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RESUMO

Em ambientes eutrdficos, as floragdes de cianobactérias freqiientemente representam riscos a saude humana e a biota aquatica,
pelo fato de produzirem metabolitos secundarios (cianotoxinas) que podem ser liberados na agua durante a lise das células.
Assim, neste trabalho analisou-se a toxicidade aguda e cronica do extrato bruto de floragdes de cianobactérias ocorridas
nos reservatorios de Barra Bonita ¢ Promissdo, Médio rio Tieté, SP, aos cladéceros Ceriodaphnia dubia Richard, 1894
(espécie exdtica) e Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (espécie nativa). As amostras das flora¢des de cianobactérias foram
coletadas em margo de 2006 e liofilizadas para preparo dos extratos brutos e para analise de microcistinas (ELISA).
Microcystis aeruginosa Kiitzing e Pseudanabaena mucicola (Huber-Pestalozzi & Naumann) Bourrelly foram as espécies
com maior destaque no reservatorio de Barra Bonita, enquanto M. aeruginosa se destacou no de Promissao. Concentracdes
relativamente altas de microcistinas totais foram detectadas nos extratos brutos de floragdes dos reservatdrios (801,12
e 1420,70 pug L' para Barra Bonita e 238,78 ¢ 932,32 ug L' para Promiss@o). Todos os extratos brutos testados causaram
toxicidade aguda aos dafinideos, sendo que C. dubia foi mais sensivel do que C. silvestrii. As concentragdes mais elevadas
dos extratos (80 e 160 mg L' para Barra Bonita e 100 mg L' para Promisso) afetaram adversamente a sobrevivéncia
e a reproducdo dos dafinideos, enquanto baixas concentragdes nao tiveram efeito tdxico e aparentemente estimularam maior
reproducgdo. Os resultados evidenciaram efeitos adversos a biota aquatica e possiveis riscos a saide humana, sendo necessaria
a implantagdo de medidas para reverter o processo de eutrofizagdo.

Palavras-chave: claddceros, extratos brutos, floragdes de cianobactérias, microcistinas, reservatorios, rio Tieté, toxicidade cronica.

ABSTRACT

Toxicity of the extracts of cyanobacteria blooms from Tieté River reservoirs, SP, to the
daphnids Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia silvestrii (Cladocera, Crustacea)

In eutrophic environments cyanobacterial blooms frequently represent risks to human health and natural biota, due to their
production of toxins that are released in the water by cells lysis. The acute and chronic toxicity of crude extracts from
cyanobacterial blooms occurring in Barra Bonita and Promissao reservoirs Middle Tieté River, SP, were evaluated by
performing ecotoxicological tests using two daphnids spcies, Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 (exotic species) and
Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (native species). Cyanobacterial bloom samples were collected in March 2006, and
lyophilized in order to prepare crude extracts and to analyze the microcystin content (ELISA essay). Microcystis aeruginosa
Kiitzing and Pseudanabaena mucicola (Huber-Pestalozzi & Naumann) Bourrelly were abundant in the blooms from Barra
Bonita Reservoir, whereas M. aeruginosa was dominant in the material from Promissdo Reservoir. High concentrations
of total microcystins were detected in crude bloom material extracts from reservoirs (801.12 and 1,420.70 pug L' for Barra
Bonita Reservoir and 238.78 and 932.32 ug L' for Promissio Reservoir). The crude bloom extracts caused acute toxicity
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to daphnids and C. dubia was usually more sensitive than C. silvestrii. Higher concentrations of crude extracts (80 and
160 mg L' for Barra Bonita Reservoir and 100 mg L' for Promissdo Reservoir) affected adversely the survival and the
reproduction of daphnids, while lower concentrations appeared to stimulate reproduction. The results evidenced the risks
to the natural biota and possibly to the human health, pointing to the urgent necessity to prevent eutrophication.

Key words: cladocerans, crude extracts, cyanobacterial blooms, microcystins, reservoirs, Tieté River, chronic toxicity.

INTRODUCAO

A eutrofizag@o atualmente ¢ um fendmeno mundial, que
tem levado a degradagdo dos ecossistemas aquaticos,
prejudicando os usos multiplos da agua (Bartram et al., 1999).
O crescente processo de eutrofiza¢o € o resultado de atividades
humanas. As descargas de esgotos domésticos e industriais,
principalmente originarias de centros urbanos e das regides
agriculturaveis, t€tm como conseqiiéncia uma série de efeitos
que produz mudangas na qualidade da agua, tais como: aumento
do custo de tratamento da agua, redugdo da concentragdo de
oxigénio dissolvido, perda das qualidades cénicas, morte
extensiva de peixes ¢ aumento da incidéncia de floragdes de
microalgas e cianobactérias (Azevedo & Vasconcelos, 2000).

