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Ao0s meus pais, Gilberto e
Izilda, e & minha irm3,

Gilvana



“— O oceano é minha igreja! — falei ao bruxo.

— E minha também! — disse ele se emocionando, e
chorando.

Cheguei bem perto para Ihe dar um abrago, quando
olhei fixando nos seus olhos, e vi que na verdade,
derramavam lagrimas azuis. Colhi as primeiras que
escorriam do seu rosto e levei até minha boca — e foi no
momento em que elas tocaram na lingua com o gosto
salgado igual ao da &gua do mar, é que descobri que

dentro de cada ser humano, existe um oceano.”

do livro “O grande minerador”,
de Pedro Marodin
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RESUMO

As condicdes abioticas do estuario da Lagoa dos Patos, durante os meses de
verdo e inicio de outono, favorecem o desenvolvimento de floragcdes tdxicas da
cianobactéria Microcystis aeruginosa. Esta espécie, tipica de ambientes limnicos, é
produtora de hepatotoxinas (microcistinas), sendo relacionada a diversos eventos de
intoxicacdo de organismos aquéaticos e mamiferos terrestres (incluindo o homem). O
presente trabalho visa aprofundar os estudos sobre as floracbes de M. aeruginosa no
estuario da Lagoa dos Patos, dando énfase a influéncia da salinidade sobre sua toxicidade e
alertando sobre os riscos que tais floragdes podem oferecer ao camaréo rosa. Os resultados
foram analisados baseando-se em testes de toxicidade com Artemia sp. (submetida a
amostras de floracBes do estuario e de cultivos in vitro de M. aeruginosa sob diferentes
salinidades) e com juvenis do camardo rosa Farfantepenaeus paulensis (amostra de M.
aeruginosa cultivada em laboratorio). As amostras ambientais demonstraram que as
floragdes da cianobactéria tém apresentado média a alta toxicidade, expondo as aguas do
estuario a acdo de suas toxinas. Com relacdo a presenca de sal marinho em seu meio de
cultivo, M. aeruginosa apresentou-se mais toxica em pequenas salinidades (até 1,3) do que
na prépria salinidade 0, de onde é oriunda. J& os testes com juvenis de F. paulensis
apresentaram uma CLso-24h de 2,96 mg-ml™, evidenciando a sensibilidade da espécie as
toxinas de uma floracdo de M. aeruginosa. Tal sensibilidade ndo seria de marcada
importancia no ambiente natural, onde os organismos poderiam tentar evitar as floracdes
(fugindo, enterrando-se). Porém deve ser ressaltado o risco que essas floragBes podem
oferecer aos cultivos de camardo rosa no ambiente natural, principalmente aqueles feitos

em gaiolas flutuantes, onde os organismos sé&o cultivados proximo a superficie.

Palavras-chave: Artemia sp., cianobactéria, estuario da Lagoa dos Patos, floracdes de

Microcystis aeruginosa, Farfantepenaeus paulensis, salinidade, toxicidade.
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ABSTRACT

During summer and autumn months, abiotic conditions in the Patos Lagoon
estuary favour the development of Microcystis aeruginosa toxic blooms. This freshwater
specie produces hepatotoxins (microcystins) and has been associated with several
intoxication events of aquatic organisms, terrestrial animals and man. The present paper
studied the toxicity of M. aeruginosa blooms in the Patos Lagoon estuary, the influence of
salinity and bloom hazards to pink shrimp. The results were based in toxicity tests
involving Artemia sp. (samples from natural blooms and M. aeruginosa cultivated in
laboratory at different salinities) and pink shrimp Farfantepenaeus paulensis juveniles (M.
aeruginosa cultivated in laboratory at freshwater conditions). Bloom samples had a
medium to a high toxicity subjecting estuarine waters to the action of M. aeruginosa
toxins. In respect to the salinity of the culture medium, higher toxicity was found in low
salinities (until 1.3) than in salinity zero. The assays involving F. paulensis juveniles had a
LCso-24h of 2.96 mg-ml™, confirming this specie sensitivity to toxins of M. aeruginosa
natural blooms. This sensitivity may not be so important in the environment because the
organisms could avoid blooms. On the contrary, toxic bloom should be considered real
hazards to natural pink shrimp aquaculture, especially those made in flutuating cages

where organisms are cultivated near water surface.

Key words: Artemia sp., cyanobacteria, Microcystis aeruginosa blooms, Patos Lagoon

estuary, Farfantepenaeus paulensis, salinity, toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 AS CIANOBACTERIAS

As cianobactérias, também chamadas algas azuis, algas cianoficeas e mais
recentemente cianoprocariontes, sdo microorganismos autotroficos com estrutura e
organizagdo celular procaridtica — caracterizada por auséncia de membrana nuclear
(carioteca) e organelas como cloroplastos e mitocéndrias. Também apresentam sistemas
fotossintéticos semelhantes aos vegetais, porém organizados nos tilacoides, que além de
conter pigmentos como clorofila e carotendides, também possuem ficobiliproteinas
(pigmentos acessodrios caracteristicos do grupo).

Em uma divisdo taxondmica, as cianobactérias, juntamente com as
bactérias, podem ser classificadas como pertencentes ao reino Prokaryotae, formado por
todos o0s organismos procariontes. Ja em termos evolutivos, elas sdo consideradas
organismos intermediarios entre as bactérias e 0s vegetais.

As cianobactérias tém uma longa histéria sobre a Terra. Seus primeiros
fésseis em sedimentos datam de mais de trés bilhGes de anos A. P. (periodo Pré-
Cambriano). Provavelmente, as cianobactérias foram os primeiros organismos a fixar o
oxigénio livre na atmosfera primitiva, contribuindo para o estabelecimento da atual
atmosfera oxidante do planeta (Fay, 1983). Atualmente, elas podem ser encontradas em
diversos tipos de ambientes naturais, como solos umidos e ambientes aquéticos. Fay (1983)
ainda refere-se as cianobactérias como primeiros colonizadores de solos aridos, citando um
caso onde, apenas dezoito meses ap0s uma erupcao vulcanica na ilha de Heimaey (préxima
a lIslandia), o género Anabaena foi encontrado crescendo e fixando N, em lava

solidificada.
1.1.1 Toxinas de cianobactérias

A nivel cientifico, as cianobactérias primeiramente foram estudadas por
boténicos. Porém, nos Gltimos trinta anos, elas também passaram a ser estudadas por outros
grupos de pesquisadores devido, principalmente, a producdo de toxinas de géneros como
Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Microcystis, Nodularia, Oscillatoria e
Trichodesmium (Skulberg et al., 1993).

12
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Baseado no modo de agdo, as toxinas de cianobactérias podem ser divididas
em quatro grupos: dermatotoxinas, toxinas que causam disfungdo gastrointestinal,
neurotoxinas e hepatotoxinas (Rapala, 1998). As dermatotoxinas e as toxinas que causam
disfuncdo gastrointestinal estdo associadas a irritacbes na pele e mucosas e a intoxicagdes
gastrointestinais, respectivamente. Ambos 0S grupos possuem as mesmas toxinas, que
dependendo da forma de absorcdo agem em diferentes tecidos do organismo. Tais grupos
de toxinas podem ser representados pela aplisiatoxina, debromoaplisiatoxina, lingbiatoxina
A (encontradas em Lyngbya) (Mynderse et al., 1977; Cardellina et al., 1979) e pelos
lipopolissacarideos (LPS), que sdo compostos presentes na membrana externa da parede
celular dos procariontes gram-negativos, como as cianobactérias. As neurotoxinas (Tabela
1.1), em geral, sdo compostos alcaldides (anatoxinas), e tém acao sobre o sistema nervoso
dos organismos atingidos. Seus sinais de envenenamento em animais incluem paralisia,
dificuldade respiratdria, tremor muscular, salivacdo, tonturas e convulsdes, podendo
acarretar morte em poucos minutos (Pearson, 1990). Finalmente, as hepatotoxinas (Tabela
1.1), geralmente compostas por peptideos ciclicos (microcistinas e nodularinas), tém acéo
principal sobre tecidos hepaticos, podendo, ainda, afetar os rins e o coragdo, como € o caso
da cilindrospermopsina (Terao et al., 1994). Entre seus sinais de envenenamento pode-se
incluir fraqueza, vomito, resfriamento de extremidades, piloerecdo, diarréia e respiracao

ofegante, levando a morte em poucas horas (Pearson, 1990).

Tabela 1.1 — Principais géneros de ocorréncia das neurotoxinas e hepatotoxinas de
cianobactérias.

GRUPO TOXINA PRINCIPAIS GENEROS DE OCORRENCIA
Neurotoxinas Anatoxina-a Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon
Homoanatoxina-a Oscillatoria
Anatoxina-a(S) Anabaena
Toxinas PSP Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya e

(paralytic shellfish poisoning) Cylindrospermopsis

Hepatotoxinas Microcistina Microcystis, Oscillatoria e Anabaena
Nodularina Nodularia
Cilindrospermopsina Cylindrospermopsis e Aphanizomenon

Dentre as toxinas mais comuns das cianobactérias pode-se destacar a
hepatotoxina microcistina. Sua estrutura geral é caracterizada por um heptapeptideo

ciclico, cujas posicles 2 e 4 apresentam diversas combinacGes de aminoacidos (Figura
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1.1). Atualmente, sdo conhecidas 48 variantes de microcistinas, mas esse nimero excedera
60 variantes quando as toxinas parcialmente descritas forem totalmente caracterizadas
(Sivonen, 1996).

