a
salude ambiental quanto a humana, além de trazer grande impacto social e
econdbmico, podendo inviabilizar o uso dos recursos hidricos (Chorus e Bartram,
1999).

s

Dentre as cianobactérias, Cylindrospermopsis raciborskii é considerada uma
espécie formadora de floracBes nocivas e vem sendo encontrada cada vez com
maior frequéncia em ambientes aquaticos brasileiros, principalmente em
reservatorios (Branco et al., 1994; Bouvy et al., 2000; Huszar et al., 2000). Apesar de
suas linhagens ja terem sido descritas como produtoras de cilindrospermopsinas
(CYN) e saxitoxinas (STXs), no Brasil a literatura descreveu até o presente apenas

linhagens potencialmente produtoras de saxitoxinas.

As saxitoxinas sao neurotoxinas que foram descritas pela primeira vez em
moluscos marinhos que apresentaram paralisia, apdés se alimentarem de
dinoflagelados que produziam essa cianotoxina. As saxitoxinas bloqueiam aos
canais de sodio da membrana do axénio impedindo a propagac¢do do impulso

nervoso (Chorus e Bartram, 1999).

Poucos estudos relatam os efeitos de cepas produtoras de saxitoxinas em
organismos aquaticos de ambiente dulcicola. Os estudos existentes utilizando
espécies de cladbéceros, mostram que as espécies isoladas de ambientes diferentes
respondem de maneira distinta as cepas de cianobactérias. O presente trabalho, tem
como relevancia avaliar pela primeira vez os efeitos de uma cepa de
Cylindrospermopsis raciborskii (CYLCAM-1), produtora de saxitoxinas e isolada de

um reservatorio tropical (Reservatorio do Camorim — Parque Estadual da Pedra
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Branca — RJ) sobre espécies de Daphnia isoladas de ambientes tropicais brasileiros

e um de origem temperada.

1.1 Floragdes de cianobactérias e cianotoxinas

Cianobactérias sdo organismos procariontes fotossintetizantes que possuem
clorofila-a e outros pigmentos acessorios como carotenoides e as ficobilinas (Raven
et al., 2005). Possuem uma histéria evolutiva de aproximadamente 3,5 bilhdes de
anos, sendo considerados os primeiros organismos fotossintéticos responsaveis
pela oxigenacdo da atmosfera (Whitton e Potts, 2000). Podem se apresentar em

formas unicelulares, filamentosas ou coloniais (Buratti et al., 2017).

Sao organismos cosmopolitas, sendo encontrados em diferentes tipos de
habitats doces, marinhos ou salobros. No entanto, sdo mais frequentes em agua
doce (Castro et al., 2004; Granéli et al., 2006). Quando dominam ecossistemas
aguaticos em avancado estagio de eutrofizacdo (O’Neil et al.,, 2010), formam um
fenbmeno conhecido como floracdo de cianobactérias, sendo relatado em diversos
ambientes aquaticos no mundo (Merel et al., 2013). Essas flora¢des sdo observadas
quando ocorrem condi¢cdes favoraveis como temperatura entre 15 e 30° C,
abundancia de luminosidade, aguas com pH entre 6 e 9 e alta disponibilidade de
nutrientes. S8o favorecidas por apresentarem vacuolos de gas, denominados de
aerotopos que possibilitam flutuagdo na coluna d’agua; acinetos, células formadas
em condicOes desfavoraveis que acumulam substancias de reserva em seu interior;
heterocistos, células responséaveis pela fixacdo de nitrogénio atmosférico e também
por possuirem grande plasticidade fenotipica (Whitton e Potts, 2000; Bonilla et al.,
2012).

As cianobactérias que formam floracdes podem trazer efeitos prejudiciais ao
ecossistema, seja através da producdo de toxinas, deplecdo de oxigénio,
sombreamento de habitats bentbnicos ou na reducéo da eficiéncia da transferéncia

de energia na cadeia tréfica (Havens e Hudnel, 2008; Paerl e Huisman, 2008).

Os géneros mais comuns de cianobactérias formadoras de floracdes séo
Dolichospermum, Aphaizomenom, Cylindrospermopsis, Microcystis e Planktotrix

(Padisdk e Reynolds, 2003). Dentre os aproximadamente 150 géneros de
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cianobactérias conhecidos, 40 estdo relacionados com a producdo de toxinas
(Alperdoon et al., 2007). No entanto, ndo se pode considerar que todas as floracdes
de cianobactérias sejam toxicas, algumas podem ser toxicas durante um periodo
devido a dinamica de linhagens toxicas e ndo toxicas que compdem as floracbes
(Molica e Azevedo, 2009). Algumas espécies de cianobactérias possuem a
capacidade de produzir metabdlitos secundarios denominados de cianotoxinas
(Carmichael, 1992), que podem ser classificadas, de acordo com sua toxicidade em
animais, em: hepatotoxinas (microcistinas e nodularinas), citotoxinas
(cilindrospermopsinas) e neurotoxinas (saxitoxinas, anatoxina-a e anatoxina-a(s))
(Buratti et al., 2017).

As hepatotoxinas consistem em peptideos ciclicos, sendo as mais conhecidas
as microcistinas, produzidas principalmente por géneros de agua doce como
Dolichospermum, Microcystis e Planktothrix, e nodularina, produzida por uma
espécie marinha, Nodularia spumigena. A cilindrospermopsina € um alcalbide
guanidinico ciclico produzida principalmente pelo género Cylindrospermopsis e
Aphanizomenon (Ferrao-Filho, 2009). A nodularina e as microcistinas s&o
consideradas inibidores de proteinas fosfatases 1 e 2A, enquanto que a
cilindrospermopsina apresenta acao citotoxica e inibicdo da sintese de proteinas. As
hepatotoxinas causam disfuncBes hepaticas agudas com hemorragia e morte do
animal em poucas horas. Além de atuarem no figado, podem alterar as funcbes de
outros 6rgdos como rins, pulmao, timo e coracdo (Carmichael, 1992). Hepatotoxinas
também podem causar efeitos de longo prazo, como a formacdo de tumores e
incidéncia de cancer em populagdes expostas em periodo crdnico a microcistinas e

cilindrospermopsinas (Yu, 1989; Ueno et al., 1996; Humpage e Fal Coner, 2003).

Na classe das neurotoxinas (Fig. 1) encontram-se organofosforados
denominados anatoxina-a(s) e substancias alcaloides, como a anatoxina,
homoanotoxina e as saxitoxinas. A anatoxina-a e a homoanotoxina-a atuam como
bloqueador neuromuscular poés-sinapticos, ligando-se ao receptor da acetilcolina e
impedindo a transmissdo do impulso neuromuscular (Carmichael, 1992) e foram
isoladas a partir dos géneros Dolichospermum, Aphanizomenon, Cylindrospermum e
Planktothrix (Landsberg, 2002). J4 a anatoxina-a(s) € um organofosforado que se

liga irreversivelmente a acetil-colinesterase, inibindo-a e impedindo que esta



degrade a acetilcolina (Henriksen et al.,, 1997) sendo encontrada em

Dolichospermum spiroides (Molica et al., 2005).

As saxitoxinas (Fig. 2) atuam bloqueando canais de sodio nas células
neuronais, impedindo a propagacado do impulso nervoso (O’Neill et al. 2016).
Constituem um grupo onde ja foram identificados 57 analogos que variam em termos
de toxicidade (Wiese et al., 2010). Os principais géneros de cianobactérias
identificados como produtores de STXs sdo Dolichospermum, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Lyngbya e Planktothrix (Molica e Azevedo, 2009). S&o
conhecidas como PST (Paralytic Shellfish Toxins), por seus efeitos terem sido
primeiramente descritos em humanos envenenados apds a ingestdo de moluscos
bivalves contaminados com toxinas de dinoflagelados marinhos (Landsberg, 2002).
Bivalves se alimentam do fitoplancton e séo resistentes a essa toxina, acumulando
grandes concentracdes de PSTs. Devido a isso, SG0 muito comuns 0s casos de
intoxicagdo humana por ingestdo de ostras e mexilhbes contaminados por
saxitotoxinas. Estima-se que ocorram 2000 casos de intoxicacdo em humanos por
ano, com uma taxa de mortalidade de 15% no mundo (Pearson et al., 2010). A maior
epidemia atribuida a exposicdo as PSTs ocorreu em 1987, na Guatemala, com 187
vitimas e 26 indo a Obito (Rodrigue et al, 1990).
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Figura 1. Estruturas quimicas de neurotoxinas: (A) anatoxina-a, (B) homoanatoxina-a, (C)
anatoxina-a(s) e (D) saxitoxinas (Chorus e Bartram, 1999; Ishimi et al., 2001).

— Variacao quimica
R1 R2 R3 R4
STX H H H CONH;
GTX2 H H 0S0O5 CONH,
GTX3 H OSSOy H CONH;
GTX5 H H H CONHSO5
c1 H H 0OSOy CONHSO5
C2 H OSO5 H CONHSO5
Cc3 OH H 0SSOy CONHSO5
c4 OH OSSOy H CONHSO5
NeoSTX OH H H CONH,
GTX1 OH H 0SSOy CONH,
GTX4 OH OSSOy H CONH,
GTX6(B2) OH H H CONHSO5
desSTX H H H H
dcneoSTX OH H H H
dcGTX1 OH H 0SSOy H
dcGTX2 H H 0SSOy H
dcGTX3 H OSSOy H H
dcGTX4 OH 0SSOy H H

Figura 2. Estrutura quimica da Saxitoxina e seus radicais. Alcaldides carbamatos nao
sulfatados, saxitoxina (STX), neosaxitoxina (neoSTX); Alcaléides carbamatos
monossultafatados, goniautoxina (GTX); Alcaldides carbamatos dissultafatados, toxina N-
sulfocarbamail (C1-C4, GTX5 e GTX6); Derivados decarbamoil - toxinas decarbomoil
(dcSTX, dcNeo e dcGTX1-4) (Diener et al., 2006).