As floragdes de cianobactérias implicam riscos a satide
humana e a biota aquatica, uma vez que diversas espécies de
cianobactérias que formam as flora¢des produzem toxinas
(hepatotoxinas e neurotoxinas). Embora as conseqiiéncias das
floragdes possam ocorrer durante todo o periodo do seu
desenvolvimento, ¢ na fase final, quando ocorre o colapso,
que essas sdo mais drasticas, devido ao processo de
decomposi¢do ¢ a liberagdo massiva de cianotoxinas
(Vasconcelos & Aratijo, 1994).

As floragdes de cianobactérias influenciam todas as
comunidades, particularmente a zooplanctonica, nos
ecossistemas onde ocorrem, interferindo na transferéncia de
energia aos niveis troficos superiores (Rocha et al., 1997;
Tundisi et al., 2002). Ha evidéncia de que cianobactérias
exercem efeitos deletérios sobre o zooplancton, entretanto,
esses efeitos sdo muito variaveis entre géneros e espécies, €
mesmo entre clones de espécies zooplanctonicas. Uma das
principais questdes ainda a ser resolvida é se os efeitos
inibitorios observados se devem ao suposto baixo valor
nutricional de cianobactérias, as cianotoxinas conhecidas ou
a outros compostos néo identificados (Sivonen & Jones, 1999).

A maioria dos estudos sobre as interagdes entre
cianobactérias e zooplancton tem focado os efeitos de linhagens
toxicas de cianobactérias isoladas e cultivadas em condigdes
de laboratério e fornecidas como alimento (Rohrlack ez al.,
1999; Thostrup & Christoffersen, 1999; Ferrdo-Filho ef al.,
2000; Ferrdo-Filho et al., 2002a; Ferrdo-Filho & Azevedo,
2003). Ha, ainda, alguns estudos relacionados aos efeitos de
microcistinas purificadas (Chen ef al., 2005), bem como de
extratos brutos de floragdes naturais de cianobactérias sobre
espécies zooplanctonicas (Minillo et al., 2000; Sotero-Santos

et al., 2006; Okumura et al., 2007). Uma diferencga principal
no delineamento dos estudos esta relacionada ao fato de os
organismos serem ou no expostos as cianotoxinas dissolvidas
na agua ou alimentados com cianobactérias téxicas.

No presente trabalho, analisou-se a toxicidade aguda e
cronica de extratos brutos de floragdes naturais de cianobactérias
oriundas de reservatorios do Médio rio Tieté, SP, a claddceros,
a fim de investigar o efeito de tais floragdes sobre o zooplancton,
simulando particularmente o que aconteceria no final das
floragdes, quando grande quantidade de toxinas seria liberada
na agua por lise celular.

MATERIAL E METODOS

Coleta

As amostras de floragdes naturais de cianobactérias foram
coletadas com rede de fitoplancton (20 wm) em 03/03 e 14/03
de 2006 no reservatorio de Barra Bonita e em 08/03 e 17/03 de
2006 no reservatorio de Promissdo, ambos localizados no rio
Tieté, Sdo Paulo, Brasil. As amostras foram congeladas,
liofilizadas e armazenadas a —20°C.

Preparo do extrato bruto de cianobactérias

O material liofilizado relativo as flora¢des naturais foi
pesado e uma quantidade preestabelecida foi ressuspensa em
agua destilada. A suspens@o foi submetida a um ciclo de
congelamento e descongelamento em temperatura ambiente
por 3 vezes, para provocar o rompimento das células e liberagao
das toxinas. Apds esse processo, a suspensdo foi centrifugada
a 3500 rpm por 10 min e o sobrenadante foi utilizado na
preparagdo, por dilui¢do em agua reconstituida, das diferentes
concentragdes do extrato a serem testadas (CETESB, 1993).

Cultivo dos claddceros

Os dafinideos Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 ¢
Ceriodahnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera)
sdo oriundos de cultivos mantidos no Laboratorio de Ecotoxi-
cologia do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva
da Universidade Federal de Sdo Carlos (DEBE/UFSCar). Esses
organismos foram cultivados, seguindo normas padronizadas
(ABNT, 2005), em béqueres de 2 L com agua reconstituida
(dureza total de 40-48 mg CaCO, L™ e pH de 7,0-7,6), alimenta-
dos com suspensdo da alga cloroficea Pseudokirchneriella
subcapitata (anteriormente conhecida como Selenastrum
capricornutum) na concentragdo de 1 x 10° cel/mL e com uma
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mistura de leveduras e racao de peixe fermentada (proporg¢éo
de 1:1), e mantidos em incubadora a 25°C e fotoperiodo de
16h claro/8h escuro. C. dubia é oriunda de regides temperadas
(o in6culo foi obtido junto a CETESB) e C. silvestrii ¢ uma
espécie nativa, comum nas aguas doces brasileiras e com
ocorréncia nos reservatorios estudados.

