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RESUMO

As cianobactérias representam um componente natural da comunidade
fitoplanctonica, mas estdo frequentemente associadas com aguas
eutrofizadas. Os rios do estado de Sdo Paulo estdo em processo continuo
de eutrofizacdo, o que favorece frequentes floracdes de cianobactérias,
prejuizos a qualidade da agua para o consumo humano e riscos a biota
aquatica. O mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) é uma espécie exotica
invasora que pode ser vetor na transferéncia de toxinas de cianobactérias.
O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de floragdes de cianobactérias
no rio Sdo José dos Dourados, suas toxinas produzidas e a possibilidade de
ficotoxinas bioacumularem em Limnoperna fortunei. Foram detectadas,
nas amostras, a dominancia de cianobactérias tdxicas e cianotoxinas
(microcistinas). Os resultados indicaram que L. fortunei acumularam
microcistinas. As floracdes de cianobactérias nas dguas do rio estudado
indicaram prejuizo ao ambiente associado a eutrofizacdo e aos riscos da
presenca das cianotoxinas a biota aquatica.

Palavras-chave: bioacumula¢do; cianobactéria; ficotoxinas; espécies
exéticas; molusco; eutrofiza¢do.

ABSTRACT

Cyanobacterias are natural components of the phytoplankton community,
but they are often associated with eutrophic waters. Rivers in the state of
Sao Paulo are in a continuous process of eutrophication, which favors the
frequent cyanobacteria blooms in these environments, compromises the
quality of the water for human consumption and promotes risks to the
aquatic biota. The golden mussel (Limnoperna fortune) is an invasive alien
species that can be a vector in the transfer of cyanobacterial toxins. The aim
of this study was to evaluate the cyanobacteria blooms occurrence in Sao
José dos Dourados River, their cyanotoxins and the possibility of phycotoxins
bioaccumulating in the Limnoperna fortunei. Toxic cyanobacterias and
cyanotoxins (microcystins) were detected in the samples. Theresultsindicated
that L. fortunei accumulated microcystins. The cyanobacterial blooms in the
water of the studied river indicated a damage to the environment associated
with eutrophication and risks of cyanotoxins presence to the aquatic biota.

Keywords: bioaccumulation; cyanobaceria; phycotoxins; alien species;
mollusc; eutrophication.
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INTRODUCAO

A agua é um recurso natural de valor econ6mico, es-
tratégico e social, essencial a existéncia e ao bem-estar
da espécie humana e a manutengdo dos ecossistemas
do planeta (TUNDISI, 2014). No entanto, é possivel ob-
servar que, nos Ultimos anos, a contaminagao hidrica
se intensificou devido ao descarte continuo de novas
substancias no meio aquatico, causando efeitos negati-
vos adversos a biota desses ecossistemas assim como a
saude humana (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008).

Em razdo das acOes antrdpicas sobre os ecossistemas
aquaticos, sao frequentes os eventos de flora¢des de
cianobactérias em diferentes regiGes do territério na-
cional (LINS et al., 2016, PACHECO et al., 2016), o que
desperta preocupagBes nas empresas de saneamento
e monitoramento ambiental sobre os possiveis riscos
promovidos a saide humana e a biota aquatica.

Os géneros de cianobactérias produtoras de toxinas,
como Microcystis, Anabaena, Oscillatoria e Nostoc,
sao descritos mundialmente como causadores de sé-
rios problemas ecoldgicos e em seres humanos (CODD,
2000), e demonstram que o aumento na incidéncia de
seus florescimentos resulta da eutrofizacdo das aguas
em que ocorrem (ALMEIDA et al., 2016). Entre as ciano-
toxinas produzidas pelos referidos géneros, as micro-
cistinas representam o grupo mais comum com efeitos
nocivos em organismos aquaticos, animais domésticos,
selvagens e a saude humana (CHORUS, 2001).

As microcistinas sdo conhecidas por serem potentes
(CODD, 2000) hepatotoxinas responsaveis pela agdo de
inibicdo das proteinas fosfatases 1A e 2A e na formacdo
de tumores (CHORUS, 2001). Embora as microcistinas
raramente sejam ingeridas pelo homem em quanti-
dades suficientes para promover a¢do letal aguda, os
efeitos toxicos crénicos por sua exposicdo em agua po-
tavel ou alimentos contaminados sdo particularmente
provaveis, especialmente se houver uma exposicao fre-
guente (ZHANG et al., 2009b).

Apesar dos relatos associados aos efeitos nocivos das
microcistinas sobre os componentes das comunidades
aquaticas (CHORUS, 2001), uma série de estudos tem
despertado atengdo sobre o potencial acumulativo e de
transferéncia dessa hepatotoxina na cadeia alimentar
aqudtica (XIE et al., 2005; ZHANG et al., 2009a). Alguns
autores destacam a presenga comprovada das microcis-
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tinas em diferentes animais aqudaticos, como peixes (DE-
BLOIS et al., 2008), zooplanctons (FERRAO-FILHO et al.,
2002), caramujos (ZHANG et al., 2009a; 2009b), gastro-
podes (ZHANG et al., 2007) e bivalves (DIONISIO PIRES
et al., 2004; GKELIS et al., 2006).

A agua de lastro é um procedimento utilizado para dar
estabilidade as embarcagdes maritimas quando nao
estdo carregadas. Essa agua é bombeada no porto de
origem e despejada no porto de destino, sendo esse
procedimento o principal meio de introdu¢do de orga-
nismos em ambientes aquaticos, tanto de dguas doces
como salgadas. Pela dgua de lastro, a espécie de bival-
ve de agua doce Limnoperna fortunei (Dunker, 1857)
foi introduzida no estudrio do rio da Prata, em 1991,
provavelmente trazida por navios da Coreia e Hong
Kong (PASTORINO et al., 1993).

O mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) € um molus-
co bivalve, origindrio do sudeste asiatico, o qual se es-
tabeleceu como organismo invasor em diversas partes
do mundo (DARRIGRAN et al., 2007). Sua presenga na
América do Sul foi confirmada na Bacia do Rio da Prata,
Argentina (PASTORINO et al., 1993), e atualmente sua
expansao se faz presente ao longo das bacias hidrografi-
cas da América do Sul (Parana-Uruguai e Guaiba), sendo
verificado nos rios da Argentina, Uruguai, Paraguai, Bo-
livia e Brasil. Relatos feitos por Boltovskoy et al. (2009,
2013), Pestana et al. (2010) e Pareschi et al. (2008) ja
apontam que Limnoperna fortunei estendeu sua ocupa-
¢do ao longo do rio Paraguai e de outros importantes
rios, nos estados de S3o Paulo, Minas Gerais e Parana.

Se considerada a capacidade dos bivalves na acumula-
¢do de microcistinas (CHEN & XIE, 2005; ZHANG et al.,
2007; MARTINS & VASCONCELOS, 2009, LEAO et al.,
2010) e dos riscos na transferéncia dessa toxina para
niveis superiores da cadeia alimentar aquatica, acar-
retando prejuizos a saude humana (IBELINGS & CHO-
RUS, 2007), é presumivel que esse molusco atue como
possivel vetor na transferéncia de microcistinas para os
elos tréficos superiores, embora sejam escassos 0s re-
gistros que confirmem a acumulagdo dessas ficotoxinas
em seu tecido. Nesse sentido, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a presenca de microcistinas retidas
em Limnoperna fortunei, em ambiente natural, e quais
as concentragOes dessas toxinas em florescimentos de
cianobactérias no ambiente avaliado.
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MATERIAL E METODOS

Estado da arte

Eutrofizagdo e floragdes de cianobactérias no Brasil

O elevado suporte nutricional dos ambientes aquaticos
representa a causa principal do aumento no processo
de eutrofizagdo desses ambientes (TUNDISI, 2014).
Esse processo de eutrofizacdo dos ambientes aquaticos
tem sido resultante das atividades humanas, causando
enriquecimento artificial desses ecossistemas. Entre as
principais causas do aumento da eutrofizacdo esta o
aporte das descargas de esgotos domésticos e indus-
triais dos centros urbanos, sem tratamento adequado,
e de fontes difusas provindas de regiGes agricultura-
veis. Devido a essa riqueza nutricional, o surgimento de
espécies de cianobactérias em ambientes eutrofizados
tem aumentado, causando a formacao de floragdes em
diversas regidoes no Brasil (ALMEIDA et al., 2016; LINS
et al., 2016).

As cianobactérias ou cianoficeas sdao organismos mi-
croscopicos procariontes, fotossintetizantes, que po-
dem apresentar formas unicelulares, filamentosas ou
coloniais, altamente especializados na adaptacdo e na
ocupacdo de diferentes ambientes (CHORUS, 2001).
No Brasil, uma série de estudos tem destacado uma

Cianotoxinas

As cianobactérias produzem uma variedade de toxinas
denominadas cianotoxinas, cujos mecanismos de to-
xicidade conhecidos compreendem efeitos hepatoto-
xicos, neurotéxicos e dermatotdxicos a inibicdo geral
na sintese de proteinas (CHORUS, 2001). Sao definidas
como endotoxinas, podendo ser produzidas em todos
os estagios do crescimento da célula e somente libera-
das quando ocorre o rompimento dessa célula; sendo
entdo diluidas na d4gua, onde podem persistir por va-
rios dias, semanas ou meses, dependendo principal-

Microcistinas

A maioria dos casos de intoxicacdes e envenenamen-
tos por cianobactérias estad associada principalmente
as microcistinas. Essa cianotoxina geralmente pode ser
produzida por espécies dos géneros Microcystis, Ana-
baena, Anabaenopsis, Nostoc e Planktothrix (CODD,

44

expressiva domindncia (biomassa e/ou densidade)
das cianobactérias em sistemas aquaticos naturais ou
artificiais (HUSZAR et al. 2000). Em casos especificos,
como em ambientes |énticos, 62% dos reservatorios e
42% dos lagos sdo dominados por cianobactérias (HUS-
ZAR & SILVA, 1999).

Estudos realizados em reservatérios brasileiros tém
demonstrado que ambientes em condicGes de eutro-
fia e hipertrofia, com concentra¢des de P-total entre
50-660 pg/L, pH levemente elevado (7,0 a 9,0), baixa
profundidade (entre 2,8 e 14,0 metros), temperatura
da dgua relativamente alta (acima de 20°C) e razdo N/P
total entre 2 e 19 sdo ambientes adequados para a pro-
liferacdo e a manutencgao dos florescimentos de ciano-
bactérias (SANT'ANNA & AZEVEDO, 2000). Esse fato
assume crescente relevancia uma vez que a maioria
desses florescimentos de cianobactérias tem demons-
trado o potencial toxico de muitas de suas espécies
no Brasil (AZEVEDO & VASCONCELQS, 2008; ALMEIDA
et al., 2016; LINS et al., 2016).

mente das condi¢des especificas do meio, como pH e
temperatura da dgua (CODD, 2000).

Diferentes géneros e espécies de cianobactérias for-
madoras de flora¢gdes sdo capazes de produzir esses
compostos téxicos. Atualmente, sdo conhecidas trés
classes de cianotoxinas segundo sua a¢ao farmacoldgi-
ca: hepatotoxinas, neurotoxinas e citotoxinas. Muitos
estudos estdo concentrados nas duas primeiras clas-
ses, em virtude do nimero elevado de casos de intoxi-
cagdes que as envolvem (CODD, 2000; CHORUS, 2001).