Os sintomas mais comuns por intoxicagdo de saxitoxinas sao formigamento,
sensacao de ardéncia nos labios, boca, dedos das méos e dos pés se propagando
para a extremidade dos bracgos, pernas e pescoco, fragueza muscular no pescoco e
nos membros com imobilidade, acompanhados por perda de coordenacédo, podendo
ocorrer em alguns casos morte por parada respiratéria. Os sintomas podem comecar

5 minutos apos a ingestdo e a morte pode ocorrer de 2 a 12 horas (Branco et al.,
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2006). A dose letal intraperitonial em camundongos (DLso) para saxitoxinas é de 10
ug/kg, enquanto que por consumo oral a DLso € de aproximadamente 263 pg/kg de
peso corporeo (Chorus e Bartram, 1999). O limite maximo aceitavel de saxitoxinas
em agua para consumo humano € de 3,0 ug Equivalente STX/L, valor este adotado
pela Portaria MS 2914/2011.

As cianotoxinas podem alterar a estrutura da cadeia alimentar nos
ecossistemas aquaticos (Sivonen, 2000) e seus efeitos toxicos ja foram observados
em peixes, crustaceos, zooplancton e macrdfitas (Christoffersen, 1996; Magalhaes
et al., 2001; Ferrdo-Filho et al., 2002; Magalhdes et al., 2003; Soares et al., 2004).
Embora haja controvérsia sobre o papel ecoldgico das cianotoxinas, é fato que o
zooplancton é o primeiro a entrar em contato e sofrer os efeitos destas toxinas
(Ferrdo-Filho e Koslowsky-Suzuki, 2011). Apesar disso, toxinas sintetizadas por
cianobactérias de adgua doce tém mostrado também efeitos letais nos organismos
terrestres. Mortes de animais domésticos e silvestres, relacionadas com a &agua
contaminada por cianotoxinas, S80 comuns em muitos paises e tém sido registradas
h& mais de um século (Codd et al., 2005; Stewart et al., 2008).

O primeiro caso confirmado de intoxicagdo aguda por cianotoxinas em
humanos foi no Brasil, em uma clinica renal da cidade de Caruaru (PE) em 1996,
onde 130 pacientes que faziam hemodialise foram intoxicados por hepatotoxinas e
desses pacientes, 76 vieram a Obito. As analises confirmaram a presenca de
microcistinas e cilindrospermopsina no carvao ativado utilizado no sistema de
purificacdo de a4gua da clinica e de microcistinas em amostras de sangue e figado
dos pacientes (Carmichael et al.,2001). Desde entdo, o interesse na investigacdo de
cianotoxinas em agua de abastecimento publico tornou-se uma preocupacao
mundial. No Brasil, tem ocorrido um grande aumento de floracdes de cianobactérias
produtoras de hepatotoxinas e neurotoxinas em varios mananciais brasileiros desde
a regido nordeste (Molica et al., 2002), sudeste (Ferrdo-Filho et al., 2009) até a
regido sul do pais (Lagos et al., 1999; Yunes et al., 2003), assumindo, portanto,

importancia do ponto de vista de saude publica.



1.2 Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindropermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju
€ uma espécie de cianobactéria plancténica filamentosa e fixadora de nitrogénio, de
agua doce, pertencente a ordem Nostocales (Antunes et al., 2015). Esta espécie foi
descrita originalmente para a regido tropical, mas atualmente vem formando
floracbes também em ambientes temperados. Isto demonstra sua capacidade de
adaptacdo e vantagem competitiva o que possibilitou uma rapida expansdo em

diferentes regides do globo terrestre (Sant’/Anna e Azevedo, 2000).

O sucesso dessa espécie deve-se a grande plasticidade fenotipica que permite
tolerdncia a baixa luminosidade, habilidade de usar fontes internas de fosforo,
capacidade de fixar nitrogénio, resisténcia a herbivoria, alta capacidade de
dispersédo, sobrevivéncia em ambientes salinos e habilidade para tolerar variagbes
climaticas (Marinho e Huszar, 2002; Bouvy et al., 2003; Briand et al., 2004; Handee
et al., 2008; Bonilla et al., 2012).

C. raciborskii possui grande potencial para producdo de toxinas, possuindo
cepas diversificadas em diferentes regides geograficas (Rzymski e Poniedziatek et
al., 2014), como também na mesma regido (Chonudomkul et al., 2004). Uma
populacdo pode ser constituida por cepas toxicas e nao téxicas dentro do mesmo
habitat, enquanto cepas téxicas podem variar nos niveis de toxina sintetizada
(Burford et al., 2016).

Floracdes de C. raciborskii tém sido cada vez mais frequentes em reservatorios
brasileiros 0 que torna esta espécie um dos mais importantes componentes das
comunidades fitoplancténicas (Branco e Senna, 1996; Branco e Cavalcanti, 1999;
Bouvy et al., 1999; Bouvy et al., 2000; Huszar et al., 2000). Cepas produtoras de
cilindrospermopsina (CYN) foram isoladas na Australia e Nova Zelandia (Hawkins et
al., 1997; Wood e Stirling, 2003) e Asia (Lei et al., 2014). Contudo, cepas toxicas
isoladas de fontes brasileiras produzem neurotoxinas: saxitoxina (STX),
neosaxitoxina (neoSTX), goniautoxinas (GTX1-4), outros analogos de STX, além de
outras toxinas nao identificadas (Lagos et al.,1999; Molica et al., 2005; Pomati et al.,
2003; Ferrao-Filho et al., 2007; Piccini et al., 2011).



A ocorréncia de C. raciborskii, produtora de saxitoxinas, em lagos e
reservatorios brasileiros representa um risco para toda a comunidade de
zooplancton através da ingestédo de células de cianobactérias ou absorcédo direta de
toxinas dissolvidas na agua (Costa, 2005). Em adicional, ja foi observado que
saxitoxinas produzidas por uma cepa isolada em reservatério brasileiro, tem dificil
degradacdo e podem permanecer ativas até trinta dias a uma temperatura de 25°C e
apos cinquenta dias a uma temperatura de 19°C (Castro et al., 2004), dificultando o

tratamento da agua para abastecimento publico.

1.3 Daphnia: ecofisiologia e efeitos de cianobactérias

hY

O género Daphnia pertence a ordem Cladocera (Crustacea), representando
microcrustaceos que fazem parte do macrozooplancton de agua doce. Apresentam-
se geralmente sob a forma de filtradores, se alimentando de algas, bactérias e

outras particulas em suspenséao (Rupert et al., 1996).

7

A reproducdo de Daphnia geralmente é assexuada, ocorrendo por
partenogénese e originando uma populacdo constituida apenas por fémeas. Em
condicdes ambientais desfavoraveis como superpopulacdo, falta de alimento ou
mudancas de temperatura, pode ocorrer a producdo de machos e reproducao
sexuada, originando efipios. Essa estrutura abriga ovos de resisténcia que sdo
resistentes a dessecacdo, capazes de resisitir durante muito tempo no sedimento,

eclodindo meses ou anos depois (Storer et al., 2002).

Os clad6ceros possuem desenvolvimento direto e seu desenvolvimento pés-
embrionario é dividido em instares. A primeira fase inclui o desenvolvimento e
amadurecimento sexual do organismo, quando ocorre sua primeira reproducdo. Na
segunda fase, o individuo adulto continua a sofrer ecdise, atingindo outro instar.
Cada instar é considerado como uma unidade fisiolégica do ciclo de vida desses

animais (Jaconetti, 2005).

Em ecossistemas eutréficos, estudos mostraram que a dominancia de
cianobactérias pode alterar a composi¢do da comunidade zooplanctbnica, que passa
de uma comunidade dominada por filtradores generalistas de grande porte como

Daphnia, para uma comunidade com dominancia por organismos seletores de
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pequeno porte como copépodos, rotiferos e representates do protozooplancton,
como ciliados (Leonard e Pearl, 2005; Hansson et al.,, 2007). Microcrustaceos
ocupam um papel importante nos ecossistemas aquaticos, tanto como predadores
de algas e bactérias como fonte de alimentacdo para peixes, aves e outros
organismos (Fonseca, 1991; Dodson e Frey, 2001). Devido a essa posi¢ao troéfica,
esses organismos possuem um potencial de bioacumulacdo de cianotoxinas ao
longo da cadeia alimentar aquatica, podendo proporcionar uma via indireta para a
exposicdo humana através do consumo peixes e macroinvertebrados (Negri e
Jones, 1995).

As cianobactérias e suas toxinas podem exercer efeitos em todos os niveis
taxondémicos, sendo que uma atencdo especial tem sido dedicada aos efeitos sobre
invertebrados aquaticos, principalmente o zooplancton (Wiegand e Pflugmacher,
2005). Alguns efeitos sobre esses organismos sao: redugdo da sobrevivéncia, da
capacidade de filtracdo do alimento, dos movimentos natatérios e da fecundidade, o
que pode levar a uma reducdo do fitness destas populagbes (Ferrdo-Filho et al.,
2008; Costa et al., 2013; Rangel et al., 2016; Ferrdo-Filho et al., 2017).

E de conhecimento que as cianobactérias afetam negativamente
consumidores por apresentarem deficiéncia em nutrientes essenciais, tais como
esterdis, acidos graxos poli-insaturados e outros compostos ainda nao identificados
(DeMott e Miller-Navarra, 1997; Von Elert, 2003), além de causarem obstrucdo do
aparelho filtrador e interferéncia mecanica por filamentos e colénias com o processo
de filtracdo (Gliwicz e Siedlar, 1980) e pela producédo de toxinas (Sarnelle et al.,
2010).

Além dos efeitos no ciclo de vida desses organismos, efeitos ecolégicos como
alteracdes comportamentais na distribuicdo vertical e horizontal na coluna d’agua
(Laurén-Matta et al., 1997) na composicdo da comunidade (Leonard e Pearl, 2005;
Hansson et al., 2007) e na atividade natatoria de Daphnia (Ferrédo-Filho et al., 2014)

na presenca de cianobactérias ja foram descritos.