Testes de toxicidade aguda

Para ambas as espécies, cinco neonatas (< 24h) foram
colocadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de extrato bruto
de cianobactérias, em quatro réplicas por tratamento. As
concentragdes testadas, preparadas com agua reconstituida,
foram: 0 (controle), 50, 100, 200, 400 ¢ 800 mg L', tanto para
Barra Bonita como para Promissdo. Durante o periodo de
exposi¢ao (48h), os organismos foram mantidos em incubadora
a 25°C, sem iluminagdo e sem alimentacdo. As variaveis pH
(potencidmetro Quimis, modelo Q400A), condutividade elétrica
(condutivimetro Digimed, modelo DM3) e dureza (titulometria
com EDTA) foram monitoradas no inicio e ao final dos testes.
Apo6s 48h, o nimero de organismos imoveis ou mortos foi
registrado. Os resultados foram expressos em CE50 — concentra-
¢do efetiva média que causa efeito agudo a 50% dos organismos
no tempo de exposi¢do (ABNT, 2004).

Testes de toxicidade cronica

Para cada espécie, neonatas (< 24h) foram colocadas
individualmente em tubos de ensaio contendo 15 mL do extrato
bruto em concentragdes subletais (determinadas com base nos
testes de toxicidade aguda), preparadas com agua reconstituida.
Foram utilizadas 10 réplicas para cada tratamento, incluindo
o controle. Durante o periodo de exposi¢do (8 dias), os
organismos foram mantidos em incubadora a 25°C, sem
iluminagdo, e alimentados diariamente, como no cultivo. As
suspensoes de extrato bruto foram renovadas a cada dois dias,
quando também eram registrados os individuos mortos e o
numero de neonatas vivas produzidas. Condutividade elétrica
(condutivimetro Digimed, modelo DM3), pH (potenciometro
Quimis, modelo Q400A), dureza (titulometria com EDTA) e
concentracao de oxigénio dissolvido (oximetro Cole Palmer,
modelo DO100) foram monitorados. Os resultados foram
expressos em porcentagem para a sobrevivéncia e nimero médio
de neonatas produzidas para a reproducdo (ABNT, 2005).

Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos testes de toxicidade aguda foram
sumarizados e analisados utilizando-se o método estatistico
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton ef al., 1977) para calcular
os valores da CE50. Nos testes de toxicidade cronica foi
utilizado o programa computacional TOXSTAT 3.3 (Gulley
et al., 1991). Os dados de sobrevivéncia foram analisados pelo
teste de Fisher, enquanto os dados de reproducao foram primeiro
testados quanto a normalidade e a homogeneidade (testes de
x* e Hartley, respectivamente) e, entéio, submetidos ao método
paramétrico Dunnett, uma vez que seguiram distribui¢do normal.

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v.2,n.2,2007 149

Andlise de microcistinas

As concentragdes de microcistinas dos extratos brutos
foram determinadas por meio do imunoensaio ELISA, com
o kit de placas da Beacon Analytical Systems Inc., e expressas
na forma de equivalentes de microcistinas totais, em g L.

Anadlise qualitativa da comunidade fitoplanctonica

Para determinar as principais espécies de cianobactérias
presentes na comunidade fitoplanctonica, amostras foram
coletadas em diferentes profundidades em um ponto na regido
central dos reservatorios de Barra Bonita e Promissao,
utilizando-se rede de plancton de 20 um de abertura de malha,
com auxilio de bomba de sucgio, e fixadas com solu¢do de
formol 4%. A identificagdo dos taxons foi feita a partir da analise
populacional, sempre que possivel, a0 menor nivel taxondmico,
utilizando-se um microscopio binocular da marca Carl Zeiss,
modelo Axioscop, com resolucdo maxima de 2.560 vezes e
consultando-se literatura especializada.