2000). Sua estrutura geral é representada por um hep-
tapeptideo ciclico, composto por sete aminodcidos, em
cujas estruturas moleculares pode haver pequenas al-
teragGes, levando a formacdo de mais de 60 andlogos
estruturais de microcistinas (CHORUS, 2001).
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As microcistinas sdo solUveis em dgua e ndo sao capa-
zes de penetrar diretamente nas membranas lipidicas
das células, exceto aquelas poucas que sao hidrofébi-
cas. Alguns estudos sobre os mecanismos de a¢ao das
microcistinas as caracterizam como potentes promoto-
ras de tumores hepaticos em mamiferos, quando sub-

Mexilhdo dourado

Limnoperna fortunei (Dunker 1857), vulgarmente co-
nhecido como mexilhdo dourado, é um molusco bival-
ve Mytilidae, a mesma familia dos mexilhdes marinhos.
A espécie é nativa de rios e arroios chineses e do sudes-
te asiatico; e apenas recentemente, em 1991, por meio
da dgua de lastro de navios, aportou na América do Sul
(DARRIGRAN & ESCURRA DE DRAGO, 2000).

A rapida expansao de L. fortunei na América do Sul foi
estimada em 240km/ano, e os problemas ambientais e
econOmicos ocasionados pressupéem aspectos seme-
Ihantes ao ocorrido na Europa e na América do Norte
com o Dreissena polymorpha (mexilhdo zebra) (DAR-
RIGRAN et al., 2007). Isso porque ambas as espécies
apresentam caracteristicas de invasores que se tornam
pragas: tempo de gerac¢do curto, plasticidade fenotipi-
ca, comportamento gregario, abundancia em seu habi-
tat natural, ampla tolerancia ambiental e associagao a
atividades humanas (VON RUCKERT et al., 2006).

A invasdo e a colonizagdo de varios ambientes por L.
fortunei é um fato preocupante nos estados que fazem
limite com as bacias dos rios Parand, Paraguai e Uru-
guai. No estado de S3o Paulo, sua presenca é reportada
em hidrelétricas que utilizam dgua do rio Parana, como
nas Usinas Hidrelétricas (UHE) llha Solteira, Porto Pri-
mavera e Jupia (OLIVEIRA et al., 2004), e do Paranapa-
nema, na UHE Rosana (AVELAR et al., 2004). Atualmen-
te, o mexilhdo dourado encontra-se disseminado no
lago da UHE de Itaipu (MARENGONI et al., 2013).

Area de estudo

O rio S3o José dos Dourados estd localizado na re-
gido noroeste do estado de Sao Paulo, possui uma
extensdo aproximada de 285 km e, em seu trecho
final, desagua no reservatério de Ilha Solteira. Esse
recurso hidrico apresenta importancia para a regiao
em usos diversos (irrigacdao, pesca, aquicultura e sua
navegacdo na hidrovia “Tieté — Parand”). O estudo
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metidos a doses abaixo do limite de toxicidade aguda
(CODD, 2000). Em humanos, seus efeitos de intoxica-
¢Oes podem incluir desde disturbios gastrointestinais,
pneumonia atipica, dor de cabega, enjoo, até elevacdo
da concentracdo de determinadas enzimas no figado
(CHORUS, 2001).

Em virtude da expansao do mexilhdo dourado em rios
da América do Sul, sdo reportados inUmeros prejuizos
na esfera ambiental dos ecossistemas aquaticos coloni-
zados, como indicios de alteracdes nas concentragdes
e proporcbes de nutrientes, mudancas na estrutura
das comunidades fitoplancténicas e favorecimento da
manutencdo de floracGes de cianobactérias (CATALDO
et al., 2012). Alguns autores também relatam que a
presenca de L. fortunei nos ambientes colonizados ja o
torna parte da dieta alimentar de algumas espécies de
peixes do rio Parana e do Rio da Prata (CANTANHEDE
et al., 2008; VERMULM JUNIOR & GIAMAS, 2008; PAO-
LUCCl et al., 2010).

Se considerada a capacidade adaptativa do mexilhdo
dourado na colonizagdo e na ocupacao em diversos
habitats aquaticos, é presumivel que sua coexisténcia
em locais impactados por florescimentos de cianobac-
térias represente um mero desafio a ser transponivel.
Um aspecto amplamente discutido na literatura sobre
as floragdes de cianobactérias avalia a possivel transfe-
réncia de suas toxinas (microcistinas) ao longo da ca-
deia alimentar sob auséncia de biomagnifica¢do (XIE et
al., 2005; SMITH & HANEY, 2006), o que sugere um ris-
co potencial as espécies de niveis troficos superiores e
ao humano no consumo de produtos aqudaticos conta-
minados (ZHANG et al., 2009b). Essa hipdtese vem sen-
do aceita como provavel, visto que trabalhos reforgcam
a coexisténcia de L. fortunei com cianobactérias téxicas
sem prejuizos a sua sobrevivéncia e ao seu comporta-
mento alimentar (GAZULHA et al., 2012).

foi realizado em dois pontos amostrais fixos, geore-
ferenciados as margens do rio — um na regido Idtica
(S1) e outro proximo a sua foz (S2), no rio Parana
(Figura 1). A escolha dos locais amostrados esteve
associada ao seu facil acesso, aos histéricos de flo-
racOes de cianobactérias ja registradas, e a elevada
abundancia do mexilhdao dourado.
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Amostragens de bivalves e de parametros fisicos e quimicos

Os espécimes de Limnoperna fortunei (ca. mil indivi-
duos) foram coletados nos locais de estudo, por meio
da retirada dos diversos substratos aderidos (rochas,
troncos de arvores, canos de ferro, blocos de concre-
to). As coletas foram realizadas em meses intercala-
dos, de marco a dezembro de 2009, totalizando sete
campanhas. Apds as coletas, os bivalves foram acondi-
cionados em gelo e transportados ao laboratério para

processamento de extra¢do e andlise de microcistinas.
Juntamente com as coletas dos moluscos, foram reali-
zadas medicgGes in situ na agua dos parametros abioti-
cos, tais como: pH, condutividade, oxigénio dissolvido,
temperatura, utilizando sonda multissensor Yellows
Springs (YSI) modelo 6920 V2 (YSI Inc., Yellow Springs,
Ohio, Estados Unidos) e leituras da transparéncia da
agua utilizando disco de Secchi.

