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RESUMO

Reservatdrios tropicais, em geral, sdo suscetiveis ao processo de eutrofizagdo artificial, devido
aos seus multiplos usos. Além disso, as mudangas climaticas influenciam os regimes de
precipitagdo, afetando a hidrologia destes ecossistemas, alterando vazao, tempo de retengao,
promovendo estratificacdo da coluna da 4gua, favorecendo o aporte de efluentes e processos
de lixiviacdo. Assim, a produtividade primaria ¢ diretamente influenciada, devido a estas
alteracdes na composicdo da comunidade fitoplanctonica, as quais estdo relacionadas a
sensibilidade e tolerancias ambientais que as espécies de fitoplancton possuem. Uma forma de
analisar a resposta destes organismos a alteracdes ambientais ¢ por meio da aplicagdo dos
grupos funcionais, que consiste em agrupar espécies com as mesmas caracteristicas
ecofisioldgicas, e que respondem de maneira similar as alteracdes das condigdes ambientais.
Em ambientes eutrofizados, ¢ comum que cianobactérias sejam dominantes, devido as suas
adaptagdes ecofisiologicas relatadas em diversos estudos no Brasil e no mundo. O
reservatorio de Itupararanga, responsavel pelo abastecimento de grande parte da cidade de
Sorocaba e regido, foi avaliado como eutrofico e supereutréfico em estudos recentes. No
presente estudo, dentre os organismos fitoplanctonicos analisados, foi observada a
dominancia da cianobactéria Raphidiopsis raciborskii. No periodo chuvoso, porém, a
biomassa de R. racibosrkii diminuiu drasticamente, sugerindo sensibilidade da espécie a
estratificacdo térmica da coluna da agua, que ocorreu neste periodo. Contudo, quando houve
a diminui¢do da biomassa de R. raciborskii, foi observada alternancia na ocorréncia de outras
espécies potencialmente toxicas como Aphanizomenon gracile € Dolichospermum spp. Esta
resposta foi mais evidente na regido fluvial do reservatorio, a qual € a mais afetada pelo aporte
de efluentes domésticos. A presenca de cianotoxinas (saxitoxinas e microcistinas) foi
analisada, de modo que as concentracdes de saxitoxina foram relativamente maiores em
comparagdo com as microcistinas, porém ambas estiveram abaixo dos limites determinados
pela legislacdo. Nao foi observada correlacdo significativa entre os teores de saxitoxina e a
biomassa de R. raciborskii, o que sugere que possa haver alternancia entre o desenvolvimento
de cepas toxicas e ndo toxicas no reservatorio, ou ainda, que a saxitoxina seja liberada em
condigdes de estresse, ja que os maiores teores foram observados no periodo chuvoso, quando
a biomassa de R. raciborskii foi menor. Ainda que a saxitoxina tenha sido encontrada em
baixas concentracdes, esta toxina foi identificada em todas as cinco campanhas realizadas
entre os anos de 2016 e 2017, evidenciando sua permanéncia constante no reservatorio. Neste
sentido, ensaios ecotoxicoldgicos foram elaborados com a finalidade de avaliar a toxicidade
da saxitoxina em uma espécie nativa de quironomideo, utilizando as concentragdes proximas
as ambientais identificadas para o reservatorio. A hipotese inicial do estudo foi confirmada,
ainda que as concentragdes de saxitoxina testadas estejam dentro dos parametros
estabelecidos pela legislacdo, a exposi¢ao cronica a baixos teores de saxitoxina foi capaz de
causar danos aos organismos.