R
Lo X
@ mm @
®

Figura 1.1 - Estrutura quimica da hepatotoxina microcistina: um
heptapeptideo (1-7) ciclico, com as posicdes 2 e 4 variaveis.

1.1.2 Floragdes de cianobactérias

Quando as condi¢cbes ambientais favorecem seu crescimento, as
cianobactérias podem se desenvolver rapidamente formando grandes concentrages na
agua, conhecidas como floracdes (Torgan, 1989). Estas, caracterizam-se pelo dominio de
uma ou duas especies de cianoficeas sobre toda a comunidade fitoplanctdnica do ambiente
aquatico. As floragdes de cianobactérias tém sido reportadas em todas as partes do mundo
e nos mais variados ecossistemas aquéticos, sendo muitas delas toxicas (Kononen &
Sellner, 1995).

As floragdes toxicas de cianobactérias tém sido alvo de amplo estudo por
parte da comunidade cientifica, principalmente devido a seus efeitos deletérios. Tais
efeitos podem atingir animais domésticos, selvagens e também o homem (Carmichael &
Falconer, 1993). Na literatura internacional, ha diversos registros de envenenamento de
gado, cavalos, porcos, ovelhas, cdes, peixes e invertebrados atribuidos a ingestdo ou
contato com essas floragdes toxicas (Carmichael, 1995). No homem, a exposi¢do a estas

toxinas também acarreta graves consequéncias. Uma exposicdo a doses subletais pode
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desencadear, a longo prazo, o desenvolvimento de tumores cancerigenos (Falconer, 1993).
Ja um efeito agudo pode levar & morte, como ocorrido no Instituto de Doengas Renais
(Caruaru, Brasil), onde 60 pessoas morreram com sinais e sintomas de neurotoxicidade

aguda e hepatotoxicidade subaguda provocada por microcistinas (Pouria et al., 1998).
12 A LAGOA DOS PATOS

A Lagoa dos Patos, situada na planicie costeira do Rio Grande do Sul, é o
maior corpo de dgua lagunar do Brasil. Segundo Kjerfve (1986), a Lagoa dos Patos é do
tipo estrangulada (“choked lagoons™), sendo considerada a maior do género no mundo.
Com uma area superficial de 10227 km?, funciona como o corpo receptor de uma bacia de
drenagem de 201626 km® (Asmus, 1997), 0 que representa aproximadamente metade da
area do estado do Rio Grande do Sul.

Segundo Asmus (1997), a Lagoa dos Patos pode ser dividida em cinco
unidades biologicas: a Baia do Guaiba, a Baia de Tapes, a Lagoa do Casamento, 0 corpo
central da Lagoa e o estuario (Figura 1.2). Este Gltimo, compreende uma area de 971 km?
(cerca de 10% da Lagoa) que troca d&gua com o Oceano Atlantico através de um canal de
20 km de comprimento por 0,5 a 3 km de largura (Asmus, 1997). As areas marginais, rasas
e protegidas, e o corpo de agua central do estuério, que possui um profundo canal para
navegacao, constituem dois ambientes ecoldgicos bastante distintos (Bonilha & Asmus,
1994).

1.2.1 A cianobactéria Microcystis aeruginosa na Lagoa dos Patos

A comunidade fitoplanctonica que compBe a Lagoa dos Patos pode ser
considerada heterogénea em relacdo ao seu eixo longitudinal. As cianobactérias constituem
um dos mais importantes taxa entre o fitoplancton que compde o sistema, destacando-se
pela densidade e/ou biomassa em determinados periodos. Em um ciclo anual, Torgan
(1997) identificou dezoito géneros de cianobactérias em toda a extensdo da Lagoa dos
Patos. No estuario, apenas 0s géneros Aphanothece (nas areas rasas) e Microcystis (nas

areas mais profundas) séo capazes de desenvolver grandes concentracfes na agua.
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Figura 1.2 — Mapa da Lagoa dos Patos com as cinco unidades biol6gicas propostas por
Asmus (1997): Baia do Guaiba, Baia de Tapes, Lagoa do Casamento, corpo central da
Lagoa e estuario.

Floracdes de M. aeruginosa tém sido observadas nas ultimas duas décadas
no estuario da Lagoa dos Patos (Odebrecht et al., 1987; Yunes et al., 1996). Segundo
Yunes et al. (1998a), a combinacao entre o balango de nutrientes, os parametros fisicos da
agua e as condi¢bes meteorologicas sdo responsaveis pela geracdo de condigdes de
crescimento ideais para M. aeruginosa, nas massas de agua que alcangam o estuério.

Matthiensen (1996) identificou a presenca de coldnias de M. aeruginosa
durante praticamente todo 0 ano nas aguas do estuério da Lagoa dos Patos, com flora¢des
desenvolvendo-se nos meses de verdo e inicio de outono. Como jé era esperado, devido aos

diversos registros observados na literatura internacional, tais floragfes revelaram-se toxicas
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em testes com camundongos e microcrustaceos do género Artemia (Yunes et al., 1996).
Yunes et al. (1998b) identificaram, através de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC-DAD), a presenca de quatro variantes de microcistina nas florac6es, encontrando
microcistina-LR e provavelmente microcistina-FR como as mais abundantes nas células e
em amostras de agua, respectivamente.

Segundo Calliari (1980), o estuario da Lagoa dos Patos pode apresentar
condicbes de estratificacdo halina acentuada ou moderada, alternando entre bruscas
variacbes de salinidade (at¢é 20 unidades em uma hora) e situacbes de grande
homogeneidade. Provavelmente, tal caracteristica € a responsavel pela menor diversidade,
densidade, biomassa e riqueza de espécies fitoplanctonicas em relacdo a area norte da
lagoa (Torgan, 1997). M. aeruginosa é uma espécie de dgua doce que atinge o estuario
proveniente das 4guas a montante da Lagoa dos Patos. Apesar disso, a espécie possui
mecanismos de adaptacdo a salinidade do estuério, visto que consegue sobreviver, crescer
e, até mesmo, desenvolver floragbes toxicas em suas aguas salobras. Tais mecanismos de
adaptacdo ainda ndo sd@o bem conhecidos pela comunidade cientifica. Fistarol (1997),
através de experimentos realizados em laboratorio, concluiu que M. aeruginosa consegue
crescer em meio com salinidade inferior a 2.

As aguas do estuario da Lagoa dos Patos sdo de grande valor e econémico
para as populagBes que vivem em suas margens, sendo exploradas a nivel de pesca,
transporte, lazer e turismo. A existéncia de um grande nimero de fontes de efluentes
organicos nas margens da cidade de Rio Grande (Almeida et al., 1993) e o fato de que a
maioria das espécies marinhas de valor comercial penetram no estuario nos meses mais
quentes do ano contribuem para aumentar a atencdo as floragGes toxicas de M. aeruginosa

no estuério da Lagoa dos Patos.

1.2.2 O camardo rosa Farfantepenaeus paulensis no estuario da Lagoa dos Patos

O estuério da Lagoa dos Patos possui uma fauna bastante diversificada,
sendo também um importante criadouro para espécies marinhas e limnicas. Dentre sua
variada fauna pode-se destacar o crustdceo decapodo Farfantepenaeus paulensis,
popularmente conhecido como camar&o rosa.

A érea de distribuicdo da espécie na costa brasileira estende-se do sul de
Ilhéus (Bahia) até o Chui (Rio Grande do Sul) (D’Incao, 1995). Na Lagoa dos Patos,

apenas juvenis e pre-adultos sdo encontrados (D’Incao, 1991), sendo que a penetragdo no
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estuario € feita por pos-larvas a partir do subestagio 6 (Iwai, 1978). A origem desses
individuos, muito provavelmente, é o estoque de adultos existente no litoral de Santa
Catarina (D’Incao, 1991). O estuério da Lagoa dos Patos caracteriza-se como uma area de
criacdo da espécie, onde os organismos permanecem até a idade de recrutamento para o
estoque adulto oceénico (D’Incao, 1991). Assim, esse estudrio pode ser considerado um
imenso bercario onde as larvas crescem, passam pela fase juvenil e atingem o tamanho
adulto em poucos meses (Marchiori, 1996).

Além de sua importancia ecologica para o estuario, 0 camardo rosa F.
paulensis também é o mais importante recurso econdémico para a pesca da regido. A grande
variabilidade de sua safra, ocasionada por fatores ambientais, € responsavel por problemas
econdmicos e sociais junto a comunidade de pescadores que vive as margens do estuario
(D’Incao, 1991). E agravando ainda mais a situagéo, estudos desenvolvidos por Valentini
et al. (1991) concluiram que todo o recurso encontra-se sobrexplotado, sugerindo inclusive
um provavel colapso da pescaria. Em contrapartida, a aquacultura surge como uma nova
alternativa para a pescaria do camardo rosa na Lagoa dos Patos. Atualmente, a Estacdo
Marinha de Aquacultura (EMA) da Fundagdo Universidade do Rio Grande (FURG)
desenvolve estudos experimentais para o repovoamento do camardo no estuario, através da
liberacdo de juvenis de F. paulensis nas enseadas rasas do mesmo. Também estdo sendo
desenvolvidos estudos experimentais de cultivo de camardo rosa em cercados e gaiolas,
nas enseadas rasas do estuario. A longo prazo, com o aperfeicoamento da técnica, essa

tecnologia deve ser transferida para os pescadores artesanais da regido (Ferraz, 1997).