Amostragem da comunidade fitoplanctonica e determinac¢ao de cianotoxinas no seston

Durante as coletas dos bivalves, foram realizadas
amostragens de agua destinadas a avaliacdo da com-
posicdo dos grupos fitoplanctonicos. Foram utilizados
baldes com volume graduado para coleta e arrastos
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As amostras (300 mL) obtidas foram preservadas em
solu¢do de formalina (4%) para a identificagdo e con-
tagem em laboratério.
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Figura 1 — Mapa do estado de Sdo Paulo com destaque
a localizagao dos pontos de amostragem no rio Sdo José dos Dourados avaliados durante o estudo.
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Amostras complementares de agua (3 L) foram
tomadas em superficie (0,20 m) utilizando baldes
com volume graduado, acondicionadas em gelo e

Analises em laboratorio

Extracdo de microcistinas dos bivalves

As amostras de Limnoperna fortunei, em laborato-
rio, foram lavadas com agua destilada e dissecadas
com a retirada do tecido das conchas. O tecido ob-
tido foi congelado, liofilizado (-30°C) e submetido a
extracdao de microcistinas segundo o procedimento
de Dionisio Pires et al. (2004), com modifica¢Ges.
Resumidamente, para cada 10 g do tecido de Lim-
noperna fortunei foram adicionados 20 mL de uma
solugdo de metanol 75%, que foi mantida em re-
pouso por 12 horas (4°C) no escuro. Apds esse pe-
riodo, o material foi centrifugado (30 min — 4.000
rpm - 4°C), recolhido e armazenado a 4°C no escuro.
O pelet foi resuspenso e reextraido por duas vezes

Extracdo de microcistinas do seston

Para determinacdo da presenca de microcistinas (in-
tracelulares) no seston, foi realizada a concentracdo da
biomassa das cianobactérias presentes nos locais de
coleta por meio da filtragem das células contidas em
amostras de agua (1 L) do local utilizando filtros de fi-
bra de vidro (GF/C), que foram em seguida liofilizados,
pesados e mantidos em freezer até as andlises. Para
extracdo de microcistinas, os filtros foram expostos a
uma solucdo de metanol 75% (v/v) por 18 horas, no

Andlise de microcistina em CLAE

Para a analise de microcistinas acumuladas em Lim-
noperna fortunei e no seston, foi utilizado um cro-
matografo liquido de alta eficiéncia (CLAE; Shima-
dzu, Japdo), equipado com detector “Photodiode
Array” (SPD-M20A), com duas bombas de alta pres-
sdo (LC-20AT e LC 20AD), em coluna de fase rever-
sa C-18 (modelo Shim-pack) com 4,6 x 150 mm e
diametro de particula de 5 um segundo Meriluoto
e Spoof (2005). A fase mével é constituida por dois
componentes, um com agua Milli-Q e o outro por
acetonitrila, ambos acidificados com 0,05% (v/v) de
acido trifluoracético (TFA). Foi utilizado um fluxo de
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conduzidas para o laboratério para determinagao
dos niveis de microcistinas (intracelulares) presen-
tes no seston.

com o mesmo procedimento. O sobrenadante ar-
mazenado foi submetido a extracdo em fase sdlida
utilizando colunas de silica (cartuchos C-18), pré-a-
tivado com 10 mL de metanol (100%), seguido de
10 mL de dgua mili-Q. Apds a passagem da amostra,
os cartuchos C-18 foram lavados com 4 mL de me-
tanol (20%) e posteriormente secos em nitrogénio
por 2 min. A eluicdo da microcistina foi feita com
4 mL de uma solugdo de acetonitrila com 0,05%
(v/v) acido trifluoracético (TFA). O eluato foi reco-
lhido, seco a 40°C, ressupendido em 1 mL de meta-
nol (100%) e injetado em um cromatografico liqui-
do de alta eficiéncia para determinagdo da toxina.

escuro, a 4°C. Apés centrifugagdo (3.500 rpm - 10 min
- 4°C) do filtro com a solugdo de metanol, o sobrena-
dante foi recolhido e filtrado em filtro de fibra de vidro
(GF/C) para remocgdo de detritos celulares. A solugdo
filtrada foi submetida a secagem em evaporador rotati-
vo (80 rpm — 52°C), e foi obtido um residuo concentra-
do (meio agua) dissolvido em metanol 100% e injetado
em um cromatografico liquido de alta eficiéncia para
determinacdo da toxina.

1 mLmin?, com tempo de corrida cromatografica de
12 minutos para cada amostra analisada, em tripli-
cata. Foram utilizados padrdes externos puros de
microcistina para calibragdo e analises dessa toxina,
representados por microcistina-LR e microcistinas(-
D-Leu?)-microcistina-LR, ambos adquiridos da Uni-
dade de Pesquisa em Cianobactérias da Universida-
de Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS. Os limites
de detecc¢dao das microcistinas no seston e nos bival-
ves foram de 0,070 ug mg?! e 0,018 ug g' de peso
seco (p.s.), respectivamente.
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Avaliagdo quali-quantitativa dos grupos fitoplancténicos

A avalia¢do da composi¢do dos grupos fitoplanct6-
nicos foi realizada com laminas e laminulas em mi-
croscopio binocular. A identificacdo dos organismos
foi realizada segundo caracteristicas morfoldgicas e
morfométricas de acordo com bibliografia especi-