Palavras chave: eutrofizagdo, cianobactérias, cianotoxinas, saxitoxina, toxicidade



ABSTRACT

Tropical reservoirs, in general, are susceptible to the process of artificial eutrophication, due
to their multiple uses. In addition, climate change influences precipitation regimes, affecting
the hydrology of these ecosystems, changing flow, retention time, promoting stratification of
the water column, favoring the increase of effluents and leaching processes. Thus, the primary
productivity is directly influenced, due changes in the composition of the phytoplankton
community related to the sensitivity and environmental tolerances of phytoplankton species.
The analysis of the response of these organisms to environmental changes can be through the
application of functional groups, which consists of grouping species with the same
ecophysiological characteristics, which respond in a similar way to changes in environmental
conditions. The dominance of cyanobacteria in eutrophic environments is common, due to
their ecophysiological adaptations reported in several studies in Brazil and worldwide. The
Itupararanga reservoir is responsible for supplying much of the city of Sorocaba and region,
however, it has been assessed as eutrophic and super eutrophic in recent studies. In addition,
in the present study, the dominance of the cyanobacterium Raphidiopsis raciborskii was
observed among the analyzed phytoplanktonic organisms and the biomass values were higher
in the dry season. However, in the rainy season the R. raciborskii biomass decreases
significantly, suggesting sensitivity of the species to the thermal stratification of the water
column that occurred during this period. On the other hand, when there was a decrease in the
biomass of R. raciborskii, alternation was observed in the occurrence of other potentially
toxic species such as Aphanizomenon gracile and Dolichospermum spp. This response was
more evident in the fluvial region of the reservoir, where the discharge of domestic effluents
is intense. The presence of cyanotoxins (saxitoxins and microcystins) was analyzed and the
concentrations of saxitoxin were relatively higher compared to microcystins, but both were
below the limits determined by legislation. There was no significant correlation between the
levels of saxitoxin and the biomass of R. raciborskii, which suggests that there may be an
alternation between the development of toxic and non-toxic strains in the reservoir, or even
that the saxitoxin is released under stress conditions, since the highest levels were observed in
the rainy season, when the biomass of R. raciborskii was lower. Although saxitoxin was
found in low concentrations, this toxin was identified in all five campaigns carried out
between the years 2016 and 2017, showing its constant permanence in the reservoir. Thus,
ecotoxicological tests were developed with the objective of evaluating the toxicity of
saxitoxin in a native species of chironomid, using the environmental concentrations identified
in the Itupararanga reservoir. The initial hypothesis of the study was confirmed, although the
concentrations of saxitoxin tested are within the parameters established by the legislation, the
chronic exposure to low levels of saxitoxin was capable of causing damage to the organisms.

Keywords: eutrophication, cyanobacteria, cyanotoxins, saxitoxin, toxicity
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APRESENTACAO

Em geral, reservatorios brasileiros possuem aspectos alterados em relagdo ao bom
estado ecologico o qual, em tese, deveria caracteriza-los (TANIWAKI et al 2013,
CARDOSO-SILVA et al. 2015, BEGHELLI et al. 2016). A problematica gerada por conta da
ocupag¢ao desordenada no entorno destes ambientes tem reduzido a area de vegetagdo ciliar e,
em muitos locais, o cultivo de hortalicas, pastagens, condominios, chacaras, substituiram esta
area de protecao natural (TANIWAKI et al 2013, FRASCARELI et al. 2015, , ROSA et al.
2015). Todos estes fatores caracterizam uma alta pressdo antrdpica, a qual os reservatdrios
estdo condicionados, devido a sua utilizagdo para diversas finalidades.

Neste contexto, a alteracdo da qualidade da dgua ¢ um problema recorrente, ja que os
teores de nutrientes e outras varidveis fisico-quimicas estdo vulneraveis a frequentes
mudancas ambientais propiciando, inclusive, condig¢des favoraveis a ocorréncia de floragdes
fitoplanctonicas (MOSCHINI-CARLOS et al. 2010, RODRIGUES, SANT’ANNA e TUCCI,
2010, ESTEVES 2011, CUNHA & CALIJURI 2011a, NISHIMURA et al. 2014, POMPEO et
al. 2015). Além disso, nestes sistemas, ha uma marcada heterogeneidade espacial na
produtividade fitoplanctonica devido aos gradientes longitudinais da morfologia da bacia,
velocidade de fluxo, tempo de residéncia, sélidos em suspensdo, luz e disponibilidade de
nutrientes (KIMMEL et al., 1990; THORTON, 1990, NISHIMURA et al. 2014,
FRASCARELI et al. 2015, POMPEO et al. 2015).