RESULTADOS

Todos os extratos brutos de cianobactérias dos reser-
vatérios de Barra Bonita e Promisséo, rio Tieté, SP, continham
microcistinas e causaram efeito toxico agudo aos claddceros
Ceriodaphnia dubia ¢ C. silvestrii. As concentragdes de
microcistinas dos extratos brutos de cianobactérias dos
reservatorios foram relativamente altas (Tabela 1), sendo que
as mais elevadas foram obtidas para o material das flora¢des
de Barra Bonita. Nos dias amostrados, Microcystis aeruginosa
e Pseudanabaena mucicola se destacaram no reservatorio de
Barra Bonita, enquanto M. aeruginosa se sobressaiu no
reservatdrio de Promiss@o, no periodo estudado.

Os extratos brutos de cianobactérias de Barra Bonita
de 03/03/06 apresentaram maiores concentragdes de microcis-
tinas e foram mais toxicos para ambas as espécies do que
os de 14/03/06. Os extratos brutos de Barra Bonita de 14/03/06
foram mais toxicos para C. dubia do que para C. silvestrii.
Os valores de CE50 (48h) foram condizentes com aqueles
reportados em outros trabalhos (Tabela 2). O extrato bruto
da floragdo de cianobactérias da represa de Promissao
amostrada em 08/03/06 foi mais toxico para as duas espécies
de claddceros do que aquele da coleta de 17/03/06 (Tabela
2), embora esse ultimo tenha apresentado maior concentragdo
de microcistinas por unidade de peso do material do que o
primeiro.

Em relag@o as variaveis monitoradas, de modo geral, o
pH foi menor na suspensdo de maior concentragdo € menor
em todas as suspensdes ao final do que no inicio dos testes.
Nao se observaram variagdes na condutividade elétrica entre
as suspensdes de diferentes concentra¢des de extrato no inicio
do experimento, contudo, a condutividade aumentou ligeira-
mente ao final do teste. A dureza, medida apenas no final dos
testes, sofreu pequenas alteracdes entre as concentragdes dos
extratos (Tabela 3).
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Tabela 1 — Concentracdo média de microcistinas totais de extratos brutos de
cianobactérias dos reservatdrios de Barra Bonita e Promissdo, Médio rio Tieté, SP.

Concentragio média de

Reservatorio Data microcistinas em pg L™ (desvio-padrio)
03/03/2006 1420,70 (319,41)
Barra Bonita
14/03/2006 801,12 (171,56)
08/03/2006 238,78 (66,33)
Promissdo
17/03/2006 932,32 (512,99)

Tabela 2 — Valores de CE50 (48h), expressos em mg L', para os dafinideos Ceriodaphnia dubia e C. silvestrii (Crustacea, Cladocera)
expostos a extratos brutos de floragdes de cianobactérias dos reservatorios de Barra Bonita e Promissdo, Médio rio Tieté, SP.

Local Data C. dubia C. silvestrii Referéncia
. 107,17 (86,4-133,0)*
Nov/2002 100,39 (82.2-122.6) Sotero-Santos et al. (2006)
Barra Bonita 3530006 125,08 (108,2-144,6) 129,99 (105,9-150,0) Presente estudo
14/03/2006 243,39 (213,1-278,9) 495,58 (386,4-547,8) Presente estudo
_ 08/03/2006 164,88 (1453-187,4) 195,33 (162,1-236,0) Presente estudo
Promissao
17/03/2006 323,72 (283,7-369,7)  351,6 (288,9-430,0) Presente estudo

*Valores entre parénteses correspondem ao intervalo de confianca 95%.

Nos testes de toxicidade cronica, a sobrevivéncia dos
cladoceros C. dubia e C. silvestrii foi significativamente
afetada pelo extrato bruto de cianobactérias dos reservatorios
de Barra Bonita e Promissdo (Tabelas 4 ¢ 5), nas maiores
concentragdes testadas, ocasionando mortalidade de 40 a 100%
e de 50 a 100%, respectivamente. Por conseqiiéncia, tais
concentragdes também exerceram efeito negativo sobre a
reprodug¢do dos dafinideos. Nao foi observado efeito dose-
reposta na reproducdo dos organismos. Outro fenomeno
observado ¢ que, nas menores concentragdes testadas, a
reproducdo foi estimulada, sendo, muitas vezes, signifi-
cativamente superior aquela registrada no controle (Tabelas
4 ¢ 5). De modo geral, a reproducio de C. dubia foi maior
do que a de C. silvestrii.

Em relagao as variaveis monitoradas, de modo geral, o
pH das suspensdes diminuiu do inicio para o final dos testes.
A condutividade elétrica ndo variou entre as diferentes concen-
tragdes, tendo, porém, aumentado ao final dos testes, em
especial, nas maiores. A dureza também nio variou entre as
concentragdes nem do inicio para o final dos testes. A

concentracao de oxigénio dissolvido diminuiu no final dos testes,
da menor para a maior concentragdo (Tabela 6).