Apesar dos efeitos deletérios observados, existem evidéncias de que estes
efeitos sdo altamente variaveis entre 0s géneros e espécies, e até mesmo entre

clones da mesma espécie de zooplancton (Okumura et al., 2007). Portanto, deve-se



levar em consideracdo a resisténcia de uma espécie, podendo uma resistir aos

efeitos toxicos de cianobactérias mais do que outra (Nandini et al., 2000).

Algumas caracteristicas de Daphnia, como a reproducdo partenogenética, a
facilidade para o cultivo, corpo transparente (auxilia a observacdo do animal), curto
tempo de desenvolvimento e sua alta taxa intrinseca de aumento populacional
contribuem para estudos em laboratorios (Lynch, 1989). A maior parte do
conhecimento ecoldégico desses organismos vem de regifes de clima temperado
(Gilloly e Dodson, 2000). Espécies como Daphnia magna, Daphnia similis e
Ceriodaphnia dubia ja s&o internacionalmente padronizadas para bioensaios. Por
essa razdo, € importante a padronizacdo de um maior nimero de espécies nativas
no Brasil, pois elas sdo mais representativas de ecossistemas tropicais,
demonstrando respostas mais proximas da realidade desses ambientes (Ferrdo-
Filho, 2009).

A compreenséo dos efeitos de cianobactérias em organismos zooplancténicos
como claddceros do género Daphnia (Crustacea, Cladocera), que séo filtradores
generalistas e 0s primeiros a entrar em contato com cianobactérias, fornece uma
importante ferramenta para se detectar a presenca de floracdes toxicas em

reservatorios de abastecimento publico (Herrera et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos toxicos e nutricionais de uma cepa de cianobactéria da
espécie Cylindrospermopsis raciborskii (CYLCAM-1), isolada em um reservatorio
tropical brasileiro (Reservatorio do Camorim — RJ) e produtora de saxitoxinas, no
ciclo de vida e no comportamento alimentar de espécies de Daphnia isoladas de
ambientes aquaticos brasileiros (D. laevis e D. gesneri) e ambiente temperado (D.

similis), buscando investigar a tolerancia desses clones a cepa CYLCAM-1.

2.2 Objetivos Especificos

1- Avaliar os efeitos agudos de C. raciborskii (CYLCAM-1) na mobilidade,
sobrevivéncia e taxa de crescimento somatico sobre D. similis e clones de D.

laevis;

2- Avaliar os efeitos cronicos utilizando biomassa fixa de alimento nutritivo
(cloroficeas) e varidvel de cianobactéria (CYLCAM-1), em parametros
populacionais como sobrevivéncia, idade da primeira reproducdo, total de
neonatos, fecundidade média e taxa intrinseca de aumento populacional (r)

sobre D. similis, D. gessneri e clones de D. laevis;

3- Avaliar os efeitos crénicos utilizando proporcdes variaveis de cloroficeas e de
CYLCAM-1 em parametros populacionais como sobrevivéncia, idade da
primeira reproducéo, total de neonatos, fecundidade média e taxa intrinseca

de aumento populacional (r) sobre D. gessneri e clones de D. laevis;

4- Avaliar a taxa de filtracdo (TF) de D. similis, D. gessneri e clones de D. laevis

guando expostos a CYLCAM-1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivos de cianobactérias, cloroficeas e Daphnia

Todas as culturas foram mantidas no Laboratério de Avaliacdo e Promocédo da
Saude Ambiental (LAPSA/FIOCRUZ) e no Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia
de Cianobactérias (LETC/UFRJ).

A cepa da espécie C. raciborskii (CYLCAM-1) foi isolada no Laboratério de
Ecologia e Fisiologia do Fitoplancton (LabAlgas), Departamento de Biologia Vegetal
(IBRAG/UERJ) de amostras coletadas no reservatorio do Camorim, localizado na
vertente sudeste do macico da Pedra Branca, a 436 metros de altitude, integrando o
Parque Estadual da Pedra Branca (PEPB) (INEPAC, 2006). A cepa CYLCAM-1 foi
cultivada em meio WC (Guillard, 1975), com pH ajustado para 8,0 e as cloroficeas
Selenastrum capricornutum Printz e Ankistrodesmus falcatus (Braun) utilizadas para
alimentar os cladoceros, foram cultivadas em meio oligo (AFNOR, 1980) com pH
ajustado para 7,0 e aeracdo constante. Ambas as culturas foram mantidas a
temperatura de 231 °C, com intensidade luminosa de 20-40 uymol m™s” e

fotoperiodo claro/escuro de 12/12 h.

Os clones de Daphnia utilizados como organismos-teste foram isolados de
diferentes corpos hidricos brasileiros e um de ambiente temperado (Tabela 1). D.
similis € considerada uma espécie padrdo para testes ecotoxicolégicos no Brasil,
tendo protocolo padronizado pela NBR ABNT 12713/2004.

Tabela 1 — Espécies de Daphnia utilizadas nesse estudo.

Espécie Tamanho adulto (mm) Origem

D. similis? 2,2+0,03 Regido temperada

D. laevis 1,8+0,03 Lagoa do Ibirité-MG

D. laevis 1,8 +£0,04 Lagoa Jacaré-MG

D. gessneri 1,92 +£0,03 Reservatorio do Apertado-BA

1 Cedida pelo Labtox, Biorio, Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ.
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As culturas de claddceros foram mantidas em béqueres de 1000 mL com meio
artificial (Tollrian, 1993) pH ajustado para 7,5, combinado com 30% de agua filtrada
(tamanho do poro do filtro 1-2 um) de tanques de decantacdo da estacdo de
tratamento da CEDAE, dentro do PEPB, a 23,5 + 1 ° C, sob baixa intensidade
luminosa. Foi fornecida uma dieta com total de 0,4 mg C L ~ ! de cloroficeas (S.
capricornutum + A. falcatus) e em adicional, um extrato de acido humico (Microbe

Lift Amazon Black & Soft Water) a um volume de 0,5 ml/L para os animais.

3.2 Ensaio ecotoxicoldgico agudo

Um ensaio com o objetivo de mensurar os efeitos agudos sobre a mobilidade,
sobrevivéncia e crescimento somatico de Daphnia foi realizado no
LAPSA/FIOCRUZ. Foram separados neonatos nascidos até 24 horas de D. laevis
(Rio Doce), D. laevis (Lagoa do Ibirit¢) e D. similis e expostos a diferentes
tratamentos contendo cloroficeas (S. capricornutum + A. falcatus) e CYLCAM-1 com
suspensao algal de 30 mL. Foram utilizados trés tubos replicados para cada
tratamento, cada um contendo dez recém-nascidos. As exposicdes consistiram em
concentracbes variaveis da cianobactéria (0,8, 1,6, 3,2 e 6,5 mg C L), sendo a
biomassa de cloroficeas fixada em 0,4 mg C L', com o objetivo de minimizar
limitacdo nutricional. Também foi utilizado um grupo controle, que recebeu apenas
as cloroficeas na concentracéo de 0,4 mg C L™1. O experimento durou 96 horas, a
cada 24 horas o numero de individuos vivos e moveis foram registrados e o meio de
cultura renovado. Ao final do teste organismos sobreviventes de cada tratamento
foram mensurados em lupa Olympus (SZ61) com aumento de 2X, para o célculo da

taxa de crescimento somatico, obtido através da férmula:

(Ln C¢) — (Ln Cj)/At

Onde Ci é o comprimento inicial, Cf € o comprimento final e t € o tempo do

experimento em dias.
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3.3 Ensaios ecotoxicoldgicos crénicos

Dois ensaios foram realizados com o objetivo de mensurar os efeitos da dieta
de CYLCAM-1 na reproducéo de Daphnia. Os ensaios ocorreram de duas maneiras:
1) Neonatos nascidos até 24 horas de D. laevis (Rio Doce), D. laevis (lbirité), D.
gessneri e D. similis, foram expostos em tubos de ensaio contendo 30 mL de meio
de cultura com concentragées variaveis de CYLCAM-1 (0,5,1,0e 1,5mg C L?) e um
controle que recebeu apenas cloroficeas. Assim como no ensaio agudo, 0sS
cladéceros receberam 0,4 mg C L~ de cloroficeas como alimento nutritivo em todos

os tratamentos.

2) Neonatos nascidos até 24 horas de D. laevis (Rio Doce), D. laevis (lbirité) e D.
gessneri foram expostos em tubos de ensaio contendo 30 mL de meio de cultura
com concentragfes variaveis de CYLCAM-1 e cloroficeas, calculadas a partir de
uma concentracao total de 1,0 mg C L da seguinte maneira: 25% (0,25 mg C L)
de CYLCAM-1 + 75% (0,75 mg C L) de cloroficeas; 50% (0,5 mg C L?) de
CYLCAM-1 + 50% (0,5 mg C L'1) de cloroficeas e 90% (0,9 mg C L) de CYLCAM-1
+ 10% (0,1 mg C L?) de cloroficeas. O grupo controle recebeu apenas cloroficeas
(10% S. capricornutum + 90% A. falcatus). Nos dois ensaios, quinze tubos
constituiram o numero de réplicas para cada tratamento, com cada tubo contendo

um neonato. Os meios de cultura foram renovados diariamente.

O ciclo de vida desses individuos foi acompanhado desde o estagio juvenil até a
maturidade até pelo menos a terceira ninhada em cada espécie (15 dias),
observando-se a idade da primeira reproducéo (primipara) e o nimero de neonatos
produzidos por fémea em cada réplica. A sobrevivéncia (Ix) e a fecundidade média
(my) foram utilizadas para o célculo da taxa intrinseca de aumento populacional (r),
através da utilizacdo do programa Rm 2.0, que estima o valor médio de r por técnica
de “Bootstrap” (Taberner et al., 1993). Ao final do teste os organismos de cada
tratamento foram medidos da mesma maneira que descrito para o ensaio agudo,

para a estimativa da taxa de crescimento somatico.
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3.4 Experimento de herbivoria

O experimento de herbivoria consistiu na exposicdo de adultos de D. laevis
(Rio Doce), D. laevis (Ibirité), D. similis e D. gessneri a 10 mL de propor¢des
variadas de cloroficea e CYLCAM-1 a uma concentracéo total de 1,0 mg C L (25%
CYLCAM-1 e 75% S. capricornutum, 50% CYLCAM-1 e 50% S. capricornutum, 90%
CYLCAM-1 e 10% S. capricornutum) e um tratamento com apenas cloroficea (100%
S. capricornutum). O ensaio adotou quatro tubos por tratamento, cada um contendo
2 individuos e também um controle sem animais para cada tratamento
paralelamente. As proporgdes foram calculadas a partir de uma biomassa total de
1,0 mg C L e os animais utilizados ndo foram alimentados na véspera do ensaio.