Diante de tais processos, existem ainda os fatores climéticos os quais exercem,
também, grande influéncia na dindmica dos reservatorios e, consequentemente, na
comunidade fitoplanctonica, como estratificagdo da coluna da dgua, regime de precipitagdo e
variagOes extremas de temperatura (PAERL E PAUL, 2012, VISSER et al. 2016, SANTOSO
et al. 2017, HUISMAN et al. 2018). Adicionalmente, a elevagdo da temperatura global e
periodos de estiagem cada vez mais intensos proporcionam condi¢des favoraveis para o
crescimento do fitoplancton, inclusive de cianobactérias, impulsionando floragdes toxicas
(MOLICA et al. 2002, O’NEILL et al. 2012, PAERL & PAUL, 2012, BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al. 2014, MOSCHINI-CARLOS et al. 2017, PEDROSA et al. 2020).

Paralelamente, o fendmeno da eutrofizagdo ¢ uma ameaca potencial aos mananciais,
pois, pode estar associado ao aumento exponencial da biomassa fitoplanctonica, em geral,
dominada por espécies de cianobactérias potencialmente toxicas, elevando a concentragdo de
cianotoxinas no ambiente (MOSCHINI-CARLOS et al. 2009, BITTENCOURT-OLIVEIRA
et al. 2014, NISHIMURA et al. 2014). Além disso, os efeitos das mudangas climaticas,

relacionados ao grupo das cianobactérias, sdo ainda mais preocupantes devido as
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caracteristicas fisioldgicas, morfoldgicas e ecologicas destes organismos; as quais
representam grande vantagem adaptativa a, por exemplo, alteragcdes abruptas de luminosidade,
turbuléncia e teores de nutrientes (MISCHIKE, 2003, PICCINI et al. 2011, MEREL et al.
2013, BURFORD et al. 2016, HUISMAN et al. 2018).

Visser et al. (2016) comentam a respeito das adaptagdes que algumas cianobactérias
possuem, as quais permitem sua abundancia, mesmo em ambientes estratificados ou em
condigdes restritivas, como a presenca de aerdtopos em organismos dos géneros
Aphanizomenon, Dolichospermum e Cillindrospermopsis. Tais adaptacdes, sensibilidades e
tolerancias, destes e de outros organismos fitoplanctonicos foram descritos por Reynolds et al.
(2002) e Padisék et al. (2009), segundo a abordagem de grupos funcionais (GF). Segundo este
conceito, o ambiente acaba segregando espécies menos adaptadas daquelas com adaptagdes e
atributos que as permitem sobreviver (NISHIMURA et al. 2015). Consequentemente, as
espécies mais adaptadas sdo mais propensas a crescer e contribuir para uma maior fragdo da
biomassa da comunidade, caracterizadas como espécies dominantes (REYNOLDS, 2006).

No Brasil e no mundo, diversos estudos relatam a problematica das cianobactérias e
cianotoxinas em reservatorios de abastecimento publico, na maior parte das vezes estes
ambientes encontram-se artificialmente eutrofizados. Além do aspecto ecologico abordado
nestes estudos, enfatiza-se também o problema que ele representa para a saude publica, pois
sdo estes lagos que temos como fonte de agua potavel. Neste sentido, estudar as alteracdes as
quais estes ambientes estdo expostos permite conhecer as caracteristicas particulares destes
ambientes, sua biota e os possiveis danos aos quais possa estar exposta, consequentemente, 0s
efeitos destas interacdes na saide humana (CHORUS & BARTRAM 1999, CARMICHAEL
2001, ALI et al. 2002, PEDROSA et al. 2020). Desta forma, ¢ possivel contribuir para mitigar
tendéncias referentes a deterioracdo da qualidade dos ecossistema aquaticos, bem como,
embasar agdes de prevencdo e correcao que diminuam custos de tratamentos futuros, gerados
por conta de episddios frequentes de eutrofizagdo e ocorréncia de cianobactérias

potencialmente toxicas (MOWE et al. 2015).