DISCUSSAO

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias ¢ uma
caracteristica recorrente em reservatorios do rio Tieté, SP, em
especial no de Barra Bonita, que se encontra bastante eutrofizado
(Calijuri et al., 2002; Matsumura-Tundisi et al., 2006; Rocha
et al., 2006). A presenga de floragdes toxicas nesse reservatorio
tem sido demonstrada por meio de bioensaios com camundongos
e claddceros (Sotero-Santos et al., 2006; Okumura et al., 2007),
confirmando os resultados encontrados no presente trabalho.

No Brasil, os géneros mais comuns de cianobactérias
formadoras de floragdes sdo Microcystis, Aphanizomenon,
Anabaena, Cylindrospermopsis ¢ Planktothrix (Sant’anna &
Azevedo, 2000). No presente trabalho, em ambos os reserva-
térios, se destacaram as espécies do género Microcystis,
conhecidas produtoras das microcistinas hepatotoxicas (Yoo
et al., 1995; Sivonen, 1996).
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Tabela 3 — Valores médios de pH, condutividade e dureza, monitorados nos testes de toxicidade aguda com claddceros
expostos a extratos brutos de floragdes de cianobactérias dos reservatorios de Barra Bonita e Promissdo, Médio rio Tieté, SP.

Material CO?I;egn{??fﬁo pH Condutividade (uS cem™) (me IC):Ee(Z)j L
Inicial Final Inicial Final Final

0 (controle)  7,4(0,13)* 7.8(0,05) 171(7,7)  173(10,5) 45 (2,6)
50 7,5(0,11)  7,2(0,14) 174(3,4) 181 (2.,5) 46 (2,8)
Barra Bonita 100 74(0,08) 7,1(0,12) 173(6,8) 183 (7.9) 46 (0,0)
03/03/06 200 7,3(0,05)  6,8(0,06) 172(34)  185(4.4) 46 (2,8)
400 7,2(0,05)  6,6(0,07) 168(3,0)  188(6.5) 44 (2,8)
800 6,8(0,09) 6,0(0,33) 164(52)  183(83) 45 (1,4)
0 (controle) 74(0,12)  7,7(0,05) 168(8,2)  178(17.8) 48 (3,4)
50 7,5(0,06) 7,3(0,06) 168(59) 174 (1,6) 45 (1,4)
Barra Bonita 100 74(0,04)  7,2(0,08) 170(2,3) 176 (6,1) 46 (2,8)
14/03/06. 200 73(0)  7,0(0,12) 165(7,0) 173 (3,3) 55 (9.,9)
400 7,1(0,05)  6,7(0,13) 163(6,7)  171(1,8) 45 (1,4)
800 6,8(0,03) 63(0,29) 157(7.8) 161 (3.9) 42 (2,8)
0 (controle) 74(0,05)  7,7(0,04) 164(7,5) 181 (4,9) 48 (3,4)
50 7,5(0,13)  7,1(0,07) 179(11,0) 176 (8.,5) 45 (2,6)
Promissio 100 7,3(0,10)  7,0(0,08) 174(53)  179(9.5) 43 (2,3)
08/03/06 200 7,5(0,06) 6,8(0,10) 172(5,3)  180(11,5) 45 (1,9)
400 73(0,13)  6,6(0,20) 167(7.8) 181 (13,5) 44 (1,9)
800 7,1(0,14)  6,0(022) 177(37,7) 199 (37.9) 43 (1,9)
0 (controle) 74(0,09) 7,7(0,05) 161(0,7) 201 (36.8) 50 (7.2)
50 7,5(0,07)  7,2(0,09) 171(7,5) 169 (18.5) 46 (2,0)
Promissio 100 7,5(0,06) 7,0(0,09) 168 (6,4) 181 (8,1) 46 (2,8)
17/03/06 200 74(0,06) 6,9(0,08) 166(9,3) 181 (11,4) 47 (2,3)
400 7,3(0,06)  6,7(0,11) 168(12,9) 179 (11.5) 46 (3,5)
800 7,0 (0,04)  6,1(0,18) 173 (24,1)  195(17.1) 46 (5,3)

*Valores entre parénteses correspondem ao desvio-padrio.

Nos testes de toxicidade aguda ndo foi observada relagio
direta entre a concentrag@o de microcistinas ¢ a toxicidade dos
extratos brutos de cianobactérias dos reservatorios aos cladoceros,
ou seja, extratos com concentragdes relativamente altas de
microcistinas resultaram em menor toxicidade (maiores valores
de CE50) do que aqueles com menores concentragdes da toxina.
Tal fato também foi observado em outros estudos (Jungmann
& Benndorf, 1994; Okumura et al., 2007).