Os organismos foram incubados no escuro durante 3 horas e posteriormente
as taxas de filtracdo (TF, em mL ind* h't) foram estimadas pelo fluorimetro PHYTO-
PAM, através da diferenca de fluorescéncia detectada nas concentracdes de
cianobactéria (sinal azul) e cloroficea (sinal verde) em tratamentos com e sem

animais (controle). As taxas de filtracao foram calculadas usando a equacéo:

CR = {ln (Chlacontrole) - |n (Chlatratamento)/At X V/N},

Onde, Chlacontoe € a concentracdo final no controle (sem animais),
Chlayatamento € @ concentragao final nos tratamentos (com animais), At € o tempo de
incubacao (h), V € o volume de meio de cultura (mL) e N é o nimero de animais
(Peters, 1984).

Foi realizada a analise da taxa de filtracdo do consumo da biomassa total

(sinais de cianobactéria + cloroficea) e da biomassa de ambas separadamente.

3.5 Contagem de células e determinacéo da biomassa

As células das cloroficeas S. capricornutum e A. falcatus e os filamentos da
cepa da cianobactéria CYLCAM-1 (C. raciborskii) foram contados em camara Fuchs-
Rosenthal para a determinacéo da densidade celular (tricoma mL). As dimensdes

(comprimento e largura) das células das cloroficeas e dos filamentos da cepa
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CYLCAM-1 foram mensuradas em microscopio com auxilio do programa CellB. Foi
realizado o calculo do biovolume celular (Hillebrand et al., 2002; Sun e Liu, 2003) a
partir do qual foi estimada a biomassa em carbono (mg C L) das suspensées de

cloroficeas e cianobactérias (Rocha e Duncan, 1985).

3.6 Determinacéao e analise de STXs

A analise de saxitoxinas foi feita por ensaio de ELISA (Enzyme Linked
Imunoabsorbent Assay) com o uso de kit de saxitoxinas da Beacon (Beacon

Analytical Systems, Inc.).

3.7 Analise estatistica

Para os calculos de CLso (Concentragdo Letal a 50% dos individuos) e CEso
(Concentracdo efetiva onde 50% da populacdo exibe uma resposta) dos ensaios

agudo e croénicos foi utilizada a plataforma online MOSAIC (Charles et al., 2018).

Os parametros populacionais do ensaio cronico (idade da primeira reproducao,
fecundidade e o numero de neonatos produzidos por fémea) e os dados do
experimento de herbivoria foram analisados por ANOVA unidirecional e as
diferencas entre tratamentos foram analisadas por Teste de Tukey (p <0,05),
utiizando o programa GraphPad Prism 5.0. A taxa intrinseca de aumento
populacional (r) foi analisada pelo teste t de Student (p<0,05), utilizando o programa
Primer 1.0.
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4. RESULTADOS

No ensaio ecotoxicolégixo agudo as concentracfes de saxitoxina variaram de
0,6 a 5,1 ng LY. No entanto, ndo houve efeitos significativos na sobrevivéncia e
mobilidade da maioria dos cladoceros. Somente para D. simils houve mortalidade
maior que 50% na concentracdo de 6,5 mg C L e foi possivel calcular uma CLso de
6,8 (5,9-8,6) mg C L (Fig. 3). No entanto, foram observados efeitos significativos na
taxa de crescimento soméatico para todas as espécies. D. similis sendo afetada
desde as concentra¢des mais baixas de CYLCAM-1 (p<0,0001), D. laevis (Rio Doce)
e e D. laevis (lbirité) nas maiores concentracbes p = 0,0006 e p = 0,0002,

respectivamente (Fig. 4).
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia em fungdo da concentracdo de carbono (ug L?) para D.
similis em ensaio agudo. O valor de CLs e a curva foram gerados pela plataforma MOSAIC
(http://pbil.univ-lyonl.fr/software/mosaic/).
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No ensaio crénico com proporcéo fixa de cloroficeas (0,4 mg C L™’) e variadas
de cianobactéria (0,5, 1,0 e 1,5 mg C L), os resultados mostraram efeitos

significativos na taxa de crescimento somatico de todas as espécies (Fig. 5).
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Figura 5. Taxa de crescimento somético de D. similis, D. laevis (lbirité), D. laevis (Rio Doce)
e D. gessneri expostas a concentracédo fixa de cloroficeas (0,4 mg C L?) e variavel de
CYLCAM-1 em ensaio cronico. Letras diferentes indicam diferencas significativas (ANOVA,
Teste de Tukey p <0,05).

D. similis e D. gessneri apresentaram reducdo na sobrevivéncia (Ix) durante o
experimento. No geral, as duas espécies foram mais afetadas na concentracdo de
1,5 mg C L%, com reducéo do nimero de individuos ao longo do ensaio (Fig. 6). Na
concentracdo de 1,5 mg C L1, D. similis sofreu reducdo na taxa de sobrevivéncia de
cerca de 67% no 15° dia (Fig. 6A). No entanto, D. gessneri sofreu reducédo da
sobrevivéncia de cerca de 47% no 15° dia, nessa mesma concentracao (Fig. 6B). As
estimativas de CLso (concentracdo que causa mortalidade de 50% dos individuos) e
CEso (concentragdo que afeta a reprodugdo de 50% dos individuos) podem ser
observadas na Tabela 2. N&o foram observados efeitos de CYLCAM-1 na

sobrevivéncia dos clones de D. laevis.
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Figura 6. Sobrevivéncia (Ix) de A) D. similis; B) D. gessneri em funcdo do tempo (dias)
expostas a concentracdo fixa de cloroficeas (0,4 mg C L?) e variavel de CYLCAM-1 em
ensaio cronico.

Tabela 2. Valores da CLso e CEsp € intervalos de confiaga de 95% de D. similis, D. laevis
(Ibirité), D. laevis (Rio Doce) e D. gessneri expostas a concentracdo fixa de cloroficeas (0,4
mg C L?) e varidavel de CYLCAM-1 em ensaio cronico. Os simbolos (-) indicam que néo foi
possivel calcular as estimativas para a espécie.

Espécie

CLso(mg C LY

CEso(mg C LY)

D. similis

0,98 (0,59 - 1,50)

1,26 (1,10 - 1,43)

D. laevis (lbirité)

1,24 (1,02 - 1,52)

D. laevis (Rio Doce) -

0,98 (0,82 - 1,21)

D. gessneri

1,33 (0,75 - 1,92)

1,68 (1,47 - 1,92)
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A concentracdo STX variou de 1,5 a 4,5 ng L' de neste ensaio, sendo
observado certo grau de imobilidade em D. similis, D. laevis (Ibirité) e D. laevis (Rio
Doce) (Fig. 7). D. similis, apresentou 13,3% dos organismos imobilizados no 4° dia
na concentracdo de 1,5 mg C L%, sofrendo uma recuperagéo nos dias seguintes. No
entanto, no 10° dia foi observada a imobilidade de 46,2% dos organismos e
novamente no 13° dia de 63,6%. Na concentracdo de 1,0 mg C L, no 9° dia 21,4%
dos organismos ficaram imoveis e no 12° dia todos imobilizaram (100%). Também
ocorreu imobilidade dos movimentos natatérios na concentracéo de 0,5 mg L, mas
apenas no 14° dia para 21,4% dos individuos (Fig. 7A). O clone D. laevis (lbirité),
apresentou imobilidade no primeiro dia de ensaio, com 0S organismos se
recuperando apenas no 4° dia na concentracédo de 1,5 mg C L1. A maior imobilidade
foi observada na concentracdo de 1,0 mg C L* com 40% dos organismos imoveis,
seguida da concentragdo de 1,5 mg C L'! com 33,3% e da concentracédo de 0,5 mg
C Lt com 21,4% (Fig. 7B). Por ultimo, foi observado imobilidade de 14,3% dos
organismos no 1° dia na concentracdo de 0,5 e 1,0 mg C L' em D. laevis (Rio Doce)
(Fig. 7C).
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Figura 7. Mobilidade (em %) de A) D. similis; B) D. laevis (lbirité); C) D. laevis (Rio Doce) em
funcdo do tempo (dias) expostas a concentracéo fixa de cloroficeas (0,4 mg C L) e variavel
de CYLCAM-1 em ensaio cronico.
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Em relacdo a reproducédo, foram observados efeitos nos parametros de idade
da 12 reproducdo, fecundidade média, total de neonatos e taxa intrinseca de
crescimento populacional (r) de todas as espécies (Fig. 8). No parametro idade da
primeira reproducéo, que indica o primeiro dia que a fémea produz ovos, apenas as
espécies D. similis e D. laevis (Rio Doce) apresentaram atraso na reproducao (p =
0,002 e p = 0,009) e, somente na maior concentracdo de 1,5 mg C L (Fig. 8A). No
parametro fecundidade média, que analisa 0 niumero médio de neonatos produzidos
por fémeas ao longo do seu ciclo reprodutivo, D. similis apresentou reducao
significativa em todas as concentracdes (p<0.001). D. laevis (Rio Doce) também
sofreu efeito negativo (p<0,001) (Fig. 8B). O total de neonatos produzidos por D.
similis, D. laevis (Rio Doce) e D. gessneri apresentou uma redugédo significativa em
todas as concentragbes (p<0,001). O clone D. laevis (lbirité¢) ndo foi afetado nos
pardmetros de fecundidade média e no total de neonatos produzidos em nenhum
dos tratamentos (Fig. 8B e 8C). A taxa intrinseca de aumento populacional (r)
demonstrou uma reducdo para D. similis e D. laevis (Rio Doce) em todas as
concentragbes (p<0,001), com D. similis apresentando inclusive um efeito dose-
resposta, com reducdo do valor de r a medida que aumentou a concentracdo de
CYLCAM-1 nos tratamentos. D. laevis (Ibirité) e D. gessneri sofreram uma menor

variacao entre os tratamentos (p=0,001 e p=0,009) (Fig. 7D).
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Figura 8. Parametros populacionais de D. laevis (Rio Doce), D. laevis (lbirit€) D. gessneri e
D. similis. A) Idade da primeira reproducéo; B) Fecundidade média; C) Total de neonatos; D)
Taxa intrinseca de aumento populacional (r). Os tratamentos possuem uma concentragdo
fixa de cloroficeas (0,4 mg C L) e proporcéo variavel de cianobactéria. O controle refere-se
a uma concentragdo com apenas cloroficeas (S. capricornutum + A. falcatus). Letras
diferentes indicam diferengas significativas (ANOVA, Teste de Tukey, p <0,05).