Experimentos de recuperacdo

Para avaliar a precisdo do método de deteccdo uti-
lizado no presente estudo, foi realizado o ensaio de
recuperacdo adicionando 30 g de tecido de liofiliza-
do de Limnoperna fortunei homogeneizado em uma
solugcdo mista contendo os dois padrées comerciais
purificados de microcistinas — LR e (D-Leu!)-micro-
cistina-LR — para 1 pg.g* peso seco. A extragdo e a
andlise da toxina seguiram o protocolo descrito an-

Tratamento estatistico dos dados obtidos

Os dados obtidos no estudo foram submetidos a
anadlise estatistica utilizando o software STATISTIC
for Windows (Versdo 5.0). Foi usada a analise de
correlagdo de Pearson (p<0,01) para avaliar relagdes

fica (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005; BICUDO &
MENEZES, 2006). A quantificacdo dos grupos fito-
plancténicos foi realizada em microscdpio binocu-
lar invertido de acordo com o método de Utermohl
(1958).

teriormente, com a recuperagdo e o desvio padrao
relativo do método analitico também calculados. A
recuperacdo média das amostras analisadas de Lim-
noperna fortunei foi da ordem de 88% (variando de
86 a 93%), com desvio padrao relativo variando de
8,7 a 10,0% pelo método analitico utilizado, compro-
vando uma adequada eficiéncia da técnica de anali-
se utilizada durante o estudo.

entre as concentragdes de microcistinas no seston e
acumuladas em L. fortunei, densidade de células e
os parametros fisicos e quimicos da dgua dos pontos
de amostragem.

RESULTADOS

Parametros fisicos e quimicos da agua

Os parametros fisicos e quimicos da dgua estdo apre-
sentados na Tabela 1. Pode-se verificar que os valo-
res de pH estiveram préximos entre si nos pontos de
amostragem e com niveis proximos da neutralidade;
excegao apenas no ponto S2 no més de margo, quando
foram registrados niveis ligeiramente alcalinos de 8,7.
A condutividade ndo apresentou oscilagdes expressivas
entre os seus valores entre os pontos amostrados, ex-
ceto nos meses de agosto, outubro e dezembro, quan-
do foram registrados os maiores niveis no ponto S1,
com 150; 128 e 124 uS, respectivamente. O oxigénio
dissolvido variou ligeiramente em determinadas oca-

sides, com destague aos maiores registros (em média)
nos meses de julho, agosto e outubro. A temperatura
manteve um padrao sazonal, com maiores valores nos
meses de verdo (33,8°C — Ponto S2) e menores no in-
verno (24°C — Ponto S1). A transparéncia da agua apre-
sentou oscilagdes entre seus valores, com os maiores
valores verificados nos meses de inverno (4 m — Pontos
S1 e S2) e os menores nos meses de verdo (1 m — Pon-
to S1). Nao foi verificada correlacdo significativa (r=0,
451; p>0,01) entre os parametros fisico-quimicos e a
transparéncia da 4gua nos pontos de coleta durante
o estudo.

Analise quali-quantitativa dos grupos fitoplanctonicos

Em relagdao as composi¢des dos grupos fitoplanctoni-
cos, foram identificadas 22 espécies, integradas em
4 classes taxondmicas, representadas por 7 Cyano-
phyceae, 6 Bacillariophyceae, 5 Zygnemaphyceae e
4 Chlorophyceae (Figura 2). Entre os grupos, a maior
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abundancia relativa foi representada pelas cianobacté-
rias (80%), seguidas por cloroficeas (10%), diatomaceas
(7%) e finalmente pelas Zygnemaphyceae (3%) (Figu-
ra 3). A maior riqueza de espécies foi verificada no final
dos meses de verdo (margo e abril), com 19 taxons, e
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a menor riqueza foi encontrada nos meses de inverno cinalis, A. spiroides), com representatividade de 65 e
(julho e agosto), com cinco taxons. 20%, respectivamente. Géneros como Aphanocapsa,

Geitlerinema, Phormidium e Leptolyngbya obtiveram
A maior abundéancia relativa entre as cianobactérias as menores abundancias relativas (6; 4; 3 e 2%, respec-
foi representada pelos géneros Microcystis (Micro- tivamente) entre as cianobactérias registradas. Os flo-
cystis aeruginosa, M. sp.) e Anabaena (Anabaena cir- rescimentos de cianobactéria estiveram presentes nos

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos da agua registrados nos pontos amostrados.

Pontos Parametros fisicos e quimicos da agua
de coleta “ Cond. (p.S) O, diss. (mg L?) Temp. (°C) Transp. (m)

S1 6,90 5,61 32,80 1,00
Margo
S2 8,70 51 13,48 33,80 2,70
- S1 6,30 78 6,70 27,80 2,20
ri
S2 6,80 62 8,83 29,50 2,70
S1 6,90 54 5,64 26,60 1,90
Maio
S2 6,30 53 7,36 27,80 2,90
S1 7,40 68 8,95 24,00 4,00
Junho
S2 6,90 45 9,37 25,40 4,00
S1 6,10 150 8,14 26,00 4,00
Agosto
S2 6,80 107 8,35 27,10 4,00
S1 6,70 128 7,40 30,30 1,90
Outubro
S2 7,20 59 9,39 28,30 4,00
S1 7,40 124 5,25 26,00 1,00
Dezembro
S2 6,80 95 5,87 27,00 4,00

Cond.: condutividade; O, diss.: oxigénio dissolvido; Temp.: temperatura; Transp.: transparéncia da dgua.