As variagdes nas concentragdes de microcistinas e na
toxicidade aos dafinideos registradas no presente trabalho, entre
datas proximas e ao longo da mesma floragéo, sdo explicaveis
uma vez que, dentro de uma mesma floragdo, pode haver
linhagens produtoras e ndo produtoras de toxinas (Yoo ef al.,

1995). Essas variagdes podem ser temporais, desde intervalos
curtos de tempo até diferengas sazonais e anuais, ¢ também
espaciais (Codd ef al., 1989; Azevedo & Vasconcelos, 2006).
Além disso, as cianobactérias podem produzir varias toxinas
simultaneamente, sendo que mais de uma variante de microcistina
tem sido caracterizada em certas linhagens (Sivonen, 1996).
Ainda, a producao de toxinas pode ser influenciada por diversos
fatores, tais como: fase de crescimento, intensidade luminosa,
pH (Song et al., 1998), temperatura, concentragdo de nutrientes,
especialmente nitrogénio e fosforo (Jacoby et al., 2000; Gupta
et al., 2001), micronutrientes (Lyck ef al., 1996), variagdo genética
(Bittencourt-Oliveira et al., 2001) e pressdo de herbivoria
(Agrawal et al., 2005).
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Tabela 4 — Percentagem de sobrevivéncia e nimero médio de neonatas vivas produzidas pelos dafinideos Ceriodaphnia dubia e
C. silvestrii (Crustacea, Cladocera) durante os testes de toxicidade cronica (8 dias) com extratos brutos de
cianobactérias do reservatorio de Barra Bonita, Médio rio Tieté, SP.

. Sobrevivéncia (%) N? médio de neonatas vivas
Data Conceytragao (!e'extrato b_';“to apo6s 8 dias produzidas (+ desvio-padrio)
de cianobactérias (mg L)
C. dubia C. silvestrii C. dubia C. silvestrii
0 (controle) 100 90 19,9+ 2,0 142+5,0
5 90 90 242+ 11,8 18,6 8,6
10 100 70 27,5+72 16,7+ 12,2
03/03/06
20 100 100 25,1+35 31,2+3,9
40 90 90 17,2+7,7 179+7,4
80 307 307 3,1 £4,5% 0,1 £0,3*
0 (controle) 100 100 17,5+£3,5 16,0£7,5
10 70 - 20,0 £ 14,1 -
20 100 90 31,6 £3,0 17,4+ 10,7
14/03/06 40 100 100 289+3,5 22,0+ 10,1
80 80 90 21,7+ 10,2 27,9+4,0
160 107 6071 0,3+0,7* 0*
320 - 0t - 0*

T = diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p = 0,05), segundo o teste de Fisher.
* = diferenca estatisticamente significativa em relag@o ao controle (p < 0,05), segundo o teste de Dunnett.
—=nfo realizado.

Tabela 5 — Percentagem de sobrevivéncia e nimero médio de neonatas vivas produzidas pelos dafinideos Ceriodaphnia dubia e
Ceriodaphnia silvestrii (Crustacea, Cladocera) durante os testes de toxicidade cronica (8 dias) com extratos brutos de
cianobactérias do reservatorio de Promissdo, Médio rio Tieté, SP.

N médio de neonatas vivas

x s AL g . .
Data Concentragiio de extrato bﬁuto Sobrevivéncia (%) apés 8 dias produzidas (+ desvio-padrio)
de cianobactérias (mg L)
C. dubia C. silvestrii C. dubia C. silvestrii
0 (controle) 100 80 18,0+2,7 11,3+£6,4
6,25 90 207 282+32 2,545,3%
12,5 100 60 26,6+ 89 8,0+6,0
08/03/06
25 100 40 26,2+ 5,5 6,245,8
50 90 80 22,0+74 6,7£3,6
100 07 107 1,0 £3,2% 0+0*
0 (controle) 100 100 24,0+ 4,0 21,0+ 10,0
12,5 100 90 33,5+73 22,1+90
25 100 100 36,8 +3.3 26,5+9,6
17/03/06
50 100 100 358+£5,0 28,5+ 12,3
100 50+ 407 12,8 +11,9* 4,5+6,3*%
200 07 0f 0* 0*

+ = diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p = 0,05), segundo o teste de Fisher.
* = diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p < 0,05), segundo o teste de Dunnett.
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Tabela 6 — Valores de pH, condutividade, dureza e concentragdo de oxigénio dissolvido, monitorados durante os testes de toxicidade cronica com
cladoceros expostos a extratos brutos de floragdes de cianobactérias dos reservatorios Barra Bonita e Promissdo, Médio rio Tieté, SP.