No ensaio ecotoxicoldgico crénico com tratamentos de propor¢des variadas de
cloroficeas e cianobactéria, foram observados efeitos significativos na taxa de
crescimento somatico no tratamento de 90% de carbono na dieta (0,9 mg C L?) para
D. laevis (Rio Doce) e 50% e 90% (0,5 e 0,9 mg C L) para D. laevis (Ibirité)
(p>0,0001) (Fig. 9). Nao foi possivel calcular a taxa de crescimento para D. gessneri,

devido a morte de todos os organismos nos tratamentos com 0,5e 0,9 mg C L.
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Figura 9. Taxa de crescimento somatico de D. laevis (Rio Doce) e D. laevis (lbirité) expostas
a tratamentos com diferentes propor¢des de cloroficeas (100-10%) e cianobactéria (0-90%)
no ensaio crbnico. Letras diferentes indicam diferencas significativas (ANOVA, Teste de
Tukey p <0,05).

Assim como no ensaio cronico anterior, os clones de D. laevis nao
apresentaram reducdo na sobrevivéncia. No entanto, D. gessneri sofreu reducédo na
sobrevivéncia no decorrer dos 15 dias, com declinio do numero de individuos
dependente da concentracdo e mortalidade de todos os individuos na concentracao
de 0,9 mg C L no 11° dia e na concentracdo de 0,5 mg C L no 14° dia. Na
concentracdo de 0,25 mg C L, também ocorreu reducéo da sobrevivéncia, porém
menor, chegando a 64% de mortalidade no ultimo dia. (Fig. 10). A alta mortalidade
de D. gessneri permitiu que fossem calculadas a CLso de 0,25 (0,17 — 0,34) mg C L
e CEso de 0,56 (0,53 — 0,61) mg C L (Fig. 11). Os valores de CEso podem ser
observados na Tabela 3. Embora esse ensaio tenha apresentado concentracao de
STX variando de 5,0 a 15,2 ng L*, ndo foi observado efeito na mobilidade de
nenhum dos clones de Daphnia.

25



-
N

D. gessneri

-
o

o
[--]

. =—4=Controle

Sobrevivéncia (Ix)
[=]
o

o
=

25%

0,2 + ——50%

——90%
0,0 — RS

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo (dias)
Figura 10. Sobrevivéncia (Ix) de D. gessneri em funcdo do tempo (dias) expostas a

tratamentos com diferentes propor¢des de cloroficeas (100-10%) e cianobactéria (0-90%) no
ensaio cronico.

1.0
I

!
2.5

Clso=0,25[0,17 ; 0,34]

0.8
2.0
I

15

Survival rate

0.4
1.0

Nb of offspring per ind.day

0.2
|
0.5
1

| CEs0=0,56[0,53; 0,61]

T T T T T T I
0 250 500 900 0 250 500 900

0.0
1
0.0

1

Concentration in pg.L~ Concentration in pg.f1

Figura 11. Estimativas da ClLso e da CEsp para D. gessneri no ensaio crénico com
tratamentos variando propor¢des de cloroficeas (100-10%) e cianobactéria (0-90%). A)
Curva de sobrevivéncia em funcdo da concentracdo de carbono (ug L?); B) Curva de
namero de neonatos produzidos por fémea por dia em funcdo da concentracdo de carbono
(ug LY). Os valores entre colchetes indicam os intervalos de 95% de confianca. Os valores
de CLso/CEsp e as curvas foram gerados pela plataforma MOSAIC (http://pbil.univ-
lyon1.fr/software/mosaic/).
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Tabela 3. Estimativas da CLso e CEso de D. laevis (Ibirité), D. laevis (Rio Doce) e D. gessneri
expostas a tratamentos com diferentes proporcées de cloroficeas (100-10%) e cianobactéria
(0-90%) no ensaio crbénico. Os simbolos (-) indicam que ndo foi possivel calcular as

estimativas para a espécie.

Espécie

CL50 (mg C L)

CE50 (mg C L)

D. laevis (lbirité)

0,81 (0,23 - 0,95)

D. laevis (Rio Doce)

0,89 (0,76 - 0,97)

D. gessneri

0,25 (0,17 - 0,34)

0,56 (0,53 - 0,61)

De um modo geral, os parametros populacionais, assim como na taxa de
crescimento somatico, apresentaram efeitos negativos apenas no tratamento de
90% CYLCAM-1 para todas as espécies, com D. gessneri apresentando maior
variacdo entre os tratamentos, principalmente no parametro total de neonatos e na
taxa intrinseca de aumento populacional (r) (Fig. 12). No parametro idade da 12
reproducédo, todas as espécies sofreram atraso na reproducdo em 0,9 mg C L D.
laevis (Rio Doce; p=0,004; D. laevis (Ibirité) p<0,001 e D. gessneri p=0,001 (Fig.
12A). A fecundidade média apresentou reducdo do numero de ninhadas por fémea:
D. laevis (Rio Doce) p<0,001; D. laevis (Ibirité) p=0,004 e D. gessneri p<0,001 (Fig.
12B). O total de neonatos do mesmo modo foi reduzido significativamente somente
em 0,9 mg C L*! de cianobactéria para D. laevis (Rio Doce; p<0,001) e D. laevis
(Ibirité) p=0,006, sendo que para D. gessneri p<0,001 houve uma reducdo mais
drastica no total de neonatos, sendo significativa também em 0,25 e 0,5 mg C L
(Fig. 12C). A taxa intrinseca de aumento populacional (r) foi negativa para D.
gessneri em 90% de cianobactéria (p<0,05), devido ao numero reduzido de
neonatos produzidos por fémea (somente uma fémea reproduziu em 0,9 mg C L),
Os clones D. laevis (Rio Doce) e D. laevis (Ibirité) sofreram reducdes significativas
apenas em 0,9 mg C L* (Fig. 12D).
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Figura 12. Parametros populacionais de D. laevis (Rio Doce), D. laevis (lbirité) e D. gessneri.
A) Idade da primeira reproducdo; B) Fecundidade média; C) Total de neonatos; D) Taxa
intrinseca de aumento populacional (r). Os tratamentos possuem proporc¢des variaveis de
cloroficeas (100-10%) e de cianobactéria (0-90%) a uma concentracgéo total de 1,0 mg C L.
O controle refere-se a uma concentragdo com apenas cloroficeas (S. capricornutum + A.
falcatus). Letras diferentes indicam diferengas significativas (ANOVA, Teste de Tukey, p
<0,05).

No ensaio de herbivoria com clones de D. laevis, CYLCAM-1 apresentou
concentracdo de STX variando de 7,2 a 25,9 ng L (Tabela 2). Ocorreu reducéo
significativa na taxa de filtracdo total (TF) e de cloroficeas no tratamento de 0,9 mg C
Lt apenas para D. laevis (Ibirité) (p<0,001) (Fig. 13). No entanto, quando foi
analisado separadamente a taxa de filtracdo somente de cloroficea (S.
capricornutum), ocorreu uma reducédo significativa com TF negativa para D. laevis
(Rio Doce) no tratamento de 0,9 mg C L (p=0,002) (Fig. 13). N&o foi detectado
sinal inicial e final na faixa azul (cianobactéria) no tratamento de 25%, por isso néo

foi possivel quantificar a taxa de filtracdo de cianobactéria nesta concentracao.
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Figura 13. A. Taxa de filtrag&o total; B. Taxa de filtragdo de S. capricornutum e C. Taxa de
filtracdo de CYLCAM-1 de D. laevis (Rio Doce) e D. laevis (lbirité) expostas a tratamentos
com proporcdes variaveis de cloroficea (100-10%) e cianobactéria (0-90%) a uma
concentracdo total de 1,0 mg C L. Letras diferentes indicam diferencas significativas
(ANOVA, Teste de Tukey p <0,05).

No ensaio de herbivoria com D. similis e D. gessneri a concentragdo de STX
variou de 3,3 a 11,9 ng L1. Nao ocorreu efeito significativo na taxa de filtragéo total
para nenhuma das espécies (Fig. 14A). No entanto, houve aumento da taxa de

filtracdo de D. gessneri quando analisada apenas S. capricornutum (p=0,0003) no
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tratamento de 90% (Fig. 14B) e reducédo da taxa de filtragdo quando analisada
apenas CYLCAM-1 (p<0,001) no tratamento de 50% (Fig. 14C). Apesar de ocorrer
uma tendéncia a um aumento na taxa de filtracdo de S. capricornutum e reducéo da
taxa de filtragdo de CYLCAM-1 em D. similis, ndo houve efeito significativo em
nenhum dos tratamentos. Da mesma forma que no ensaio de herbivoria anterior,
nao houve sinal inicial e final da faixa azul na concentragéo de 25% e, portanto, nao

foi possivel estimar a taxa de filtracdo de cianobactéria nesta concentracéo para as

espécies.
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Figura 14. A. Taxa de filtrag&o total, B. Taxa de filtracdo de S. capricornutum e C. Taxa de
filtracdo de CYLCAM-1 de D. similis e D. gessneri expostas a tratamentos com propor¢des
variaveis de cloroficeas (100-10%) e cianobactéria (0-90%) a uma concentracao total de 1,0
mg C L. Letras diferentes indicam diferencas significativas (ANOVA, Teste de Tukey p

<0,05).