Neste contexto, os capitulos apresentados na sequéncia deste documento foram

produzidos apartir dos seguintes objetivos centrais do presente trabalho:

e Caracterizar a comunidade fitoplanctonica no reservatorio de Itupararanga,
quantitativa e qualitativamente e identificar os principais fatores ambientais

relacionados a estes organismos. (Capitulo 1)
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e Identificar os grupos funcionais fitoplanctonicos presentes no reservatorio e avaliar
os padrdes de ocorréncia dos grupos mais representativos. (Capitulo 1)

e Analisar a ocorréncia de cianobactérias no reservatdrio, bem como, investigar a
relacdo entre a biomassa destes organismos e a presenca de cianotoxinas (Saxitoxina
e Microcistina). (Capitulo 2 — Artigo publicado na Environmental Science and
Pollution Research)

e Avaliar os efeitos da Saxitoxina em larvas de Chironomus sancticaroli, por meio de

ensaios ecotoxicologicos. (Capitulo 3)
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CAPITULO 1- EFEITO DAS VARIAVEIS AMBIENTAIS NA COMPOSICAO E NA
DIVERSIDADE FUNCIONAL DA COMUNIDADE FITOPLANCTONICA

1 INTRODUCAO

Reservatorios tropicais em geral estdo constantemente vulnerdveis a impactos
negativos devido aos multiplos usos a que se destinam , tais como a geracao de energia, lazer
e abastecimento publico (ESTEVES, 2011, TANIWAKI et al. 2013). Muitas vezes a
ocupacdo desordenada do entorno destes ambientes ¢ um dos fatores que potencializam
condi¢des de degradacdo da qualidade da éagua, favorecendo o processo de eutrofizacao
(CUNHA et al. 2013, TANIWAKI et al. 2013, MELO et al. 2019). Ambientes com elevados
graus de eutrofizagdo sao relatados principalmente proximos a centros urbanos, nestas regides
¢ comum, por exemplo o relato de aporte de efluentes domésticos (MOSCHINI-CARLOS et
al. 2009; MOSCHINI-CARLOS et al. 2010; CUNHA & CALIJURI 2011a, NISHIMURA et
al 2014, MACHADO et al. 2016). Entretanto, a eutrofizacdo artificial ndo ¢ um processo
intrinseco a expansdo urbanistica, visto que usos voltados a atividades agropastoris também
constituem impactos igualmente danosos aos mananciais (TANIWAKI et al. 2013,
BEGHELLI et al. 2016, MELO et al. 2019).

Além de estarem sujeitos a eutrofizagdo, os reservatdrios exibem uma marcada
heterogeneidade espacial e sazonal, relativas a variacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas
(ESTEVES 2011, NISHIMURA et al. 2014, FRASCARELI et al. 2015, POMPEO et al.
2015). A heterogeneidade espacial esta relacionada a compartimentalizagao destes ambientes
devido a alteragdes no fluxo, turbuléncia, e tempo de retengdo, constituindo a zona fluvial,
intermediaria e lacustre do reservatério (THORNTON et al. 1990). Devido a estas
caracteristicas, observa-se um gradiente nos teores de nutrientes e outras varidveis fisico-
quimicas (tais como: turbidez, materia oganica, sélidos em suspensao), de modo que a zona
fluvial € comumente caracterizada pela predomindncia de elementos organicos, como
resultado da contribuicao de rios tributérios, por alta turbidez e baixa disponibilidade de luz
(CUNHA & CALIJURI 2011a). Na zona intermediaria, em geral, sdo identificadas condi¢des
ideais para producdo primaria, devido a disponibilidade de luz e nutrientes. Porém, na regido
da barragem, embora a diponibilidade de luz seja alta, os teores de nutrientes sdo reduzidos
(THORNTON et al. 1990).