1.3 OBJETIVOS DO TRABALHO

Conforme os aspectos ressaltados na introducdo acima, o presente trabalho

objetiva:

— contribuir aos estudos existentes a respeito da cianobactéria txica M. aeruginosa e seu
papel ecoldgico no estuério da Lagoa dos Patos;

— verificar a toxicidade das floragdes de M. aeruginosa no estuario da Lagoa dos Patos
em diferentes periodos;

— avaliar o efeito da salinidade sobre a toxicidade de M. aeruginosa cultivada em
laboratdrio;

— determinar a toxicidade de M. aeruginosa sobre juvenis do camardo rosa F. paulensis.
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2 FLORACOES NOCIVAS DE Microcystis aeruginosa NO
ESTUARIO DA LAGOA DOS PATOS, RS: VERAO DE
1998

2.1 INTRODUCAO

Floragdes de cianobactérias toxicas tém sido registradas em ambientes de
agua doce, salobra e marinha em diversas partes do mundo (Codd, 1998). No estuario da
Lagoa dos Patos, diversas floragfes de M. aeruginosa (Figura 2.1) tém sido observadas nas
Gltimas duas décadas (Odebrecht et al., 1987; Yunes et al., 1996).

Figura 2.1 — Floragéo toxica de M. aeruginosa no estuario da Lagoa do Patos, RS.

O estuario compreende uma area de 971 km?, o que representa cerca de 10%
da area total da Lagoa do Patos (Asmus, 1997). Ecologicamente, ele é considerado um
grande bercério natural para o desenvolvimento de inimeras espécies limnicas e marinhas.
Ao longo de suas margens ha centros urbanos, rurais e industriais, que utilizam-se de suas

aguas para fins de recreagéo, pesca e navegacao, entre outros. Durante os meses de verdo e
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inicio de outono, uma combinacdo entre o balanco de nutrientes (razdo N/P préxima a
13:1) e os parametros fisicos da agua (temperaturas superiores a 20 °C, pH em torno de 8,0
e agua doce) podem ocasionar condi¢des ideais para o crescimento de M. aeruginosa nas

massas de &gua que atingem o estuério da Lagoa dos Patos (Yunes et al., 1998a).
2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Amostragem ambiental

Os testes de toxicidade das floracGes de M. aeruginosa no estuério da Lagoa
dos Patos foram feitos em 12 amostras coletadas entre janeiro e margo de 1998 (periodo de
verdo e inicio de outono). Estas amostras foram coletadas durante cruzeiros a bordo da
Lancha Larus da FURG, nas seguintes estagcBes ao longo do estuario: Feitoria, Farolete,
Séo Gongalo, Marambaia, Saco do Mendanha e Bdia do Casco Sogobrado (Figura 2.2). Em
cada local de amostragem foram feitos arrastos com rede de plancton (malha de 55 pum), os

quais forneceram material para os testes de toxicidade.

2.2.2 Processamento das amostras em laboratorio

Logo apds o retorno ao laboratério, todas as amostras foram armazenadas
em freezer a -25 °C. Conforme a disponibilidade elas foram preparadas para liofilizagdo
(Micromodulyo — Edwards) a -30 °C, sendo o material liofilizado acondicionado

novamente em freezer até a sua utilizacdo nos testes de toxicidade.

2.2.3 Preparo dos extratos para os testes de toxicidade

Para a execucdo dos testes de toxicidade foram preparados, a partir do
material liofilizado, extratos aquosos (concentrados) no mesmo meio de cultivo dos
organismos-teste (no caso, microcrustaceos do género Artemia).

A fim de promover o rompimento das células do material liofilizado, todos
os extratos sofreram trés sonificagcbes (High Intensity Ultrasonic Processor, 50 Watt
Model, 20 kHz) de um minuto cada — em baixa temperatura (inferior a 10 °C) -
intercaladas com ciclos de congelamento/descongelamento. Apds esse tratamento, oS
extratos foram centrifugados a aproximadamente 10000g durante 10 minutos, sendo o

sobrenadante removido e armazenado em freezer a -25 °C até sua utilizagéo nos testes.
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Figura 2.2 — Localizacdo das estagdes de amostragem ao longo do estuério da Lagoa dos Patos.

2.2.4 Testes de toxicidade com Artemia sp.

Para a execucdo dos testes de toxicidade foram eclodidos néauplios de
Artemia sp. (Prime Artemia Incorporated - Utah, USA) em laboratério. Para eclosdo, os
cistos foram colocados em frascos erlenmeyer com 100 ml de meio de cultivo (agua do
mar reconstituida em salinidade 33), conforme modelo proposto por Harwig & Scott
(1971). Os frascos foram mantidos por 24 horas em camara incubadora tipo DBO a
temperatura de 25 + 1 °C, luminosidade constante e sem aeragdo. Apds esse periodo, 0s
nauplios eclodidos foram transferidos para outro erlenmeyer com 100 ml de meio de
cultura (a fim de separéa-los dos cistos ndo eclodidos e das cascas dos cistos eclodidos),

onde permaneceram por mais 24 horas para aclimatagdo nas mesmas condi¢fes acima
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mencionadas. Terminado o periodo de aclimatacdo, os organismos (nduplios de Artemia
sp. 24 horas apo6s sua eclosdo) foram utilizados nos testes de toxicidade.

Nos testes, os nauplios de Artemia sp. foram expostos a oito concentracoes
crescentes de M. aeruginosa, obtidas de dilui¢Bes feitas a partir do extrato concentrado.
Em cada bateria, paralelamente aos testes das amostras ambientais, foi realizado um
controle, visando observar a sobrevivéncia dos nauplios nas condicGes de teste.

Todos os testes foram feitos em placas de poliestireno (com 96 pocos de 300
ul cada) previamente lavadas abundantemente em éagua corrente, 4gua destilada e agua
destilada e deionizada. Em cada poco-teste foram colocados em média 18 individuos (N =
408). Todos os testes das amostras ambientais foram realizados com trés réplicas para cada
concentracdo de exposi¢do dos organismos, enquanto o controle foi feito com 24 réplicas.
Os testes de toxicidade tiveram duracdo de 18 horas, depois das quais fez-se a contagem
dos individuos mortos sob microscopio estereoscopico. Como critério de mortalidade
usou-se a imobilidade dos nauplios durante aproximadamente 10 segundos. Apds essa
primeira contagem, todos os individuos foram mortos pela adi¢do de 100 ul de fenol 5%
(v/v) em cada poco-teste, sendo feita a contagem do total de organismos em cada réplica.
A partir dos resultados foram calculadas as CLso-18h de cada amostra, através do metodo
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Os valores de CLso-18h foram

expressos em miligramas de peso algaceo seco por mililitro de solugdo (mg-ml™ p. s.).

2.3 RESULTADOS

A toxicidade das amostras ambientais sobre os nauplios de Artemia sp. esta
representada na Tabela 2.1, que inclui as CLsp-18h de cada teste e seus respectivos
intervalos de confianga (95%). Os resultados dos testes de toxicidade apresentaram
variagdo da CLso-18h entre 0,71 mg-ml™ e 5,67 mg-ml™. Entre as doze amostras testadas,
dez (83,33%) resultaram em CLso-18h inferior a 3,00 mg-ml™. J& os controles realizados
em cada bateria de teste evidenciaram todos menos de 10% de mortes dos nauplios
expostos (Tabela 2.2). Esse resultado pode ser considerado satisfatorio, ndo invalidando os
testes (Salomon, 1996).
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Tabela 2.1 - Valores de CLg-18h (mg-ml™* p. s.) obtidos nos testes de toxicidade
realizados com as amostras ambientais coletadas no verdo de 1998.

AMOSTRA ESTACAO DE COLETA DATA CLsg-18h INTERVALO DE
(mg-miY) CONFIANCA (95%)
1 Feitoria 07/01/98 0,71 0,65-0,78
2 Séo Gongalo 07/01/98 5,67 5,04-6,37
3 Bdia do Casco Socobrado  08/01/98 2,36 1,63-3,41
4 Saco do Mendanha 08/01/98 3,36 2,98-3,78
5 Farolete 16/03/98 141 1,25-1,58
6 Feitoria 16/03/98 2,34 2,09-2,63
7 Marambaia 16/03/98 2,76 2,18-3,51
8 Séo Gongalo 16/03/98 0,76 0,54-1,07
9 Farolete 30/03/98 1,47 1,29-1,66
10 Feitoria 30/03/98 1,99 1,80-2,19
11 Marambaia 30/03/98 2,84 2,53-3,18
12 Séo Gongalo 30/03/98 1,58 1,45-1,72

Tabela 2.2 — Resultados do controle realizado em cada
bateria de teste e enumeracdo das respectivas amostras

testadas.
BATERIA DE AMOSTRAS CONTROLE
TESTE TESTADAS (% DE MORTOS)

| 1 3,93

1 3,7e8 2,87
i 9,10,11e12 8,66
v 2,4e6 9,72

Vv 5 3,81

2.4 DISCUSSAO

De acordo com a classificagdo proposta por Lawton et al. (1994) (Tabela
2.3), os resultados obtidos no verdo de 1998 apresentaram de média a alta toxicidade. Das
doze amostras testadas, seis (50%) tiveram CLso-18h inferior a 2 mg-ml™, o que representa

alta toxicidade. Enquanto as outras seis (50%) evidenciaram meédia toxicidade (entre 2 e 10
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mg-ml™), sendo que a amostra menos toxica resultou em uma CLso-18h de 5,67 mg-ml™
(Tabela 2.1).