Tabela 4. Concentracdes de saxitoxina (STX) nos ensaios agudo, crénico com concentracdo
de cloroficeas fixa (1), crénico com concentracdo de cloroficeas e cianobactéria variaveis
(2), ensaio de herbivoria com clones de D. laevis (1) e ensaio de herbivoria com D. similis e

D. gessneri (2).

Experimento Data Concentracao STX (ng/L)
(mg C L)

Agudo 24/10/2016 0,13 0,6
0,25 1,3
0,50 2,6
1,00 51

Crbnico 1 16/05/2017 0,50 1,5
1,00 3,0
1,50 4,5

Cronico 2 12/03/2018 0,25 5,0
0,50 9,9
0,90 15,2

Herbivoria 1 16/02/2018 0,25 7,2
0,50 14,4
0,90 25,9

Herbivoria 2 03/05/2018 0,25 3,3
0,50 6,6
0,90 11,9
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5. DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios ecotoxicologicos mostraram que existem diversas
respostas e diferentes niveis de sensibilidade de Daphnia a cepa de C. raciborskii
(CYLCAM-1). Os efeitos agudos e cronicos observados na sobrevivéncia,
mobilidade, reproducédo e taxa de filtracdo desses organismos, podem ter ocorrido
tanto devido a presenca de toxinas (Ferrdo-Filho et al., 2009), quanto as
caracteristicas morfologicas e baixo valor nutritivo de cianobactérias (Soares et al.,

2009) e também devido as diferentes estratégias dos cladoceros.

No ensaio agudo com proporcao fixa de cloroficeas e variavel de cianobactéria
foi observado efeito na taxa de crescimento somatico e reducdo da sobreviéncia de
D. similis. Utilizando cepa CYLCAM-2 em ensaio agudo D. similis e um clone de D.
laevis (lbirité) a tratamentos com proporcdes fixas e variaveis de cianobactéria e de
cloroficeas ocorreu reducdo da sobrevivéncia e na taxa de crescimento somatico
dessas duas espécies, porém sem efeito na mobilidade desses organismos (Dias,
2014). Em ensaio agudo utilizando tratamentos com cepa de Microcistys (MIRF-1) e
C. raciborskii (CYRF-1) isoladamente, D. laevis (Ibirité) mostrou baixa mortalidade e
nao apresentou paralisia dos movimentos de natacdo, enquanto que D. similis e
Moina micrura mostraram-se mais afetadas nesses tratamentos (Ferréo-Filho et al.,
2017).

No ensaio ecotoxicolégico crénico com proporcéo fixa de cloroficeas, portanto
sem restricdo alimentar, ficou evidenciada a toxicidade da cepa CYLCAM-1 e seus
efeitos deletérios no ciclo de vida de Daphnia isolada de ambientes aquaticos
brasileiros e de ambiente temperado, porém com diferencas de sensibilidade entre
as espécies. Esses resultados podem ser corroborados por estudos utilizando outras
cepas de C. raciborskii (Ferrao-Filho et al., 2008; Ferrdo-Filho et al., 2010; Costa et
al., 2013).

D. similis teve sua sobrevivéncia, mobilidade e reproducdo afetados
negativamente, sendo uma das espécies mais sensiveis. Efeitos sinérgicos da
mistura de MIRF-1 (Microcystis aeruginosa) e CYRF-1 (Cylindrospermopsis
raciborskii), produtoras de microcistinas e saxitoxinas, respectivamente, ja foram
relatados para essa espécie (Ferrdo-Filho et al., 2017), sendo que a cepa CYRF-1

causou mais efeitos negativos na sua sobrevivéncia, reproducdo, atividade
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antioxidante e taxa de filtragcdo do que a cepa MIRF-1. Outros estudos utilizando
cladéceros exdticos e de grande porte também apresentaram resultados similares.
Efeitos adversos de uma cepa de Aphanizomenon issatschenkoi produtora de STXs,
foram observados na sobrevivéncia e no desenvolvimento de D. magna e também

gue essa espécie pode acumular STXs (Nogueira et al., 2004).

Apesar de n&o sofrer redugéo da sobrevivéncia nem na mobilidade nos dois
ensaios cronicos, os clones de D. laevis sofreram reduc¢des significativas na taxa de
crescimento somatico, nos parametros reprodutivos e na taxa de aumento
populacional (r). Provavelmente, o custo energético investido na sobrevivéncia, pode
ter diminuido a aptiddo desses animais, causando reducdo da fecundidade e do
crescimento. Existe um limite na tolerancia a cianobactérias por Dahpnia, sendo que
concentracfes acima desse limite causam efeitos diretamente na sobrevivéncia e
abaixo deste limite afetam a fecundidade e taxa de crescimento (Sarnelle et al.,
2010).

Os efeitos cronicos nos parametros reprodutivos e no crescimento somatico de
D. laevis (Rio Doce), foram mais acentuados no ensaio com concentragao fixa de
cloroficeas, onde todos os tratamentos possuiam 0,4 mg C L de S. capricornutum e
A. falcatus, que é a mesma concentracdo utilizada na manutencédo dos organismos
em laboratério. Portanto, apenas o baixo valor nutricional das cianobactérias néao
explica a reducdo na fecundidade e no crescimento somatico, visto que esses
organismos receberam quantidade suficiente de alimento com boa qualidade
nutricional, evidenciando provavelmente um efeito toxico devido a presenca de STX.
Neste ensaio, D. laevis (Rio Doce) foi mais sensivel em todos os parametros
populacionais em relacdo a D. laevis (Ibirité). Por outro lado, no ensaio com
propor¢cdes variadas de cloroficeas e cianobactéria os dois clones néo
demonstraram muita variagdo nesses parametros. Esses resultados podem indicar
qgue D. laevis (Rio Doce) seja mais afetada pelo efeito téxico da cepa CYLCAM-1,
enquanto que D. laevis (lbirité) seja mais afetada pela deficiéncia de alimento
nutritivo, pois sofreu maiores efeitos sobre sua reprodugédo quando exposta a
tratamentos com propor¢cdo reduzida de cloroficeas. D. laevis pode coexistir por
longos periodos com extensivas floragées de Microcystis sp., mas suas reservas de

lipideos totais diminuem (Pinto-Coelho et al., 2003). Algas e cianobactérias com
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formas filamentosas, além de aumentarem o gasto energético dos cladoceros pela
movimentagdo excessiva para a rejeicdo de particulas do pds-abdémen, podem
também obstruir a camara de filtracdo desses animais (Porter e Orcutt, 1980).
Assim, os efeitos negativos observados nos cladoceros poderiam ser também
explicados por um efeito mecénico produzido pelos filamentos da cianobactéria,

obstruindo sua camara filtradora.

Os resultados do ensaio cronico com proporcdes variaveis de cloroficeas e
cianobactéria para os clones de D. laevis corroboram resultados relatados em outro
estudo, onde um clone de D. laevis isolado da Lagoa da Pampulha-MG apresentou
reducdo da fecundidade quando exposto cronicamente a cepa CYRF-1 (produtora
de STXs) e a cepa NPCS-1 (ndo produtora de STXs), ambas de C. raciborskii.
Provavelmente, existe algum metabdlito ndo identificado na cepa ndo produtora que
pode exercer efeito em D. laevis. No entanto, os efeitos da cepa CYRF-1 foram mais
acentuados que os da cepa NPCS-1. O efeito de interferéncia mecanica dos

filamentos também néo pode ser descartado (Restani, 2011).

Entre as espécies nativas, D. gessneri foi a que apresentou respostas mais
contrastantes entre os dois ensaios cronicos realizados. Enquanto no ensaio crénico
com concentracdo fixa de cloroficeas (sem restricdo alimentar) a espécie foi mais
tolerante, apresentando poucos efeitos negativos, no ensaio cronico com proporc¢des
variaveis de cloroficeas e cianobactéria (com restricdo alimentar) sofreu maiores
efeitos deletérios na reproducdo, principalmente no total de neonatos e taxa de
aumento populacional (r). Em relacdo a sobrevivéncia, nos dois ensaios crénicos,
os resultados ndo mostraram resisténcia de D. gessneri como em estudos anteriores
onde essa espécie apresentou alta sobrevivéncia até o fim do experimento (Silva,
2012; Costa et al., 2013). Em ambos os ensaios do presente estudo, D. gessneri
apresentou reducdo da sobrevivéncia ao longo dos dias. Apesar desta espécie
apresentar numero consideravel de individuos que chegaram a idade de maturidade
reprodutiva, todos os organismos morreram nas concentracbes de 50% e 90%
CYLCAM-1 no ensaio crbnico com propor¢cbes varidveis de cloroficeas e

cianobactéria, apresentando taxa de aumento populacional (r) negativa.