Por outro lado, a variacdo sazonal configura efeitos relativos as condi¢des climaticas
as quais o reservatorio estd exposto, como regime de precipitagdo, temperatura, radiacdo

solar, ventos; cujos efeitos repercutem de maneira generalizada sobre a homeostasia do
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reservatorio (ESTEVES 2011). Uma das consequéncias mais discutidas, do ponto de vista
ecoldgico, ¢ a estratificacdo da coluna d’4gua, seja térmica ou quimica. Seus efeitos em
ambientes eutroficos podem alterar substancialmente o metabolismo da matéria organica ¢ a
disponibilidade de nutrientes afetando a produtividade primaria, diminuindo a capacidade de
autodepuragdo, o potencial oxiredutor e pH (VISSER et al. 2016, SANTOSO et al. 2017,
MELO et al. 2019). O regime de precipitagdo ¢ um dos fatores mais relevantes, atuando como
um potente desencadeador deste fendmeno nos reservatorios. Nas regides tropicais, a
precipitacdo promove perturbagdo na coluna d'dgua, podendo ser considerado um fator mais
importante que a temperatura e a radiagdo solar na regulacdo da dindmica sazonal do
fitoplancton nestes ecossistemas (FIGUEREDO & GIANI, 2009).

Os diferentes organismos pertencentes a comunidade fitoplanctonica possuem
respostas especificas as variagdes ambientais, baseando-se nestas respostas foi criado o
conceito dos grupos funcionais (GF) (REYNOLDS et al. 2002, PADISAK et al. 2009).
Nishimura et al. (2015) comentam que sua aplicagdio em estudos limnoldgicos em
ecossistemas de dgua doce ¢ muito eficaz na compreensdo das caracteristicas ambientais. A
abordagem consiste em agrupar espécies com caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas
similares, bem como, por semelhancgas ecologicas. Paralelamente, busca-se diferenciar os
organismos fitoplanctonicos quanto as suas adaptagdes e requerimentos especificos (alta
afinidade por fosforo ou carbono e eficiéncia na captacdo luminosa, por exemplo) (HUSZAR
& CARACO 1998, REYNOLDS et al. 2002, REYNOLDS et al. 2006). Ao aplicar a
abordagem dos GFs, ¢ possivel prever a ocorréncia de certas espécies nos ambientes,
contribuindo para o entendimento e previsdo da distribui¢do e dinamica de populagdes
naturais do fitoplancton (REYNOLDS et al. 2002).

Assim a aplicagdo dos GFs de agua doce ¢ considerada uma ferramenta muito
robusta no entendimento e na predicao da dinamica de comunidades naturais do fitoplancton,
devido a sensibilidade as latitudes, morfometrias e estados troficos (NISHIMURA et al.
2015). Diversos estudos utilizaram a abordagem dos GFs fornecendo interpretacdes holisticas
a respeito dos ecossistemas aquaticos estudados (ALVES-DE-SOUZA et al. 2006, MOURA
et al. 2007, FONSECA & BICUDO 2008, NISHIMURA 2012, SANTOS et al. 2018)

Neste contexto, conhecer a comunidade fitoplanctonica, bem como, os GFs que a
representam possibilita uma andlise complementar do ecossitema aquatico, pois sua
composicdo, biomassa e abundancia podem evidenciar potenciais riscos aos quais o
reservatorio possa estar exposto (NISHIMURA et al. 2015, MOSCHINI-CARLOS et al.
2017, SANTOS et al. 2018). A respeito da dominancia de cianobactérias potencialmente

toxicas, por exemplo, seus padrdes de ocorréncia podem facilitar a compreensao de processos
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biogeoquimicos e variagdes troficas do ecossistema (CUNHA & CALIJURI 2011a,b,
SANTOS et al. 2018). No caso das espécies diazotroficas, a capacidade de fixar o N2 por meio
do heterocisto ¢ uma vantagem que facilita sua dominancia em circunstancias, cuja
disponibilidade deste nutriente seja baixa (PICCINI et al. 2011, ANTUNES et al. 2015,
HUISMAN et al. 2018).