. Concentracio pH Condutivi_(}ade Dureza . Oxigénio diflsolvido
Material (mg L (UScm™) (mg CaCO; L™) (mg L)
Inicial Final Inicial Final [Inicial Final Inicial Final
0 (controle) 7.5 7,8 168 167 44 46 6,7 6,3
5 7,6 7,2 174 172 44 46 6,7 6,0
gj;ir?a 10 7,7 7,2 171 174 46 48 6,8 5,9
03/03/06 20 7,7 7,1 168 171 46 46 6,9 5,8
40 7,7 7,0 169 175 46 46 6,9 5,5
80 7,6 7,0 172 186 46 46 6,7 4,8
0 (controle) 7.4 8,2 174 178 42 44 6,3 6,8
10 7,6 7,3 171 187 44 46 - 6,4
Barra 20 7,7 7,2 174 181 44 46 6,4 6,2
Bonita 40 7,6 7,1 170 181 44 44 6,3 6,1
14/03/06 80 76 71 172 183 44 42 6,5 5.9
160 7,4 6,8 172 190 44 44 6,5 4,2
320 7,3 6,7 184 175 44 48 - 2,0
0 (controle) 7,3 7,8 171 178 42 48 - -
6,25 7,5 7.3 166 185 48 48 - -
Promissdo 12,5 7,5 7,2 171 183 48 48 - —
08/03/06 25 7.5 7.1 162 185 48 48 - -
50 7,5 7,1 165 182 48 48 - -
100 7,5 6,9 168 196 48 48 - -
0 (controle) 7,3 7,7 168 172 42 46 - 6,8
12,5 7,6 7,2 160 173 48 46 - 7,0
Promissdo 25 7,7 7,1 162 178 46 46 - 6,2
17/03/06 50 7,7 7.1 167 181 46 46 - 6,0
100 7,6 7,0 166 187 46 46 - 5,5
200 7,6 6,9 169 205 46 48 - -
—=ndo medido.

Em geral, C. dubia foi mais sensivel do que C. silvestrii
nos testes de toxicidade aguda. Segundo Ferrdo-Filho ef al.
(2000), as diferencas na sensibilidade entre claddceros parecem
estar mais relacionadas a histdria de vida do que a origem
geografica.

Diversos estudos comprovam o efeito toéxico de
microcistinas sobre os organismos zooplanctonicos (DeMott
et al., 1991; Rohrlack et al., 1999; Thostrup & Christoffersen,
1999; Chen et al., 2005). Outros estudos ressaltam ainda a
presenca de outros compostos como responsaveis pela
toxicidade (Nizan et al., 1986; Jungmann, 1992; Jakobi et al.,
1996; Agrawal et al., 2001; Agrawal et al., 2005).

Okumura et al. (2007) atribuiram ao efeito combinado
de diferentes toxicos (cianotoxinas, metais e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos — PAHs) a maior toxicidade dos extratos
brutos de cianobactérias dos reservatorios de Barra Bonita e
Ibitinga, Médio rio Tieté, SP, quando comparados a uma
linhagem téxica de Microcystis aeruginosa em testes com
dafinideos (C. silvestrii, C. dubia e D. similis), apesar da maior
quantidade de microcistina presente nesta ultima. De fato,
estudos recentes t€ém demonstrado a ocorréncia de compostos
téxicos na dgua e no sedimento de reservatdrios do rio Tieté
(Fracacio et al., 2003; Rodgher et al., 2003; Silvério et al.,
2005).
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Entretanto, outros compostos bioativos, que nao as
microcistinas, podem ser produzidos pelas cianobactérias. Best
et al. (2002) observaram que lipopolissacarideos (LPS) de
cianobactérias podem atuar nos efeitos toxicos de microcistinas
em Danio rerio, reduzindo a atividade de enzimas de desinto-
xicacdo. Trabeau et al. (2004) atribuiram efeitos adversos em
Daphnia a polissacarideos da capsula de Microcystis. No
presente trabalho, os compostos acima citados ndo foram
determinados, contudo, pode-se supor que a presenca dos
mesmos poderia aumentar a toxicidade dos extratos brutos aos
dafinideos, explicando a maior toxicidade de extratos com
concentragdes relativamente baixas de microcistinas.