Estes efeitos poderiam ser explicados pela qualidade nutricional do alimento

fornecido a Daphnia, uma vez que a fecundidade das fémeas esta relacionada a
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guantidade e a qualidade do alimento. Assim como D. laevis (lbirité), € possivel que
D. gessneri seja mais sensivel a falta de alimento nutritivo, dessa maneira,
provavelmente os efeitos observados no ensaio com proporcbes variaveis de
cloroficeas e cianobactéria seja devido a deficiéncia nutricional do tratamento com
maior proporcdo de CYLCAM-1. No primeiro ensaio, havia uma quantidade
suficiente de alimento nutritivo (cloroficea), o que forneceu taxas de crescimento
altas, mesmo nas maiores concentracfes de CYLCAM-1. J4 no segundo ensaio
cronico, na maior proporcdo de CYLCAM-1 houve taxas de crescimento menores.
Utilizando misturas de cianobactéria e cloroficea (S. obliquus), foram relatados
efeitos da cepa CYRF-1 em D. magna, como reducdes na sobrevivéncia,
crescimento corporal, taxa de crescimento populacional (r) e taxa de filtragdo. No
entanto, esses efeitos s6 foram notados nas proporcées mais altas de CYRF-1 (75%
e 100%) (Soares et al., 2009). De fato, cianobactérias sdo geralmente, deficientes
em alguns acidos graxos polinsaturados e esterois, que sdo considerados limitantes
ao crescimento do zooplancton (Muller-Navarra et al., 2000; Wacker e Vonelert,
2001). A cepa CYLCAM-1 demonstrou-se menos toxica do que cepas testadas
anteriormente, pois provocou efeitos negativos somente em concentragdes muito
maiores. Portanto, além da toxicidade, os efeitos negativos na sobrevivéncia e
fecundidade das espécies podem ser devido a um conjunto de fatores, tais como
suas caracteristicas bioquimicas e capacidade de interferir mecanicamente no
processo de filtracdo de particulas e menor digestibilidade (Repka et al., 1999;
Schwarzenberger et al., 2013).

Os resultados do presente estudo corroboram os de outro onde D. gessneri
apresentou atraso na idade da primeira reproducéo e na liberacdo de neonatos, com
gueda da sua taxa de aumento populacional (r) quando exposta a diluicdes com
maior concentracdo de cianobactéria preparadas a partir de agua reservatério
eutrofizado, com dominancia de C. raciborskii e Planktothrix agardhii (Silva, 2012).
No entanto, em outro trabalho D. gessneri apresentou taxa de aumento populacional
(r) constante ou até maior que no controle quando foi exposta a agua de reservatorio
eutrofizado com dominancia de Dolichospermum, Cylindrospermopsis e Microcystis
(Ferrao-Filho et al., 2009). Em tratamento com 100% CYRF-1, D. magna sobreviveu
por nove dias, enquanto que em tratamento sem alimento sobreviveram por apenas

sete dias, concluindo que a cepa CYRF-1 ndo apresentou toxicidade a D. magna,
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mas foi um alimento de baixa qualidade nutricional (Soares et al., 2009). Utilizando a
cepa T3, produtora de STXs, verificou-se que a mesma nao interferiu na
sobrevivéncia dos cladéceros D. pulex e M. micrura, embora tenham apresentado
prejuizos no crescimento e fecundidade, enquanto D. gessneri demonstrou
resisténcia a esta mesma cepa, ndo apresentando paralisia e nem tendo seu

desenvolvimento afetado (Costa, 2005).

E importante destacar que o clone de D. gessneri desse estudo possui origem
diferente do utilizado em estudos anteriores, 0 que poderia explicar as diferentes
tolerancias da mesma espécie de Daphnia a C. raciborskii. As diferencas entre
clones de Daphnia podem ser dependentes do gendtipo e da histéria de vida destes
organismos (Bednarska et al., 2014). O clone da espécie D. gessneri foi isolado do
Reservatorio do Apertado, localizado em Mucugé (BA), onde ndo ha relatos de
ocorréncia de floragdes de cianobactérias. O clone D. laevis (lbirité) foi isolado da
Lagoa do Ibirité (MG), onde o fitoplancton € dominado por Microcystis spp. (Garcia et
al., 2009). Ja o clone D. laevis (Rio Doce) foi isolado do Lago Jacaré (Parque
Estadual do Rio Doce, MG) onde ja foi relatada a ocorréncia de C. raciborskii
(Miranda et al., 2013). Portanto, talvez a maior tolerancia de D. laevis se explique

pela maior exposigéo prévia destes clones a cianobactérias.

Em todos os ensaios (agudo e cronicos) houve redugéo na taxa de crescimento
somatico de todas as espécies expostas a concentracées de CYLCAM-1 em relacéo
ao controle. Durante os ensaios foi observado que todas as espécies apresentavam
filamentos presos aos seus apéndices filtradores nos tratamentos com CYLCAM-1.
Provavelmente, devido a dificuldade em filtrar filamentos de C. raciborskii, esses
animais podem sofrer obstrucdo da camara filtradora prejudicando seu crescimento
corporal por terem que investir maior energia na expulsédo de filamentos através do
movimento do seu pdés-abdomen. Uma reducdo nos batimentos dos apéndices
toracicos e um aumento de rejeicdo de particulas pelo poés-abdome de D. carinata
gquando exposta a um filtrado de A. flos-aquae e STX purificada ja foi relatado
(Haney et al., 1995). Em estudo com cepas produtoras (C. raciborskii e
Aphanizomenon  ovalisporum) e  ndo-produtoras  (C. raciborskii)  de
cilindrospermopsina, foram encontrados efeitos na sobrevivéncia e no crescimento

somatico de D. magna, além de danos ao epitélio digestivo quando submetidos a
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cepa de C. raciborskii produtora de cilindrospermopsina (Nogueira et al., 2004,
Nogueira et al., 2006).

As STXs agem nas células nervosas, inibindo a transmissdao do impulso
nervoso, causando a imobilidade de claddceros (Ferrdo-Filho et al., 2007). O ensaio
crénico com concentracdo fixa de cloroficeas foi caracterizado pela paralisia dos
movimentos natatorios dos clones de D. laevis e D. similis expostas a cepa
CYLCAM-1, produtora de STXs. Os organismos se mantiveram imoveis no fundo
dos tubos de ensaio, sendo incapazes de se locomover na coluna d’agua. E
importante destacar que D. similis apresentou imobilidade ao final do ensaio
acompanhada de grande mortalidade, enquanto que os clones de D. laevis sofreram
imobilidade no inicio do ensaio, se recuperaram nos dias seguintes e nao
apresentaram mortalidade. O movimento dos apéndices toracicos ndo é alterado,
permitindo aos animais sobreviver por algum periodo inativos, gracas a manutencao
da taxa de filtracdo de particulas alimentares (Costa, 2005). A imobilidade de D.
similis e clones de D. laevis nos tratamentos com C. raciborskii estd de acordo com
estudos realizados com outros claddceros tropicais e exaticos. Estudos utilizando o
séston do reservatorio do Funil-RJ e duas cepas de C. raciborskii produtoras de
saxitoxina (T3 e CYRF-1), mostraram efeito de paralisia em D. pulex e M. micrura
(Ferréo-Filho et al., 2008). No presente trabalho, os clones de D. laevis
apresentaram imobilidade nas concentracdes mais altas, paralisando num curto
periodo de tempo e levando mais tempo para se recuperar. Em outro estudo, a cepa
CYRF-1, produtora de STXs (STX e neoSTX) do mesmo modo, causou a
imobilidade de D. laevis (Restani e Fonseca, 2014). A auséncia de imobilidade de D.
gessneri nos dois ensaios crénicos também foi observada quando exposta a outras
cepas de C. raciborskii (Silva, 2012; Costa et al., 2013; Ferrao-Filho et al., 2014).

O ensaio de herbivoria mostrou que D. laevis (Rio Doce) ndo tem sua taxa de
filtracdo alterada por CYLCAM-1, por outro lado D. laevis (Ibirité) diminui sua taxa de
filtracdo quando expostas a tratamentos com a cepa. Provavelmente, o segundo
clone reduziu sua taxa de filtragdo devido a presenca de toxinas, baixa qualidade
nutricional e/ou morfologia de C. raciborskii. Por outro lado, D. magna mesmo
apresentando inibicdo alimentar, continua com taxa de aumento populacional (r)
positiva, indicando que esses organismos conseguem se manter em ambientes

eutroficos dominado por cianobactérias (Soares et al., 2009). Portanto, € possivel
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gue apesar da reducédo da taxa de filtracdo D. laevis (lIbirité), se mantenha apta, visto
gue nos ensaios cronicos esse clone foi menos afetado nos parametros reprodutivos
e na taxa de aumento populacional (r). Enquanto algumas espécies de Daphnia
mostram taxa de filtragdo baixa durante 24 horas quando expostas a cianobactérias
toxicas, mostrando alta resisténcia, outras apresentam filtracdo crescente durante o
mesmo periodo, ou seja, a fome durante a exposicdo prolongada as cianobactérias
€ um fator que exerce influéncia na resisténcia (DeMott, 1989).

Em uma analise da dieta de D. laevis, encontraram que cianobactérias
estiveram praticamente ausentes em seu trato digestivo, sendo detectadas apenas
pequenas quantidades de colbnias de Microcystis aeruginosa nao digeridas em seus
intestinos (Eskinazi-Sant’Anna et al., 2002). Embora ndo tenham sido realizados
ensaios de seletividade nesse estudo, D. laevis em condi¢cdes de laboratério pode
ser seletiva na sua fonte alimentar, e no ambiente isso também pode ser possivel
guando as condi¢des forem similares (Restani, 2011). Por outro lado, D. laevis (Rio
Doce) parece ingerir os filamentos de C. raciborskii, ficando mais exposta aos efeitos
negativos, como dificuldade de manuseio e toxicidade da cianobactéria. Apesar dos
clones de D. laevis serem de médio porte (1,8 mm), ja foi observada a ingestdo de
filamentos grandes em outros estudos em cladéceros de tamanho semelhante. D.
pulex (0,6 a 1,1 mm) gquando exposta a cepas produtoras de STXs, foi
significativamente mais afetada na sua taxa de filtracdo ingerindo filamentos longos
de MVCC19 (863,5 + 483,3) e CYRF-01 (338,7 = 190,3) do que o copépodo
Notodiaptomus iheringi (Fabre et al., 2017). O presente ensaio apresentou
filamentos com comprimento médio de 426,7 + 208,4 um que poderiam prejudicar o
desenvolvimento dos animais. Copépodos parecem lidar melhor com a presenca de
cianobactérias filamentosas (Ger et al., 2011). Eles sdo capazes de cortar longos
filamentos (Bouvy et al., 2001) e podem evitar cepas tdxicas (Panosso et al., 2003).
Cladoceros por outro lado séo generalistas e cianobactérias filamentosas podem
obstruir seu aparelho filtrador. No entanto, estudos sugerem que a toxicidade parece
interferir mais que a morfologia na herbivoria do zooplancton. O copépodo
Eudiaptomus gracilis apresentou redugao de sua taxa de filtracdo quando exposto a
tratamentos com cepa toxica de C. raciborskii (CYRF-1), independentemente do
comprimento dos filamentos, enquanto que em tratamentos com cepa nao-toxica

(CS1) e de filamentos longos (158 um) a taxa de filtracdo nao sofreu grande
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variacdo (Rangel et al., 2016). Em experimentos com D. magna (2 mm) ndo foram
encontradas diferencas entre as taxas de filtracdo quando os animais foram
alimentados com filamentos curtos e longos (61 e 137 p) de C. raciborskii (CYRF-
01). Portanto, filamentos mais longos podem ndo necessariamente causar inibicao
alimentar mais forte do que os mais curtos e a toxicidade € um fator que deve ser
considerado (Panosso e Liurling, 2010).