Tabela 2.3 — Niveis de toxicidade de amostras contendo hepatotoxinas de
cianobactérias. Fonte: Lawton et al. (1994).

GRAU DE CAMUNDONGO Artemia sp. HPLC-DAD

TOXICIDADE  DLso-24h (mg-kg?) CLso-18h (mg-ml™)  (mg-g™?)

NAO TOXICO > 1000 > 30 <0,01
BAIXO > 500 < 1000 >10<30 >0,01<0,1
MEDIO > 100 <500 >2<10 >0,1<10
ALTO <100 <2 >1,0

Comparando-se os resultados deste trabalho (Tabela 2.1) com os resultados
obtidos por Salomon (1996) na Lagoa dos Patos (Tabela 2.4), pode-se observar que a
toxicidade das amostras de M. aeruginosa em 1998 apresenta-se superior. Analisando-se a
média das CLso-18h dos ultimos cinco anos (Tabela 2.5), o verdo de 1998 também
apresenta-se como o de mais alta toxicidade média, resultado que torna-se mais
significativo pelo elevado nimero de amostras testadas (N = 12).

A respeito da maior toxicidade das amostras de floragdo de M. aeruginosa
no verdo de 1998, em relacdo aos anos anteriores, deve-se ressaltar dois aspectos
importantes. Primeiro, o resultado das CLso-18h obtidas neste trabalho ndo significam que
as floragcBes de M. aeruginosa no estuério da Lagoa dos Patos no verdo de 1998 foram
mais toxicas que as floragdes dos cinco anos anteriores. Os valores de CLs-18h presentes
na Tabela 2.1 representam apenas a toxicidade de amostras pontuais coletadas no estuério,
refletindo as condigdes do ambiente naqueles instantes de tempo e espaco. Segundo, uma
possivel explicacdo para a maior toxicidade das amostras do verdo de 1998 € o fato de que
as floracOes deste ano possuiam menor biomassa que as floracdes de M. aeruginosa em
anos anteriores, no momento de coleta das amostras (Yunes', com. pessoal). Isso pode ser
melhor elucidado através da observacdo da curva de crescimento de espécies
fitoplanctonicas (Figura 2.3). Essa curva foi estabelecida em laboratério, mas pode ser
extrapolada para o desenvolvimento de floragbes no ambiente natural. Provavelmente,

amostras coletadas em maio de 1994, quando Yunes et al. (1996) encontraram valores de

! Dr. Jodo Sarkis Yunes. Fundacdo Universidade do Rio Grande, Departamento de Quimica, Unidade de
Pesquisas em Cianobactéria. Caixa Postal 474, Rio Grande, RS, Brasil, CEP: 96201-900. E-mail:
dgmsarks@super.furg.br
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clorofila a superiores a 9000 pg-1™* associados a baixos niveis de toxicidade no estuério,
estavam representando a fase estacionaria da floracdo, onde a taxa de diviséo das células é
igual a taxa de mortalidade das mesmas e as células rompidas liberam suas toxinas na
agua. Enquanto isso, as amostras coletadas em 1998, provavelmente, representavam o
inicio da fase exponencial das floragdes, quando elas ainda ndo sdo visiveis a olho na, as
células estdo no seu estado 6timo de metabolismo e todas as toxinas estdo presentes no
interior das células.
Tabela 2.4 — Toxicidade das floragcdes de M. aeruginosa na Lagoa dos Patos nos

periodos verao/outono 1993-1994, 1994-1995 e 1995-1996. Valores das CLs,-18h (em
testes com nauplios de Artemia sp.) e respectivos intervalos de confianga (95%).

ESTACAO DE COLETA DATA CLsg-18h INTERVALO DE

(mg-ml™)  CONFIANGA (95%)

Rio Grande Yacht Club 17/03/94 8,09 7,10-9,21
S&o Jose do Norte 17/03/94 4,44 3,88-5,09
Molhes da Barra (dentro do canal)  24/03/94 14,65 12,39-17,33
Clube de Regatas de Rio Grande 28/03/94 6,59 5,68-7,66
Ponte dos Franceses 28/03/94 6,06 5,32-6,90
Coroa dos Patos 24/05/94 43,96 37,35-51,75
Ilha da Torotama 24/05/94 7,74 6,70-8,94
Pelotas - Barra Falsa 24/05/94 41,85 32,46-53,95
Ponta da Feitoria 24/05/94 14,16 12,09-16,58
Porteiras 24/05/94 27,36 21,57-34,72
Proximo ao Canal de Sdo Gongalo  24/05/94 19,68 15,01-25,80
Praia do Cassino 26/05/94 6,79 5,72-8,05
Saco da Mangueira 10/06/94 21,91 17,87-26,86
Barra do Rio Grande 20/12/94 4,04 3,46-4,70
Marambaia 20/12/94 3,04 2,56-3,61
Rio Grande Yacht Club 20/12/94 4,60 4,01-5,29
Rio Grande Yacht Club 19/02/95 7,60 6,46-8,95
Banco Dona Maria 27/02/96 5,70 4,74-6,86
Farolete 27/02/96 9,14 7,85-10,64
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Os resultados observados na Lagoa dos Patos corroboram os estudos
promovidos por Park et al. (1998) em um lago supereutréfico no Japdo. Também Berg et
al. (1987), estudando in vitro os efeitos da degradacdo de floracBes tdxicas sobre a
qualidade de agua, afirmam que no inicio do desenvolvimento das floragbes as toxinas
concentram-se apenas dentro das células de M. aeruginosa. Com o passar do tempo e
inicio da decomposicdo das mesmas (rompimento celular), as toxinas passam a ser

liberadas na &gua, sendo em poucos dias degradadas pela flora bacteriana.

Tabela 2.5 — Toxicidade média das floracbes de M.
aeruginosa na Lagoa dos Patos nos ultimos cinco anos.
Valores médios de CLsp-18h (mg-ml™ p. s.) em testes com
nauplios de Artemia sp. e nUmero de amostras testadas em
cada periodo (N).

PERIODO DE MEDIA DAS AMOSTRAS

VERAO/OUTONO  CLso-18h (mg-ml™)  TESTADAS (N)

1993/1994 1718 13
1994/1995 4.82 4
1995/1996 742 2
1996/1997 - ;
1997/1998 227 12
A
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()]
g
S 2
0
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|
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Figura 2.3 — Curva de crescimento de fitoplancton estabelecida
em laboratdrio. As quatro fases de desenvolvimento sdo: fase
logaritmica (1), fase exponencial (2), fase estacionaria (3) e fase
de declinio ou morte (4).
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3 INFLUENCIA DA SALINIDADE SOBRE A TOXICIDADE

DE Microcystis aeruginosa

3.1 INTRODUCAO

O estuario da Lagoa dos Patos pode apresentar estratificacdo halina
acentuada ou moderada, alternando entre variagfes bruscas de salinidade e situacfes de
grande homogeneidade (Calliari, 1980). A hidrodindmica das aguas estuarinas é mais
intensa nos canais, sendo influenciada pelas interagdes entre os regimes pluviométrico e de
ventos, que alteram o nivel da lagoa definindo os regimes de enchente e vazante (Moller et
al., 1991).

A cianobactéria M. aeruginosa é uma espécie de agua doce que ja produziu
floragbes tOxicas nas aguas salobras do estuério (Yunes et al.,, 1996), alcancando-o
proveniente das massas de agua a montante da Lagoa dos Patos. Nele, as colonias de M.
aeruginosa entram em contato com a frente salina. Ainda ndo se conhece totalmente seus
mecanismos de tolerancia a gradientes de salinidade, devendo ser alvo de estudos mais
aprofundados. Fistarol (1997), atraveés de experimentos in vitro, concluiu que M.

aeruginosa pode crescer em meio com salinidade inferior a 2.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Cultivo de M. aeruginosa em laboratério

O material algaceo utilizado neste trabalho foi obtido de cultivos realizados
em laboratério por Fistarol (1997), que investigou a influéncia da salinidade sobre o
crescimento de M. aeruginosa. Os cultivos salinos dessa autora foram feitos a partir da
cepa Microcystis aeruginosa RST9501, isolada do estuario da Lagoa dos Patos e mantida
no banco de culturas da Unidade de Pesquisas em Cianobactéria (UPC) da FURG. Eles
foram realizados em meio BG11 com 8,8 mM de NaNO; (modificado de Rippka et al.,
1979) e mantidos em cadmara incubadora tipo DBO sob condic6es controladas (temperatura
de 28 + 1 °C, pH 8,0, luminosidade de aproximadamente 16 uE~m'2's'1, fotoperiodo de 12 h

claro/12 h escuro) e aeracao constante.
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Os cultivos foram divididos em dois experimentos. O primeiro foi feito com
as salinidades 0, 0,5 e 1,0, enquanto o segundo com 0, 0,25, 1,3 e 1,7. Em ambos, tomou-se
0 meio de cultura BG11 como controle, admitindo-o como salinidade 0. A partir disso,
adicionou-se sal marinho aos demais meios para ajusta-los aos intervalos de salinidade

listados acima.