Perante evidéncias de aumento do nivel tréfico do reservatorio de Itupararanga nos
ultimos anos (CUNHA & CALIJURI 2011a,b, TANIWAKI et al 2013, FRASCARELI et al.
2015, BEGHELLI et al. 2016, CASALI et al. 2017, MELO et al. 2019), emerge a necessidade
de avaliar o efeito destas condi¢des ambientais na composicao da comunidade fitoplanctonica
e os grupos funcionais que a representam. Neste sentido, ¢ possivel fornecer subsidios para o
manejo deste ecossistema, baseando-se na respostas destes organismos. Por tanto, o objetivo
deste capitulo consistiu em analisar a relagdo entre as variaveis ambientais € a composicao da
comunidade fitoplanctonica, identificando os principais grupos funcionais (GF), também,
investigar se seus padrdes de ocorréncia respondem a heterogeneidade longitudinal e sazonal

do reservatorio de Itupararanga.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Area de estudo

O reservatorio de Itupararanga ¢ formado pelo represamento das aguas do rio
Sorocaba dentro do municipio de Votorantim (Figura 1), e foi construido em 1911 com a
finalidade de gerar energia elétrica (ROSA et al., 2015). A é4rea de drenagem ¢ bastante
extensa (936,51 km?) abrangendo os municipios de Ibitina, Piedade, S3o Roque, Mairinque,
Aluminio e Votorantim. Aproximadamente 63% da 4gua do reservatorio ¢ destinada ao
abastecimento publico (cerca de 800.000 pessoas) de cidades como Sorocaba, Votorantim,
Mairinque, Aluminio e Piedade.

No ano de 1998 foi estabelecida a Area de Protegio Ambiental (APA) no
reservatorio de Itupararanga. A APA foi criada pela Lei Estadual N° 10.100/1998 devido a
uma demanda do Comité da Bacia Hidro-grafica do Sorocaba e Médio Tieté, visando
assegurar a manutencdo da qualidade das aguas do reservatorio (TANIWAKI et al., 2013).
Anteriormente ao estabelecimento da APA os usos do entorno do reservatdrio favoreceram
praticas que impactaram negativamente o manancial. Com isso, estudos t€m demonstrado um
padrao de degradacdo para alguns indices de qualidade da agua, ainda que seja considerada,

relativamente, boa para potabilidade (ROSA et al., 2015).
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Figura 1 - Mapa do reservatdrio de Itupararanga com localizagdo dos pontos amostrais.
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2.2 Caracterizacao limnologica

A caracterizagdo limnologica na qual se baseou o presente estudo tem como
referéncia os dados apresentados por Melo et al (2019) para o reservatorio de Itupararanga.
Tais dados foram coletados de maneira simultanea a coleta das amostras de fitoplancton

apresentadas nesta pesquisa.
2.3 Fitoplancton

As amostras de agua foram coletadas em sete pontos (Figura 1) em cinco campanhas,
realizadas nos meses de dezembro/2016, mar¢o/2017, agosto/2017, outubro/2017 e
dezembro/2017.