Chlorophyceae

Zygnemaphyceae

Bacillariophyceae

6
Cyanophyceae
T T T T T 1
[ Cyanophyceae Bacillariophyceae 0 20 40 60 80 1000
Percentual (%)
Zygnemaphyceae || Chlorophyceae
Figura 2 — Composi¢do dos grupos Figura 3 — Abundancia relativa das classes
fitoplanctonicos registrados nos pontos de amostragem. fitoplanctonicas encontradas nos pontos amostrados.
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pontos de amostragem; sua composicao foi mista, com
destaque aos géneros potencialmente téxicos, como
Microcystis e Anabaena. A maioria dos florescimentos
foram registrados no ponto S1 do rio, nos meses de
margo (1,4 x 10° cel mL?), abril (1,2 x 10° cel mL?) e ou-
tubro (1,8 x 10° cel mL?). Contudo, florescimentos de
Microcystis (M. aeruginosa, M. sp) foram também pre-
sentes na regido no ponto S2, entre os meses de julho
(1,3 x10* cel mL?) e agosto (1 x 10* cel mL). Ndo foi ob-

servado qualquer padrao de sazonalidade na ocorrén-
cia dos florescimentos durante o periodo amostrado.
Foi verificada uma correlagdo positiva entre a densida-
de de cianobactérias durante os florescimentos frente
aos valores de temperatura (r =0, 87; p<0,01) e a trans-
paréncia da dgua (r=0, 67; p<0,01) nos locais de coleta,
enquanto os demais pardmetros fisicos e quimicos ndo
apresentaram correlagGes significativas (p>0,01).

Microcistinas no seston e acumulados em Limnoperna fortunei

Os resultados referentes a presenca de microcistinas
no seston e acumulados em Limnoperna fortunei estao
descritos na Tabela 2. Foi detectada apenas a presenca
da variante de microcistina — (D-Leu?)-microcistina-LR —
no seston, com seus maiores valores nas amostras
coletadas no ponto S1, com destaque nos meses de
margo (18,6 pg.mg?) e outubro (23,3 pg.mg?), perio-
dos em que a temperatura da 4dgua foi mais elevada.

Contudo, a cianotoxina foi registrada com seu maior
valor (19,0 ug.mg?) em uma das amostras coletadas no
ponto S2, em julho, quando a temperatura da agua foi
ligeiramente menor.

As concentragdes de microcistina presentes no ses-
ton demonstraram uma correla¢do positiva (r=0,81;
p<0,01) com as densidades dos florescimentos de cia-

Tabela 2 — Cianobactérias (géneros e espécies) e concentragdes
de microcistinas presentes no seston e em Limnoperna fortunei nos pontos amostrados.

Pontos Seston Limnoperna fortunei
Cianobactérias - -
de coleta (ng.mg™) (ng.g™)
Anabaena ¢, Ge/tlear;nema Leptolyngbya, 18,60 100,00
Marco Microcystis®, Phormidium,
S2 Microcystis® , Anabaena 9,56 170,00
S1 Microcystis ® 9,07 n.d.*
Abril
S2 Microcystis ° n.d.* n.d.*
S1 Microcystis® n.d.* n.d.*
Maio
S2 Microcystis®, Anabaena © n.d.* n.d.*
S1 Microcystis® 1,30 195,20
Junho
S2 Microcystis ® 19,60 n.d.*
S1 Microcystis * 2,60 47,60
Agosto
S2 Microcystis® 8,20 n.d.*
S1 Anabaena, Aphanocapsa 23,30 79,40
Outubro
S2 Microcystis® n.d.* n.d.*
S1 Anabaena®, Microcystis ®, n.d.* 49,60
Dezembro
S2 Microcystis? n.d.* n.d.*

2Microcystis aeruginosa; "Microcystis sp; ‘“Anabaena circinalis; “Anabaena spiroides;
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*nd: ndo detectado.
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nobactérias registradas nos locais de coleta durante o
estudo. Contudo, em alguns meses amostrados (maio
e dezembro) ndo foi detectada a hepatotoxina nos lo-
cais, embora houvesse a presenca, em baixas densi-
dades (=103% cel.ml?), de cianobactérias (Microcystis e
Anabaena) potencialmente produtoras de toxinas.

De forma semelhante as amostras do seston, foi identi-
ficada e detectada em Limnoperna fortunei a presenca
da variante de (D-Leu?)-microcistina-LR. A toxina con-
tida nos bivalves apresentou seus maiores valores nas
amostras coletadas no ponto S1. Ndo foi constatado
padrdo temporal no acimulo de microcistinas no me-
xilhdo dourado. Os maiores niveis dessa toxina no me-

xilhdo dourado foram registrados nos meses de marco
(170,0 pg. g* — Ponto S2) e julho (195,2 pg.g*— Ponto
S1). Em determinados periodos de coleta, como nos
meses de abril e maio, ndo foi registrada a toxina nos
bivalves, apesar da presenca confirmada de cianobac-
térias (Microcystis e Anabaena) produtoras de toxinas
nas amostras. SituagGes inversas foram observadas na
ocasido da deteccdo de toxina no molusco, nos meses
de agosto (47,6 pg.g' — Ponto S1) e dezembro (49,6
pg.g! — Ponto S2), frente a reduzida presenga ou au-
séncia, respectivamente, da toxina no seston. Nao foi
constatada correlagdo significativa (r=0,33; p>0,01) en-
tre as concentra¢des de microcistinas no seston e seus
niveis acumulados nos moluscos.