3.2.2 Processamento das amostras

Terminados os experimentos, descritos mais detalhadamente em Fistarol
(1997), todas as amostras foram armazenadas em freezer a -25 °C. Conforme a
disponibilidade elas foram preparadas para liofilizagdo (Micromodulyo — Edwards) a -30
°C, sendo o material liofilizado acondicionado novamente em freezer até a sua utilizagdo

nos testes de toxicidade.

3.2.3 Preparo dos extratos para os testes de toxicidade

Para a execucdo dos testes de toxicidade foram preparados, a partir do
material liofilizado, extratos aquosos no mesmo meio de cultivo dos organismos-teste
(nduplios de Artemia sp.). Todos os extratos-mée foram preparados na concentracdo
estoque de 100 mg-ml™ de peso seco.

A fim de promover o rompimento das células do material liofilizado, os
extratos sofreram trés sonificacGes de quinze minutos cada, a baixa temperatura (inferior a
10 °C), em banho de ultrasom (Sonorex TK 30 — Bandelin Eletronic, Alemanha, 50 kHz),
intercaladas com ciclos de congelamento/descongelamento. Apds esse tratamento, oS
extratos foram centrifugados a aproximadamente 10000g durante 10 minutos, sendo o

sobrenadante removido e armazenado em freezer a -25 °C até sua utilizagéo nos testes.

3.2.4 Testes de toxicidade com Artemia sp.

Para a execucdo dos testes de toxicidade foram eclodidos cistos de Artemia
sp. (Prime Artemia Incorporated - Utah, USA) em laboratoério. Os cistos foram colocados
em frascos erlenmeyer com 100 ml de meio de cultivo (agua do mar reconstituida em
salinidade 33), conforme modelo proposto por Harwig & Scott (1971). Esses frascos foram

mantidos por 24 horas em camara incubadora tipo DBO a temperatura de 25 + 1 °C,
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luminosidade constante e sem aeracdo. Apos esse periodo, 0s nauplios eclodidos foram
transferidos para outro erlenmeyer com 100 ml de meio de cultura, onde permaneceram
por mais 24 horas para aclimatacdo. Estes organismos (nduplios de Artemia sp. 24 horas
apos sua eclosdo) foram utilizados nos testes de toxicidade.

Nos testes, os nduplios foram expostos a oito concentragfes crescentes de
M. aeruginosa diluidas com um fator de dilui¢cdo 0,5, a partir do extrato-mae. Assim, 0S
organismos foram expostos as seguintes concentracdes: 0,39, 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,50,
25,00 e 50,00 mg-ml™ de peso seco. Paralelamente aos testes realizou-se um controle, a
fim de observar-se as condigdes de teste para 0s organismos expostos.

Todos os testes foram feitos em placas de poliestireno (96 pogos-teste de
300 pl cada) previamente lavadas abundantemente em &gua corrente, agua destilada e agua
destilada e deionizada. Em cada poco-teste foram colocados em média 18 individuos (N =
216). Os testes dos cultivos salinos foram realizados com trés réplicas para cada
concentragdo de exposi¢do dos organismos, enquanto o controle foi feito com 24 réplicas.
O tempo de duracdo dos testes foi de 18 horas, depois das quais fez-se a contagem dos
individuos mortos sob microscopio estereoscopico. Como critério de mortalidade usou-se a
imobilidade dos nauplios durante aproximadamente 10 segundos. Apls essa primeira
contagem, todos os individuos foram mortos pela adicdo de 100 ul de fenol 5% (v/v) em
cada poco-teste, sendo feita a contagem do total de organismos em cada réplica. A partir
dos resultados foram calculadas as CLsg-18h de cada amostra, através do método Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Os valores de CLso-18h foram expressos em

miligramas de peso algéceo seco por mililitro de soluc&o (mg-ml™ p. s.).
3.2.5 Quantificacdo de proteinas nos cultivos salinos

No material liofilizado dos cultivos havia biomassa seca de M. aeruginosa e
diferentes quantidades de sal. Assim, a verdadeira CLso-18h provocada pelas toxinas
presentes na biomassa da cianobactéria ficou mascarada pelo peso do sal no material
liofilizado. A fim de eliminar a influéncia do sal no célculo das CLs,-18h do material seco
determinou-se seu teor de proteinas. Esta quantificacdo foi feita através de um método
microquantitativo, descrito por Bradford (1976). As amostras foram analisadas em

triplicata, utilizando-se sua média aritmética para calcular as CLsp-18h em termos de
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proteina. Os valores de CLsp-18h foram entdo expressos em microgramas de proteinas por

mililitro de soluco (ug-ml™ prot.).

3.3 RESULTADOS

Os controles dos testes resultaram em 1,35% e 2,19% de mortes,
respectivamente para o primeiro e o segundo experimentos (Tabela 3.1). Tais valores, que
encontram-se abaixo dos 10%, evidenciam as boas condi¢fes dos testes, tornando-os
validos (Salomon, 1996).

Tabela 3.1 — Resultados dos controles dos testes
de toxicidade com as amostras salinas.
Mortalidade em cada uma das baterias de teste
(experimentos I e 11).

CONTROLE (% DE MORTOS)

EXPERIMENTO | 1,35

EXPERIMENTO Il 2,19

Analisando-se as CLso-18h dos cultivos de salinidade O em cada
experimento, percebe-se claramente uma consideravel diferenca entre a toxicidade dos
mesmos: 16,49 mg-ml™ p. s. e 6,04 mg-mlI™ p. s. nos experimentos | e 11, respectivamente,
indicando uma diferenca superior a 100% entre eles. Ja a tendéncia dos testes é a mesma,
indicando uma gradativa diminuigdo da toxicidade de M. aeruginosa com o0 aumento da
salinidade nos meios de cultivo (Figura 3.1).

Com a eliminacéo da interferéncia do sal presente nos cultivos através da
determinacdo de proteinas, calculou-se as CLsp-18h das amostras em termos protéicos.
Feita a correcdo, a toxicidade de M. aeruginosa apresentou novas e coincidentes tendéncias
em ambos os testes (Figura 3.2). No experimento |, a cianobactéria apresentou uma maior
toxicidade na salinidade 0,5 (CLso-18h = 16,44 ug-ml™ prot.), contra valores de 30,01
ng-ml™ prot. e 28,72 pg-ml™* prot. nas salinidades 0 e 1,0, respectivamente. J& no
experimento |1, a toxicidade foi maior nas salinidades 0,25 (CLso-18h = 13,03 pg-ml™
prot.) e 1,3 (CLso-18h = 15,79 ug-ml™ prot.). Em contrapartida, a amostra do cultivo em
salinidade 1,7 (CLso-18h = 32,52 pg-ml™ prot.) foi consideravelmente menos téxica que a

amostra do cultivo em salinidade 0 (CLso-18h = 21,14 pg-ml™ prot.).
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Figura 3.1 — Variacdo da toxicidade (em peso seco) de M. aeruginosa em relacdo a salinidade
do meio de cultivo. As barras representam o intervalo de confianga (95%) em torno da média,
fornecido pelo programa Trimmed Spearman-Karber.
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Figura 3.2 — Variacdo da toxicidade de M. aeruginosa em relacdo a salinidade do meio de
cultivo, dada pelas CLs,-18h dos testes com Artemia sp. normalizados pelo teor de proteinas. As
barras representam o intervalo de confianca (95%).
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3.4 DISCUSSAO

Testes de toxicidade com Artemia sp. apresentam boa correlagéo entre a
quantidade de microcistinas e a mortalidade dos organismos expostos (Campbell et al.,
1994). Além disso sdo de baixo custo e relativamente faceis de proceder (Lawton et al.,
1994). Os resultados encontrados neste trabalho corroboram a literatura internacional
demonstrando que o uso de Artemia sp. também é vidvel para testes de amostras salinas de
floragdes, visto que o0 género Artemia sp. € capaz de viver em ambientes com salinidade até
300. Testes como os apresentados neste trabalho ndo poderiam ser feitos com
camundongos, por exemplo, visto que o sal das amostras tornar-se-ia um agente toxico,
juntamente com as toxinas de M. aeruginosa.

De acordo com a classificacdo proposta por Lawton et al. (1994), as
amostras dos cultivos em salinidade 0 apresentaram toxicidades baixa (CLsp-18h = 16,49
mg-ml* p. s.) e média (CLsp-18h = 6,04 mg-ml™ p. s.), respectivamente para 0s
experimentos | e Il. Pelo fato de mostrarem-se bastante diferentes, em termos de
toxicidade, ambos devem ser interpretados separadamente. Conforme corregédo apresentada
nos resultados deste trabalho (item 3.3), a variagcdo das CLso-18h serdo analisadas em
termos de proteinas, a fim de eliminar o peso do sal nas amostras liofilizadas (peso seco).

No intuito de normalizar os resultados dos dois experimentos, transformou-
se cada valor de CLsp-18h em termos percentuais da CLso-18h na salinidade O de seu
experimento. Os resultados dessa transformacgdo foram plotados na Figura 3.3, que
representa a variagcdo da CLsp-18h em relacdo a salinidade. Os dois parametros apresentam
uma correlagéo negativa (r = 0,84), ou seja, a toxicidade de M. aeruginosa diminui com o
aumento da salinidade. Em meio com salinidade 1,7, sua toxicidade chega a ser 1,5 vezes
menor do que em salinidade 0. Mas, ainda, € importante ressaltar que M. aeruginosa é
mais toxica nas primeiras salinidades do que na propria salinidade 0.