Quando analisada apenas a taxa de filtracdo de cloroficea (S. capricornutum)
de D. laevis (Rio Doce), ocorreu uma diminuicdo da filtracdo que chegou a ser
negativa, o que poderia sugerir inibicdo da filtragdo de alimento nutritivo. Em outro
estudo, as espécies D. laevis, D. similis e M. micrura apresentaram inibicdo na taxa
de filtracdo de S. capricornutum em tratamento com CYRF-1, e M. micrura em
tratamento com mistura de CYRF-1 e MIRF-1 (Ferrédo-Filho et al., 2009). No entanto,
no presente estudo a reducao ocorreu apenas no tratamento com maior proporgao
de cianobactéria (90%) e baixa proporcao de cloroficea (10%), o que poderia levar
D. laevis (Rio Doce) a filtrar o alimento que estava em maior concentragao em
relacdo ao outro.

No ensaio de herbivoria, D. gessneri e D. similis demonstraram uma tendéncia
ao aumento da taxa de filtracdo de cloroficea nos tratamentos com cianobactéria,
com D. gessneri apresentando inclusive taxa de filtracdo negativa de CYLCAM-1 no
tratamento com 50% de cianobactéria. Essa reducdo poderia ser explicada devido a
seletividade de D. gessneri, que poderia estar evitando o alimento com baixo valor
nutricional (cianobactéria). Alguns estudos ja demonstraram seletividade positiva em
cladoceros. Apesar de cladoceros em geral serem considerados filtradores néo-
seletivos, experimentos com D. ambigua revelaram que estas podem evitar cepas
toxicas de M. aeruginosa (Tillmanns et al., 2011). Utilizando gravacéo de video, D.
pulicaria foi capaz de discernir entre cepa de Microcystis toxica e a cloroficea
Scenedesmus, diminuindo seu movimento mandibular na presenca desta
cianobactéria (Ghadouani et al., 2004). Taxas de filtracdo maiores da cloroficea S.
capricornutum foram observadas em tratamentos com mistura de MIRF-1 e CYRF-1
do que em todos os outros tratamentos para D. laevis e D. similis, sugerindo nao
haver inibicdo alimentar desses cladoceros e talvez filtragdo seletiva (Ferrdo-Filho et
al., 2017). Por outro lado, a taxa de filtracdo do copépodo Boeckella sp. em uma
dieta de C. raciborskii foi menor do que a de Ceriodaphnia sp. quando ambos os
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animais tinham escolha entre C. raciborskii e a cloroficea Chlamydomonas
reinhardtii, indicando preferéncia alimentar do copépodo (Hong et al., 2013).

O comportamento alimentar de D. similis provavelmente explica sua
sensibilidade nesse e em estudos anteriores. Esse ensaio apresentou filamentos
com comprimento médio de 328,2 + 186 um. Da mesma maneira que no ensaio de
herbivoria com clones de D. laevis, a presenca de filamentos longos poderia interferir
na alimentagao de D. similis e D. gessneri. Por possuir tamanho corporal grande (~2
mm), D. similis conseguiria ingerir cianobactérias com maior facilidade e como
consequéncia sofrer redugdo do seu “fitness” com efeitos negativos na sua
sobrevivéncia e fecundidade (Ferrédo-Filho et al., 2009). Curiosamente, essa espécie
foi uma das mais afetadas nos ensaios desse trabalho. Outra explicacdo seria que
ambientes eutrofizados geralmente apresentam dominancia de rotiferos e
copépodos, enquanto cladéceros quando presentes, sdo pequenos (Gomes et al.,
2009). Existe uma forte seletividade do zooplancton conforme o tamanho corporal
(Wilson et al.,, 2006). O zooplancton com tamanho corporal maior estaria mais
susceptivel a ser afetado negativamente que o de tamanho menor (Leonard e Pearl,
2005; Hart e Bychek, 2011). Dessa maneira, D. similis, que € grande (2 mm), seria
mais afetada por C. raciborskii que outras espécies de cladoceros de porte menor.

Para melhor compreensdo dos resultados desse trabalho é importante
conhecer a histéria de vida das espécies testadas. Nao podemos excluir a
possibilidade de C. raciborskii ter efeitos diferentes sobre a herbivoria de espécies
de Daphnia e outros géneros do zooplancton, devido a natureza especifica de
respostas desses organismos a cianobactérias (Tillmanns et al., 2008). A espécie
exotica D. similis é cultivada em laboratério no Brasil ha mais de 30 anos, portanto
nao tem contato com cianobactérias por muito mais tempo que as outras espécies
nativas. Enquanto os clones de D. laevis foram isolados de corpos aquaticos
brasileiros eutrofizados e com registro de floragdes. Cianobactérias dominando
ambientes durante longos periodos podem atuar como forca de selecdo natural
sobre populagbes de Daphnia, sendo favorecidos os gendtipos que garantem o
crescimento e reproducdo desses organismos (Hairston et al., 2001). Clones de D.
pulicaria apresentaram diferencas na tolerancia de cepas toxicas de Microcistys de
acordo com o nivel tréfico dos ambientes que foram isolados. Clones isolados de

ambientes eutroficos foram mais resistentes que aqueles isolados de ambientes
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oligotroficos (Sarnelle e Wilson, 2005). Dessa maneira, diferencas na sensibilidade
entre clones e espécies de Daphnia a cianotoxinas podem ser um fator seletivo,
determinando a composicdo do zooplancton, favorecendo a capacidade competitiva
de algumas espécies tolerantes em relacdo a outras espécies sensiveis (Ferrédo-
Filho et al., 2007)

O clone D. laevis (Rio Doce) apresentou maior sensibilidade nos ensaios em
relacdo aos outros clones nativos. Apesar deste clone provavelmente ja ter entrado
em contato com floracdes antes de ser cultivado em laborarério, a exposicdo a
cianobactérias toxicas ndo € necessariamente um pré-requisito a resisténcia (Wilson
e Hay, 2007) e até mesmo clones considerados resistentes podem apresentar
diferentes niveis de tolerancia (Sarnelle et al., 2010). Quando analisada a resposta
de trés clones de origem temperada (D. pulex, D. publicaria e D. similis) e trés clones
de origem tropical (C. cornuta, M. micrura e M. minuta) ndo foi encontrado um
padrao que explicasse origem e sensibilidade dos claddceros a cepas toxicas de M.
aeruginosa (Ferrdo-Filho et al., 2009). Entretanto, se D. gessneri e D. laevis (lbirité)
gue demonstraram maior tolerancia a C. raciborskii nos ensaios, tém uma resisténcia
comportamental (como por exemplo, evitar/rejeitar filamentos) ou tolerancia
fisiolégica a cepas produtoras de STX, ainda é desconhecido e sdo necessarios
mais estudos que investiguem a seletividade alimentar e ecofisiologia de diferentes
clones de Daphnia quando expostas a C. raciborskii.

Novos estudos deveriam adotar uma abordagem que considere a separacao de
fatores que influenciam esses organismos como toxicidade, morfologia de C.
raciborskii, seletividade e valor nutricional principalmente com espécies nativas, visto
gue no presente trabalho ndo foi possivel concluir qual fator foi mais determinante

para os efeitos negativos observados em Daphnia expostas a cepa CYLCAM-1.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que clones de Daphnia que apresentam uma alta
taxa de herbivoria (D. similis e D. laevis (Rio Doce), ou seja, continuam se
alimentando mesmo em dietas com proporc¢des altas de cianobactéria, s&o menos
tolerantes a exposicdo a CYLCAM-1 o que causaria efeitos deletérios no ciclo de
vida desses organismos. Enquanto clones com baixa herbivoria (D. gessneri e D.
laevis (Ibirité), que reduzem sua taxa de filtracdo na presenca de cianobactéria, sao
mais tolerantes e parecem evitar ingerir filamentos, conseguindo coexistindo com C.
raciborskii em condicdes em que nao ocorram dominancia dessa cianobactéria.

Nos ensaios realizados, espécies de Daphnia isoladas de ecossistemas
brasileiros demonstraram diferentes niveis de sensibilidade (entre espécies e até
entre clones da mesma espécie). O local de origem do cladécero foi isolado, a pré
exposicdo a floragdes e o tempo isolado do ambiente natural, mantido em cultivo de
laboratorio, poderiam explicar as diferentes tolerancias desses clones a C.
raciborskii observadas nesse estudo.

Em um cenério com mudancas climaticas e aumento da dominancia de floragbes
de cianobactérias, a comunidade zooplanctonica pode sofrer modificacdo de sua
composicdo devido as diferencas de toleréncia entre organismos. A reducdo da
pressdo de predacdo do zooplancton no fitoplancton pode favorecer cianobactérias
toxicas, excluindo espécies sensiveis, causando reducdo na diversidade de um
ecossistema natural. Portanto, estudos utilizando espécies de Daphnia isoladas de
ambientes aquéticos brasileiros s8o essenciais para nos ajudar a prever 0s

resultados dessas mudancas.
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