DISCUSSAO

Os resultados apontaram que a composi¢cdo da comu-
nidade fitoplanctonica foi influenciada por caracteris-
ticas fisicas e quimicas da dgua no ambiente, desde o
fitoplancton total, o total de cianobactérias presentes
e o dominio de Microcystis spp e Anabaena spp nas
floracdOes registradas. De modo geral, o surgimento de
florescimentos de cianobactérias esta condicionado a
ambientes com temperaturas elevadas e pH préximos
ou acima da neutralidade. Os resultados apresentados
no estudo apontaram os meses mais quentes, princi-
palmente no verdao, como os mais propicios para uma
maior diversidade de taxons, embora os florescimentos
de cianobactérias encontrados nesse periodo tenham
apresentado uma composicao especifica reduzida nos
representantes das comunidades fitoplanctonicas. Se-
gundo Paerl et al. (2001), sdo inimeros e complexos
os fatores fisicos e quimicos que controlam a forma-
cdo de florescimentos de cianobactérias planctonicas.
Frequentemente, fatores fisicos e quimicos da agua po-
dem influenciar na dominancia e no estabelecimento
de géneros e espécies fitoplancténicas em diferentes
ecossistemas aquaticos. Em adi¢do, esses organismos
podem estar fortemente regulados por condi¢cdes am-
bientais presentes no ambiente (LINS et al., 2016).

A ocorréncia de frequéncias de florescimentos de cia-
nobactérias (Microcystis spp e Anabaena spp) no rio
S3o José dos Dourados demonstra a influéncia das va-
ridveis fisicas e quimicas da dgua como condicionantes
para sua manutencdo no ambiente. Os valores regis-
trados em alguns dos parametros fisicos e quimicos na
area de estudo foram préximos aos descritos por Kotak
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(2000) e Zurawell et al. (2005) como os principais fato-
res condicionantes na formagdo e na manutencdo de
floragcGes em ambientes eutrofizados. A presenca des-
ses florescimentos no ambiente monitorado é indicati-
vo do comprometimento da qualidade de suas aguas
registradas nos Ultimos anos. Uma série de fatores de-
sencadeantes poderia estar propiciando condi¢des aos
florescimentos de cianobactérias recorrentes no am-
biente avaliado. Entre esses possiveis fatores esta o au-
mento de poluicdo nas fontes pontuais e difusas, que
favorece uma maior entrada da carga de nutrientes no
ambiente aquatico. A¢Ges associadas ao uso do solo na
area de entorno do corpo hidrico — como monocultu-
ras intensivas (como a cana-de-acucar), o uso crescente
de defensivos agricolas; o aumento da carga de esgoto
sanitario e industrial lancado no corpo hidrico, sem um
tratamento apropriado; e a crescente expansao de em-
preendimentos aquicolas ao longo do rio (pisciculturas
intensivas em sistemas de tanque-rede) — podem vir a
contribuir para a eutrofizacdo do local.

Os maiores niveis registrados de microcistinas no seston
estiveram associados com os picos de maiores densida-
des de Microcystis spp e Anabaena spp. Contudo, houve
ocasides com auséncia da toxina nas amostras analisa-
das apesar da presenca de cianobactérias produtoras no
local. Essa condigdo de auséncia das toxinas pode estar
associada ndo apenas a composi¢do de representantes
(espécies/géneros) potencialmente toxicos, mas tam-
bém a proporgdo relativa de linhagens toxicas e ndo toxi-
cas de cianobactérias dentro de uma mesma populagdo
(PARK et al., 1998; OZAWA et al., 2003). Outro aspecto
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relevante das variacdes encontradas pelo presente estu-
do é que a alta concentragao de microcistinas pode ter
ocorrido durante a fase exponencial de crescimento da
floragdo (PARK & LWAMI, 1998)

Foi evidenciada uma correlagdo entre os valores de
biomassa de Microcystis spp e Anabaena spp com as
concentragdes registradas de microcistinas nas amos-
tras do seston nos pontos avaliados. Essa condigdo
apresenta concordancia ao padrdo descrito por Zhang
et al. (2009a), que apontaram as variacGes (espaciais
e temporais) de microcistinas intracelulares na colu-
na de dgua como reflexo das alteracdes de biomassa
dessas cianobactérias. A variabilidade na presenga
de microcistinas no ambiente de estudo demonstrou
gue a concentracdo dessa toxina no fitoplancton foi
altamente dindmica, refletindo, em grande parte, uma
condi¢do de resposta as flutuagdes das abundancias
relativa e absoluta das cianobactérias (Microcystis
spp e Anabaena spp) produtoras de toxinas no local
(ZURAWELL et al., 1999; KOTAK, 2000).

As variagdes dos niveis presentes de microcistinas no
mexilhdo dourado revelam uma possivel resposta as
flutuacbes na composicdo de cianobactérias (toxicas e
nao toxicas), como também na capacidade desses mo-
luscos em reterem e depurarem a hepatotoxina. Essa
tendéncia foi verificada em periodos em que os niveis
de microcistinas em L. fortunei coincidiram com suas
altas concentracdes no seston, o que pode ser expli-
cado pela abundancia encontrada de cianobactérias
produtoras de toxinas (Microcystis spp e Anabaena
spp) nos florescimentos. Um situagdo parecida foi des-
crita por Zurawell et al. (1999), que correlacionaram as
concentragdes de microcistinas — LR em trés espécies
de gastrépodes (Lymnaea stagnalis, Physa gyrina, e
Helisoma trivolvis) coletados em um lago eutrdfico-hi-
pertréfico no Canada aos niveis contidos da toxina
no fitoplancton.

Essa condicdao observada de sincronismo na ascensao
e queda da toxina no seston e no mexilhdao dourado
indicam que a dindmica da toxina nos bivalves foi im-
pulsionada pelo conteddo de microcistinas presentes
nos florescimentos (ZHANG et al., 2009a) e por possi-
veis variagdes na presenca de células de cianobactérias
toxicas e ndo toxicas presentes na coluna de agua (DIO-
NISIO PIRES et al., 2004). Uma estudo realizado por Fal-
coner et al. (1992) com o mexilhdo Mytilus edulis em
estuario, destacou que o aumento da hepatotoxicidade
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no animal foi associado durante uma densa floracao da
cianobactéria (Nodularia spumigena) ocorrida no local,
a qual diminuiu rapidamente sua toxidez apds o tér-
mino do florescimento. Torna-se importante também
considerar a hipdtese de possivel oscilagdo na con-
centracao de cianotoxinas contidas nas algas durantes
eventos de florescimentos. Chen & Xie (2007) consta-
taram que trés espécies de bivalves (Cristaria plicata,
Hyriopsis cumingii e Lamprotula leai) apresentaram
aumento e declinio nos niveis acumulados de micro-
cistinas, em diferentes tecidos do corpo, que decorre-
ram basicamente de variagGes substanciais de toxinas
contidas em florescimentos de cianobactérias no Lago
Taihu (China).