Fistarol (1997) encontrou boa tolerancia de M. aeruginosa para
crescimentos em baixa salinidade (0,25 e 0,5), que apresentaram taxas de crescimento
similares as observadas em salinidade 0. J& em salinidades superiores, a capacidade de
tolerancia ao sal dessa cianobactéria é cada vez menor. Desta maneira percebe-se que
pequenas quantidades de sal (inferiores a 1 g:I"') ndo influenciam consideravelmente o
crescimento de M. aeruginosa, porem ocasionam alguma modificacdo em seu metabolismo

que estimula a producéo de toxinas.
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Figura 3.3 — Variacdo da toxicidade de M. aeruginosa em relagdo a salinidade do meio de
cultivo. Normalizacdo de dados dos dois experimentos: razdo entre CLs-18h das amostras e
CLso-18h do cultivo em salinidade 0, de cada experimento.
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4 TOXICIDADE DE Microcystis aeruginosa SOBRE
JUVENIS DO CAMARAO ROSA Farfantepenaeus paulensis

4.1 INTRODUCAO

Existe um crescente interesse mundial em estudos sobre a importancia das
floragdes de algas téxicas e seus impactos na aquacultura (Rensel, 1995). Na regido
estuarina da Lagoa dos Patos ocorre o desenvolvimento de juvenis de Farfantepenaeus
paulensis Pérez-Farfante, 1967 (Crustacea: Decapoda), também conhecido como camardo
rosa. Esta espécie € economicamente importante para a pesca artesanal da regido,
principalmente nos meses de verdo, sendo também cultivada experimentalmente em

gaiolas e cercados nas enseadas rasas (Figura 4.1).

Figura 4.1 — Cultivos experimentais do camarao rosa F. paulensis em enseadas rasas na Ilha da
Torotama (estuério da Lagoa dos Patos). Cultivos feitos em cercado pela Estagdo Marinha de
Aquacultura (EMA) da FURG.

Nesse mesmo estuario, floragdes da cianobactéria M. aeruginosa tém sido
observadas nos meses de verdo e inicio de outono provenientes de regiGes a montante da

Lagoa dos Patos. Tais cianobactérias sao produtoras de toxinas (microcistinas), e tém sido
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largamente reportadas na literatura mundial devido a eventos de intoxicacdo e morte de
animais (Carmichael,1995).

42 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Cultivo de M. aeruginosa em laboratério

O material algaceo utilizado nos testes de toxicidade foi obtido a partir de
cultivos massivos em laboratério da cepa Microcystis aeruginosa RST9501, isolada do
estuario da Lagoa dos Patos. Tais cultivos foram feitos em meio BG11 com 8,8 mM de
NaNOj; (modificado de Rippka et al., 1979), e mantidos em cadmara incubadora tipo DBO
sob condicdes controladas (temperatura de 25 + 1 °C, luminosidade de aproximadamente
16 uE-m?s* e pH 8,0).

4.2.2 Processamento do material algdgeo dos cultivos

Terminados os cultivos, todo o material foi armazenado em freezer a -25 °C.
Conforme a disponibilidade ele foi preparado para liofilizagdo (Micromodulyo — Edwards)
a -30 °C, sendo o material seco acondicionado novamente em freezer até a sua utilizagdo
nos testes de toxicidade.

4.2.3 Obtencao dos juvenis de F. paulensis

A geragéo parental (matrizes) dos organismos usados no teste de toxicidade
é oriunda da populacdo adulta de F. paulensis que vive em Santa Catarina. A reproducgao
em cativeiro foi realizada na EMA-FURG, através de inducdo a maturagdo e desova das
matrizes. As larvas eclodidas foram cultivadas em tanques até atingirem a fase juvenil,
quando foram feitos os testes de toxicidade.

4.2.4 Preparo dos extratos de M. aeruginosa para os testes de toxicidade

O material liofilizado de M. aeruginosa foi diluido em agua do mar filtrada

(conforme procedimento adotado na EMA-FURG), resultando na concentracdo de 100
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mg-ml™. A fim de promover o rompimento das células e consequente liberacio das toxinas
na agua, esse extrato aquoso foi submetido a trés sonificagdes (High Intensity Ultrasonic
Processor, 50 Watt Model, 20 kHz) de trés minutos cada, a baixa temperatura (inferior a 10
°C), intercaladas com ciclos de congelamento/descongelamento. Apos isso, 0 extrato foi
centrifugado a aproximadamente 3500g durante 10 minutos para precipitacdo das células
rompidas. O sobrenadante foi retirado e armazenado em freezer a -25 °C até sua utilizagéo

nos testes.
4.25 Testes de toxicidade

No intuito de precisar a toxicidade de M. aeruginosa cultivada realizou-se
um teste padrdo com Artemia sp., conforme descrito em Yunes et al. (1996) e nos capitulos
2 e 3 deste trabalho.

O teste de toxicidade com juvenis de F. paulensis foi realizado nas mesmas
condicOes de cultivo (temperatura 24-26 °C, salinidade 25, fotoperiodo natural) em que os
organismos sdo criados na EMA-FURG. O tempo de duragdo do teste foi 24 horas, sendo
feito com aeragé@o constante, sem alimentacdo e utilizando organismos com comprimento
total médio de 3,76 cm (intervalo de confianca 95%: 3,56-3,93), segundo relacGes
biométricas encontradas por D’Incao & Calazans (1978).

Os testes foram feitos em frascos erlenmeyer (250 ml). Estes possuem a
boca estreita, o que diminui a probabilidade de fuga dos animais, que costumam dar saltos.
No teste, os organismos foram expostos a concentragbes de 1,5, 2,0, 2,5 e 3,5 mg-ml'l,
além do controle com agua do mar. Um total de quinze individuos foram expostos em cada
concentracdo, divididos em cinco réplicas com trés organismos cada. Terminado o periodo
de duracdo do teste procedeu-se a contagem dos mortos. As CLsy dos testes (Artemia sp. e
F. paulensis) foram calculadas através do método Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et
al., 1977), com os valores expressos em miligramas de peso algaceo seco por mililitro de

solugdo (mg-ml™ p. s.).

43 RESULTADOS

O teste de toxicidade padrdo, com Artemia sp., apresentou um controle com

3,08% de individuos mortos (Tabela 4.1). Tal porcentagem pode ser considerada normal,
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validando o teste (Salomon, 1996). A CLse-18h para Artemia sp. foi de 4,73 mg-ml*
(Tabela 4.2). Assim, essa amostra de M. aeruginosa é considerada de média toxicidade,

conforme classificagdo proposta por Lawton et al. (1994).

Tabela 4.1 — Resultados do teste de toxicidade com Artemia sp. para o
extrato de M. aeruginosa.

CONCENTRAGCAODE  ORGANISMOS ORGANISMOS ORGANISMOS

ExPOSICAO (mg-ml™)  EXPOSTOS MORTOS MORTOS (%)

Controle 427 12 3,08
0,39 60 1 1,67
0,78 54 0 0,00
1,56 54 3 4,88
3,13 41 8 18,47
6,25 40 26 64,62
12,50 45 45 100,00
25,00 49 49 100,00
50,00 45 45 100,00

Tabela 4.2 — Toxicidade do extrato de Microcystis aeruginosa
para Artemia sp. e juvenis de Farfantepenaeus paulensis. Valores
de CLsy e respectivos intervalos de confianca (95%). A
abreviatura “n. ¢.” representa um valor ndo calculavel pelo
programa Trimmed Spearman Karber.

ORGANISMO-TESTE CLso INTERVALO DE CONFIANGA
(mg-ml™) (95%)
Artemia sp. 4,73 (18h) 4,30-5,20
F. paulensis 2,96 (24h) n. c.

O teste de toxicidade com juvenis de F. paulensis também apresentou um
bom resultado no controle. A mortalidade de 13,33% (dois organismos) (Tabela 4.3) pode
ser considerada normal, visto que o teste foi procedido sem alimentagdo e os organismos
mortos encontravam-se sem 0s apéndices do cefalotérax e do abdome, tendo sido,
provavelmente, vitimas de canibalismo durante um periodo de muda (fato normal entre
juvenis dessa espécie). Ja 0s organismos mortos nas demais concentragdes nao
apresentavam tais caracteristicas. A CLso-24h do teste resultou em um valor de 2,96
mg-ml™* (Tabela 4.2).
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Tabela 4.3 — Resultados do teste de toxicidade com F. paulensis para o
extrato de M. aeruginosa.

CONCENTRACAODE  ORGANISMOS ORGANISMOS ORGANISMOS

ExPOSICAO (mg-ml™)  EXPOSTOS MORTOS MORTOS (%)
Controle 15 2 13,33
15 14 1 7,14
2,0 14 2 14,29
2,5 15 2 13,33
3,5 15 15 100,00

4.4 DISCUSSAO

A cianobactéria M. aeruginosa mostrou-se tdxica aos juvenis do camardo
rosa F. paulensis, apresentando uma CLsp-24h de 2,96 mg'ml'l. Enquanto isso, para
Artemia sp. a CLsp-18h foi de 4,73 mg-ml™ (Tabela 4.2), o que evidencia a média
toxicidade da amostra segundo proposta de Lawton et al. (1994).