Okumura et al. (2007), realizando testes de toxicidade
cronica com extrato bruto de cianobactérias do reservatorio
de Barra Bonita, e Chen ez al. (2005), analisando a toxicidade
cronica de microcistina-LR purificada, observaram redugdo
significativa da sobrevivéncia de dafinideos nas maiores
concentracdes testadas, o que também foi observado no
presente trabalho.

Chen et al. (2005) observaram mudangas ultra-estruturais
em individuos de Daphnia magna expostos a elevadas concen-
tragdes de microcistina purificada, indicando que o canal alimentar
poderia ser o 6rgao-alvo afetado. Assim, os organismos poderiam
ser levados a deficiéncia nutricional. Ainda, diante do efeito toxico
das microcistinas, 0s organismos expostos a altas concentragdes
de extrato bruto de cianobactérias alocariam energia para
desintoxicagdo, comprometendo também a reprodugio.

Okumura ef al. (2007) observaram efeito dose-resposta
na reproducgdo de dafinideos, o que nio foi observado no
presente estudo, no qual a reprodugdo dos dafinideos foi
estimulada nas menores concentragdes dos extratos brutos,
sendo, muitas vezes, superior a do controle. Chen et al. (2005)
observaram que baixas concentra¢des de microcistina ndo
tiveram efeitos deletérios sobre Daphnia, mas sim efeitos
estimuladores, sendo a reprodugdo significativamente superior
a do controle. No presente trabalho, os extratos podem ter
fornecido uma quantidade adicional de compostos organicos,
como carboidratos, proteinas e lipidios, aumentando, assim,
o valor nutritivo do meio. Esse efeito seria especialmente
importante nas menores concentragdes testadas, enquanto nas
maiores concentragdes ¢ provavel que o efeito toxico das
microcistinas tenha predominado sobre o valor nutricional.

As cianobactérias sdo grandes produtoras de polissa-
carideos extracelulares (Lombardi & Vieira, 1998), que podem
ser consumidos por cladoceros (Nogueira et al., 2005). Choueri
et al. (2007) obtiveram melhores desempenhos de crescimento
e reproducdo para individuos de Ceriodaphnia cornuta alimen-
tados com exopolissacarideos de Anabaena spiroides do que
para aqueles alimentados com séston do reservatério de Barra
Bonita, mostrando que tais compostos constituem potencial
fonte de alimento.
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Além disso, pode ter havido proliferacao de bactérias
e de outros microrganismos nas suspensdes dos extratos, uma
vez que foi observado processo de decomposicao (odor, reducao
do pH e da concentragio de oxigénio dissolvido), fornecendo
mais alimento aos dafinideos. De acordo com Lampert (1987),
algas, bactérias e protozoarios, além de detritos, sdo os itens
alimentares de dafinideos.

Segundo Kilham et al. (1997), a qualidade de alimento
¢ tdo importante quanto sua quantidade sobre a fecundidade,
o crescimento e a sobrevivéncia dos organismos. Portanto, nas
menores concentragdes dos extratos, disponibilidade e variedade
de alimentos proporcionaram aos dafinideos melhor desem-
penho reprodutivo do que no controle, enquanto nas maiores
concentragdes os efeitos deletérios das microcistinas e de outros
compostos prevaleceram sobre a sobrevivéncia e, em conse-
qiiéncia, sobre a reprodugdo dos organismos.

Os efeitos observados dos extratos brutos de cianobacté-
rias sobre os dafinideos revelaram que diversos fatores inter-
ferem na toxicidade. Outras variaveis modificam a toxicidade,
fazendo com que amostras com menor concentragio de toxinas
possam ser mais toxicas do que outras com maior concentragio,
ou vice-versa.

Os resultados mostram que, no caso de um colapso da
floragdo de cianobactérias em ambiente natural, ha efeitos
adversos a comunidade zooplanctonica, além de compro-
metimento dos usos multiplos (pesca, recreagdo, irrigagio,
turismo, abastecimento), uma vez que ha estudos que
comprovam a bioacumulagdo de cianotoxinas por zooplancton
(Thostrup & Christoffersen, 1999; Ferrao-Filho ef al., 2002b;
Chen et al., 2005), por moluscos (Vasconcelos, 1995) e por
peixes (Soares et al., 2004), portanto, esses animais podem
ser vetores potenciais na transferéncia de cianotoxinas para
niveis tréficos superiores na cadeia alimentar. A redugdo da
eutrofizacdo e a conseqliente diminui¢do na ocorréncia das
floragdes de cianobactérias nos reservatorios tropicais € uma
acAo prioritaria para a manuten¢do da qualidade da agua visando
a protecdo a saude humana e a preservagao da diversidade da
biota natural.
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