A presenca de microcistina em Limnoperna fortunei
em ocasides de reduzida densidades de cianobacté-
rias e baixos valores detectdveis dessa hepatotoxina
no seston pode estar diretamente associada a vesti-
gios acumulados dessa cianotoxina de florescimen-
tos anteriores ocorridos no local, como também de
uma possivel reducdo na atividade de desintoxicacao
da toxina ingerida pelos bivalves, configurando uma
possivel desintoxica¢do parcial (GERARD et al., 2009).
E provavel que os niveis presentes dessa toxina em
L. fortunei, na circunstancia considerada, seja uma
resposta do vagaroso processo de desintoxicagao do
animal as toxinas absorvidas apds ingestao das célu-
las toxicas de cianobactérias, e do tempo que esses
bivalves foram continuamente expostos aos floresci-
mentos no local.

Normalmente os moluscos que habitam locais com
alta contaminacgdo por cianotoxinas estdo mais predis-
postos a acumularem as toxinas (GERARD et al., 2009).
A agdo prolongada de pastejo do mexilhdo dourado so-
bre as floragdes de cianobactérias, com a filtragem de
células (simples e coldnias) de cianobactérias tdxicas
na agua, pode ter representado um fator de incremen-
to dessa toxina acumulada no animal, como tem sido
verificado em outros grupos de moluscos que acumu-
lam microcistinas apds longos periodos expostos a flo-
rescimentos de cianobactérias téxicas (GERARD et al.,
2009). Embora o presente estudo ndo tenha se detido
a uma avaliacdo criteriosa dos aspectos do tempo de
depuracao de microcistinas em L. fortunei expostos aos
florescimentos de cianobactérias, torna-se importante
considerar tal perspectiva no ambito de futuros traba-
Ihos, tendo em vista as escassas informacoes sobre a
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potencial capacidade dessa espécie de molusco em
acumular cianotoxinas.

A presenca do mexilhdao dourado em ambientes impac-
tados por florescimentos de cianobactérias sugere que
esses bivalves invasores possuam estratégias de tole-
rancia a exposicao a cianobactérias tdxicas, permitin-
do, assim, reproduzir e sobreviver. Estudos em labora-
tério envolvendo a ingestdo de células de Microcystis
toxicas por L. fortunei reforcam a ideia de um possivel
mecanismos de desintoxicacdo, garantindo, assim, sua
tolerancia as cianotoxinas mesmo apds prolongada
exposicao (GAZULHA et al., 2012; BOLTOVSKOQY et al.,
2013). A literatura elucida que os bivalves marinhos
e de aguas doces representam o grupo dos moluscos
mais resistentes as toxinas de cianobactérias e capazes
de transferi-las ao longo da cadeia alimentar (MARTINS
& VASCONCELOS, 2009). Ha também indicios de que
o sucesso dos bivalves em suportar elevados conteu-
dos de microcistinas durante periodo prolongado po-
deria estar associado a baixa absorcdo da toxina em
seus tecidos ou mesmo uma rejeicdo seletiva (JUHEL
et al., 2006) e uma diminui¢do na filtragdo (VANDER-
PLOEG et al., 2001) de células de Microcystis e suas to-
xinas durante florescimentos.

Este estudo verificou que a microcistina contida no fi-
toplancton e a composi¢ao da comunidade fitoplanc-
tonica (ou seja, a abundancia de Microcystis spp e
Anabaena spp.), influenciadas pela qualidade da agua
do ambiente, foram determinantes sobre as variacGes

encontradas da toxina em Limnoperna fortunei. Apesar
do mexilhdo dourado ndo representar uma fonte de
alimento direta para o consumo humano, deve ser con-
siderado seu risco na ingestdo de organismos aquaticos
(e.g., peixes) que incluam esse bivalve em sua dieta ali-
mentar (CANTANHEDE et al., 2008; VERMULM JUNIOR
& GIAMAS, 2008; PAOLUCCI et al., 2010). A presencga
de microcistinas no mexilhdo dourado evidencia o po-
tencial desse bivalve invasor como vetor para a trans-
feréncia das toxinas de cianobactérias para os niveis
tréficos superiores, aumentando o risco de bioacu-
mulagdo das cianotoxinas nos ecossistemas aquaticos.
Nesse sentido, torna-se necessaria uma avaliagdo dos
riscos combinados da presenca de florescimentos de
cianobactérias téxicas e da transferéncia de microcis-
tinas em componentes da cadeia alimentar aquatica
decorrente do consumo do mexilhdo dourado conta-
minado com essas toxinas.

Em razdo da presenca verificada de microcistinas em
Limnoperna fortunei nas amostras analisadas, conclui-se
gue o ambiente em estudo oferece riscos associados a
presenca das floragdes de cianobactérias, bem como
a possivel bioacumulagdo de componentes da cadeia
alimentar aquatica por cianotoxinas. Esse fato requer
uma maior atencao dos 6rgaos fiscalizadores e moni-
toramento ambiental quanto a uma maior rigidez nas
acOes de controle da eutrofizagao, a fim de minimizar
o surgimento de flora¢des de cianobactérias toxicas e
de reduzir a exposicdo dos organismos aquaticos e dos
seres humanos as suas toxinas.
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