DeMott et al. (1991) encontraram valores de CLso-48h (para microcistina-
LR) de 9,6, 11,6 e 21,4 ug-ml™* para Daphnia pulex, Daphnia hyalina e Daphnia pulicaria,
respectivamente. J& para o copépodo Diaptomus birgei, 0S mesmos autores encontraram
uma CLso-48h de 0,45 pg-ml™, o que evidencia uma grande variabilidade na sensibilidade
de microcrustaceos do mesmo género e entre grupos diferentes, em relagdo & microcistina-
LR. Salomon (1996) testou a toxicidade da toxina microcistina-LR em juvenis de F.
paulensis (de geracdo parental também proveniente do litoral de Santa Catarina)
encontrando uma CLs-48h de 2,25 ug-ml™, o que evidencia a sensibilidade dessa espécie a
toxina produzida por M. aeruginosa. Apesar do baixo valor, de acordo com proposta de
Christoffersen (1996), F. paulensis se enquadraria entre as espécies aquaticas mais
tolerantes & acdo das microcistinas (0,5-20,0 ug-ml™ toxina). O mesmo autor também
encontrou uma forte correlagdo (r = 0,90) entre biomassa de um organismo e sua
sensibilidade a toxina. Ecologicamente esse fato pode ser relevante, demonstrando que as
microcistinas sdo bastante potentes. Mas em termos de aquacultura essa proposta ndo pode
ser levada em consideracdo, pois niveis de toxicidade semelhantes a CLs, encontrada no
teste podem ser alcangados durante as floragoes.

Na literatura internacional ha alguns registros de efeitos de cianobactérias

toxicas sobre organismos cultivados em aquacultura. Bury et al. (1996) observaram que a
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truta marrom (Salmo trutta) responde fisiologicamente a presencga de celulas rompidas de
M. aeruginosa, apresentando sinais evidentes de estresse. JA Beveridge et al. (1993)
encontraram que a tilapia (Oreochromis niloticus) e a carpa prateada (Hypophthalmichthys
molitrix) podem diferenciar células de cepas toxicas e ndo toxicas de M. aeruginosa,
quando essas sdo oferecidas como alimento. Corroborando esses estudos, Tencalla et al.
(1994) e Rodger et al. (1994) associam mortalidades de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e truta marrom (Salmo trutta), respectivamente, a ingestdo de cianobactérias
hepatotdxicas. Da mesma maneira, Lightner (1978) associa grandes mortalidades de
camardo azul (Penaeus stylirostris) a ingestdo da cianobactéria Spirulina subsalsa,
presente em tanques de cultivo no México.

O presente estudo evidenciou a toxicidade aguda de M. aeruginosa ao
camardo rosa (F. paulensis). Os testes foram feitos sem alimentacdo, demonstrando que as
branquias também funcionam como uma via de entrada de toxinas no organismo de
espécies cultivadas na aquacultura. Os estudos anteriores abordam o trato digestivo como
via de entrada de toxinas no organismo. Comparando as duas formas de assimilacdo,
realmente via alimentacdo um individuo pode absorver maiores quantidades de toxina do
que via respiragdo, considerando um mesmo intervalo de tempo. Significativas quantidades
de toxinas podem se adsorver no alimento, passando através do epitélio intestinal e atuando
a nivel hepatico. Enquanto isso, via respiragdo as toxinas passam diretamente da &4gua para
o0 sistema circulatdrio através de difusdo, no epitélio branquial. Esse fato evidencia que,
mesmo em periodos de jejum, os juvenis do camardo rosa F. paulensis estdo absorvendo as

toxinas de M. aeruginosa presentes na agua.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Baseado na discussdo dos resultados deste trabalho pode-se fazer as
seguintes consideragdes:

— Floragbes toxicas de M. aeruginosa tém sido observadas nos ultimos cinco anos no
estudrio da Lagoa dos Patos. Tais floragcdes, de uma maneira geral, ttém apresentado
média a alta toxicidade. Até o momento ainda ndo foi registrado nenhum caso de
intoxicagdo de animais ou outros problemas envolvendo populagbes humanas da
regido. Mas as aguas do estudrio estdo sendo constantemente usadas para fins de
recreacdo e de pesca artesanal. Por estes motivos deve-se redobrar a atencdo em relacéo
ao risco oferecido pelas floragdes de M. aeruginosa, a fim de se evitar futuros
problemas.

— O estuario da Lagoa dos Patos possui grandes dimensdes (dezenas de milhas nauticas
em seu eixo principal). Em determinados periodos, suaves gradientes de salinidade
podem ser encontrados em suas aguas superficiais, indicando situagdes de
homogeneidade halina. Em testes de toxicidade, M. aeruginosa mostrou-se mais toxica
em pequenas salinidades (até 1,3) em seu meio de cultivo. Assim, floracbes de M.
aeruginosa que venham a se desenvolver no estuario em tais situacdes (por exemplo,
na regido da Feitoria — limite interior do estuario) podem ser mais tdxicas do que
aquelas que se desenvolvem no corpo central da Lagoa e atingem o estudrio em
situacOes de vazante.

— A toxicidade de M. aeruginosa sobre juvenis de F. paulensis (conforme resultados
encontrados neste trabalho) ndo corresponde a um risco direto dos organismos no
ambiente, pois no meio eles provavelmente teriam uma resposta comportamental de
fuga ou de enterramento, no caso de um eventual encontro. Além disso, as floragdes se
desenvolvem principalmente na superficie, enquanto os juvenis do camardo possuem
habitos demersais. Por outro lado, esses resultados servem de alerta ao risco toxico que
as floragdes de M. aeruginosa podem oferecer aos cultivos de camardo rosa em
ambiente natural, como 0s que estdo comecando a ocorrer no estudrio da Lagoa dos
Patos. As floragBes de M. aeruginosa ocorrem durante o verdo e inicio de outono,
coincidindo com o periodo de desenvolvimento dos juvenis de F. paulensis no estuério.
Dependendo do regime de ventos as floragdes podem se acumular nas margens das

enseadas rasas, oferecendo perigo aos cultivos. Principalmente aqueles em estruturas
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de gaiola flutuante (Figura 5.1), onde os organismos sdo cultivados proximo a

superficie e ndo tém acesso a um substrato que permita seu enterramento.

Figura 5.1 — Cultivos experimentais do camardo rosa Farfantepenaeus paulensis em enseadas
rasas no estuario da Lagoa dos Patos. Cultivos feitos em gaiolas flutuantes pela Estacdo
Marinha de Aquacultura (EMA) da FURG.
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ANEXO 1

PLANILHAS DOS TESTES DE TOXICIDADE DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

BATERIA DE TESTE |

CONTROLE
REPLICAS1 A8 REPLICAS9 A 16 REPLICAS 17 A 24
MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
1 22 0 23 1 22
0 24 1 23 1 18
0 22 0 19 1 21
2 24 1 23 1 18
0 14 0 12 1 17
2 19 3 21 1 20
0 20 1 18 0 19
0 25 1 15 1 23
AMOSTRA 1 - FEITORIA (07/01/98)
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA |1 REPLICA Il
(mg-ml'l) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 1 16 0 13 4 16
0,78 13 21 7 15 11 17
1,56 22 22 13 13 18 20
3,13 22 22 18 18 17 17
6,25 18 18 14 14 11 11
12,50 16 16 15 15 13 13
25,00 10 10 20 20 14 14
50,00 10 10 19 19 18 18
BATERIA DE TESTE |l
CONTROLE
REPLICAS1 A8 REPLICAS9 A 16 REPLICAS 17 A 24
MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0 18 1 22 1 18
1 23 1 15 0 16
1 18 0 15 0 12
0 16 0 23 0 12
1 17 0 16 0 16
1 13 3 15 0 11
2 23 0 13 0 14
0 17 0 21 0 12

AMOSTRA 3 - BOIA DO CASCO SOCOBRADO (08/01/98)

CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA Il REPLICA Il
(mg:ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL
0,39 2 11 6 13 5 13
0,78 5 15 5 16 6 15
1,56 4 11 7 15 10 23
3,13 4 11 7 13 6 10
6,25 13 18 12 14 20 23
12,50 17 17 13 14 17 18
25,00 22 22 15 15 13 13

50,00 18 18 16 16 16 16




ANEXO 1

AMOSTRA 7 - MARAMBAIA (16/03/98)

CONCENTRAGAO REPLICA | REPLICA I REPLICA I
(mg-ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL
0,39 2 12 4 14 3 10
0,78 7 14 3 9 7 12
1,56 1 16 4 20 3 13
3,13 4 11 5 8 5 16
6,25 11 12 6 9 8 9
12,50 19 19 18 18 22 22
25,00 21 21 15 15 13 13
50,00 17 17 14 14 11 11

AMOSTRA 8 - SAO GONCALO (16/03/98)

CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA Il REPLICA III
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 7 23 5 13 8 16
0,78 8 14 6 19 8 15
1,56 18 23 23 26 13 20
3,13 11 11 18 18 15 15
6,25 18 18 14 14 20 20
12,50 15 15 14 14 20 20
25,00 11 11 13 13 18 18
50,00 17 17 20 20 12 12

BATERIA DE TESTE ||

CONTROLE
REPLICAS 1A 8 REPLICAS 9 A 16 REPLICAS 17 A 24
MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL

2 22 1 15 2 15

1 18 3 13 2 11

1 13 3 17 1 10

1 13 1 15 0 13

1 16 0 10 1 11

0 15 1 10 1 15

0 16 2 18 3 19

1 14 1 14 1 11

AMOSTRA 9 - FAROLETE (30/03/98)

CONCENTRAGAO REPLICA | REPLICA I REPLICA I
(mg-ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL

0,39 5 27 3 20 1 23
0,78 3 15 3 16 3 13
1,56 7 18 7 18 10 17
3,13 20 24 16 16 17 18
6,25 16 16 16 16 23 24
12,50 15 15 15 15 22 22
25,00 15 15 14 14 20 20
50,00 24 24 25 25 21 21
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ANEXO 1

AMOSTRA 10 — FEITORIA (30/03/98)

CONCENTRAGAO REPLICA | REPLICA I REPLICA I
(mg-ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL
0,39 1 15 4 13 1 17
0,78 2 16 3 19 0 17
1,56 5 16 6 18 3 18
3,13 12 14 12 16 8 9
6,25 15 15 16 16 18 18
12,50 21 21 16 16 17 17
25,00 13 13 20 20 16 16
50,00 14 14 16 16 13 13

AMOSTRA 11 - MARAMBAIA (30/03/98)

CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA Il REPLICA III
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 2 20 0 16 3 22
0,78 0 10 3 16 3 20
1,56 1 18 3 12 1 16
3,13 7 15 10 20 10 16
6,25 15 15 21 24 13 13
12,50 20 20 22 22 13 13
25,00 12 12 15 15 19 19
50,00 20 20 12 12 11 11

AMOSTRA 12 — SAO GONCALO (30/03/98)

CONCENTRACAO REPLICA | REPLICAII REPLICA 111
(mg-ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL
0,39 1 24 0 14 0 15
0,78 0 14 2 18 2 14
1,56 5 17 9 12 7 21
3,13 16 18 12 13 15 15
6,25 15 15 21 21 19 19
12,50 13 13 16 16 16 16
25,00 20 20 23 23 24 24
50,00 27 27 18 18 15 15

BATERIA DE TESTE IV

CONTROLE
REPLICAS1 A8 REPLICAS9 A 16 REPLICAS 17 A 24
MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
2 8 0 15 2 24
3 27 0 9 2 9
2 18 5 28 1 8
0 29 1 21 4 18
3 83 2 27 3 23
2 96 2 25 1 11
1 44 0 19 1 15
4 39 6 38 1 5
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ANEXO 1

AMOSTRA 2 - SAO GONCALO (07/01/98)

CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA |1 REPLICA III
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,20 4 31 1 13 3 12
0,39 1 24 1 12 3 28
0,78 4 30 0 19 7 20
1,56 1 16 1 22 0 20
3,13 3 21 5 15 1 18
6,25 14 21 15 26 9 25
12,50 16 17 16 18 18 20
25,00 18 18 16 16 12 12
AMOSTRA 4 - SACO DO MENDANHA (08/01/98)
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA Il REPLICA III
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,20 0 10 1 20 1 13
0,39 2 20 0 10 1 12
0,78 2 18 3 16 0 21
1,56 4 14 1 15 2 15
3,13 9 21 3 12 5 22
6,25 16 18 13 18 16 17
12,50 18 18 14 14 11 11
25,00 13 13 18 18 11 11
AMOSTRA 6 — FEITORIA (16/03/98)
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA |1 REPLICA III
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,20 1 16 1 16 1 18
0,39 0 14 2 19 2 15
0,78 2 19 2 14 2 10
1,56 0 16 4 11 0 16
3,13 6 15 7 9 12 14
6,25 22 22 11 11 19 20
12,50 13 13 14 14 14 14
25,00 9 9 9 9 19 19

BATERIA DE TESTE V

CONTROLE
REPLICAS1 A8 REPLICAS9 A 16 REPLICAS 17 A 24
MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
1 18 1 25 0 31
2 29 0 14 0 29
1 24 0 18 0 17
0 26 2 23 1 22
2 26 2 20 0 14
1 20 1 17 1 14
0 15 1 25 1 24
0 21 1 17 1 13
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ANEXO 1

AMOSTRA 5 - FAROLETE (16/03/98)

CONCENTRAGAO REPLICA | REPLICA I REPLICA I
(mg-ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL
0,10 2 19 4 15 2 15
0,20 1 21 1 19 2 16
0,39 1 27 0 17 3 29
0,78 5 19 0 22 3 17
1,56 11 14 14 21 9 29
3,13 23 24 12 17 23 24
6,25 27 30 16 16 14 14
12,50 21 21 22 22 16 16
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ANEXO 2

PLANILHAS DOS TESTES DE TOXICIDADE DAS AMOSTRAS SALINAS

EXPERIMENTO |

CONTROLE
REPLICAS1 A8 REPLICAS9 A 16 REPLICAS 17 A 24
MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0 14 2 19 0 10
0 11 0 21 0 12
1 20 1 20 0 21
1 13 0 24 0 15
0 14 0 18 0 16
0 23 0 13 0 13
0 14 0 20 0 16
1 24 0 16 0 16
Microcystis aeruginosa RST9501 — SALINIDADE 0
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA II REPLICA 111
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 0 15 0 27 0 25
0,78 1 13 0 12 0 15
1,56 1 12 0 13 0 16
3,13 1 15 0 16 2 18
6,25 0 14 1 13 1 17
12,50 3 14 1 14 7 26
25,00 11 15 10 20 15 15
50,00 18 18 22 22 18 18
Microcystis aeruginosa RST9501 — SALINIDADE 0,5
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA 11 REPLICA III
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 1 20 0 16 6 19
0,78 3 12 0 15 1 21
1,56 0 20 0 22 0 22
3,13 0 17 1 22 2 16
6,25 1 17 0 18 3 11
12,50 4 16 3 21 2 14
25,00 19 22 11 11 9 16
50,00 12 12 21 21 14 14
Microcystis aeruginosa RST9501 — SALINIDADE 1,0
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA II REPLICA 111
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 0 24 0 14 0 20
0,78 0 18 0 21 0 14
1,56 1 15 0 23 0 13
3,13 0 23 0 26 0 20
6,25 2 18 0 16 0 15
12,50 0 16 0 18 0 14
25,00 4 26 0 26 1 20
50,00 14 15 13 20 13 14




ANEXO 2

EXPERIMENTO Il

CONTROLE
REPLICAS1A8 REPLICAS9 A 16 REPLICAS 17 A 24
MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
3 24 1 27 1 21
0 15 0 26 0 16
0 14 0 25 0 20
2 17 0 32 0 20
0 23 0 21 0 18
3 19 0 19 0 13
0 18 0 15 0 17
1 25 0 19 0 20
Microcystis aeruginosa RST9501 — SALINIDADE 0
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA 11 REPLICA III
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 0 30 0 35 0 28
0,78 0 37 0 21 0 14
1,56 1 19 0 22 1 28
3,13 2 32 2 34 1 27
6,25 17 26 17 38 7 14
12,50 25 28 17 17 25 27
25,00 18 18 20 20 16 16
50,00 24 24 24 24 17 17
Microcystis aeruginosa RST9501 — SALINIDADE 0,25
CONCENTRAGAO REPLICA | REPLICA I REPLICA 111
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 0 18 1 22 0 21
0,78 0 25 1 19 0 24
1,56 1 19 0 34 1 23
3,13 0 16 1 21 2 26
6,25 2 17 6 22 9 21
12,50 13 16 11 16 16 20
25,00 13 13 22 22 15 15
50,00 13 13 21 21 14 14
Microcystis aeruginosa RST9501 — SALINIDADE 1,3
CONCENTRACAO REPLICA | REPLICA Il REPLICA Il
(mg-ml™) MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL
0,39 1 24 0 27 0 22
0,78 0 16 0 18 1 18
1,56 1 15 0 17 0 15
3,13 0 15 0 15 0 22
6,25 0 15 1 19 0 12
12,50 4 18 4 20 3 17
25,00 26 26 13 13 19 19
50,00 15 15 25 25 16 16
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ANEXO 2

Microcystis aeruginosa RST9501 — SALINIDADE 1,7

CONCENTRAGAO REPLICA | REPLICA Il REPLICA 11
(mg-ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL
0,39 0 20 1 21 0 12
0,78 0 7 0 14 0 11
1,56 0 11 0 16 0 10
3,13 0 10 2 9 0 9
6,25 0 12 0 13 0 11
12,50 0 15 1 11 0 12
25,00 3 13 2 13 1 13
50,00 7 11 4 6 7 9
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ANEXO 3

PLANILHAS DOS TESTES DE TOXICIDADE ENVOLVENDO O CAMARAO ROSA

CONTROLE — Artemia sp.

REPLICAS1 A8

REPLICAS9 A 16

REPLICAS 17 A 24

MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL

1 21 0 22 0 21

0 26 1 19 1 16

1 19 0 11 0 15

0 29 0 20 1 24

0 14 1 11 1 19

0 15 1 16 1 20

1 12 0 17 0 11

0 19 1 19 1 11

Microcystis aeruginosa RST9501 — teste com Artemia sp.
CONCENTRAGAO REPLICA | REPLICA Il REPLICA I
(mg-ml™) MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL  MORTOS  TOTAL

0,39 1 20 0 24 0 16
0,78 0 20 0 12 0 22
1,56 0 14 1 18 2 22
3,13 3 17 1 9 4 15
6,25 8 12 7 13 11 15
12,50 16 16 13 13 16 16
25,00 13 13 15 15 21 21
50,00 11 11 19 19 15 15

Microcystis aeruginosa RST9501 — teste com Farfantepenaeus paulensis

CONCENTRACAO

(mg-ml*)

REPLICA |

REPLICAII

REPLICA I1

REPLICA IV

REPLICA V

MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL MORTOS TOTAL

controle
15
2,0
2,5
3,5
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