As amostras para analise qualitativa foram coletadas utilizando uma rede de malha
de 20um e fixadas com formaldeido a 4%. Para analise quantitativa, amostras integradas do
fitoplancton foram coletadas com uma mangueira pléstica (1 m de profundidade), e fixadas
com lugol acético 1%. A identificagdo foi feita utilizando literatura usual de acordo com os
grupos fitoplanctonicos segundo Komarek e Anagnostidis (1989; 1999; 2005), Bogaertes et
al. (2014) e Compere (1967, 1976, 1977). A contagem foi realizada por meio do método

descrito por Utermdhl , em microscopio invertido (1958).
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2.4 Biovolume

O biovolume foi determinado por aproximagdo geométrica, multiplicando a
densidade de cada espécie pela média do volume das células (HILLEBRAND et al. 1999;
SUN e LIU, 2003). A biomassa do fitoplancton foi estimada convertendo os valores de

biovolume, de modo que 1 mm3.L!' = 1 mg.L"!, segundo descrito por Wetzel e Likens (2000).
2.5 Indices de diversidade

Visando interpretar a composi¢ao da comunidade fitoplanctonica, foram calculados
os indices de diversidade de Shannon (H”), Equabilidade de Pielou (J°), riqueza (S’) para as

classes e abundancia/dominancia para as espécies.
2.6 Grupos funcionais

A classificagdo dos Grupos Funcionais (GFs) foi baseada segundo a metodologia
proposta por Reynolds et al. (2002) considerando contribui¢des realizadas por Padisék et al.

(2009).
2.7 Analises estatisticas

A priori, foi aplicado um teste de correlacao linear de Pearson (p<0,05) utilizando
toda a matriz do conjunto de dados ambientais fisicos, quimicos e biologicos, incluindo os
grupos funcionais com as espécies abundantes (> 5%). O teste foi aplicado com o objetivo de
selecionar varidveis ambientais que estiveram correlacionadas com pelo menos um GF. O
resultado deste teste foi utilizado como critério de inclusdo e exclusdo das variaveis
ambientais a serem utilizadas nas analises posteriores.

A partir das varidveis ambientais selecionadas por meio meio da correlagdo de
Pearson foi efeutuada uma analise cluster utilizando método hierarquico aglomerativo de
distancia euclidiana, para a qual foram produzidos dendrogramas dos clusters acoplados a um
“mapa de calor” (heatmap) a partir do pacote Heatmap3 versao 3.5.3 (ZHAO et al., 2014) do
software R Project for Statistical Computing® 3.4.0. A andlise foi efetuada com o objetivo de
identificar a similaridade entre os GF’s e variaveis ambientais, entre os locais amostrais, ao
longo das cinco campanhas. Para isso, os foram selecionados os GFs que representaram mais
de 1% da biomassa total entre as campanhas.

Na sequéncia, foi efetuada uma anélise de correspondéncia candnica (ACC), a qual
foi elaborada com o objetivo de avaliar a correlagdo entre a variacdo da biomassa dos GF’s
mais representativos e as varidveis limnologicas. Para tais analises, o conjunto de dados foi
normalizado para logio. Com o objetivo de definir quais as varidveis ambientais tiveram efeito

significativo no modelo da CCA, os escores foram submetidos a anélise de varidncia ANOVA
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(p<0,05). Apds elegidas as varidveis mais influentes, foi efetuada uma Analise de
Redundancia (RDA) com o objetivo de verificar o efeito linear das variaveis ambientais sob a
biomassa dos GF’s descritores. Estas analises e as de diversidade foram efetuadas utilizando o

pacote Vegan 2.5-2 (OKSANEN et al. 2018) do R® 3.4.0.

3 RESULTADOS

A diversidade na composi¢do da comunidade fitoplanctonica, do reservatorio de
Itupararanga, foi elevada. Ao longo das cinco campanhas, foi identificado um total de 142
espécies e 69 géneros pertencentes a 12 classes taxondmicas. As classes representativas do
maior percentual de espécies foram Chlorophyceae (28%) e Cyanophyceae (23%), as quais
detém mais de 50% das espécies identificadas no reservatdrio. Em ordem decrescente do
percentual restante, seguem as demais classes: Zygnematophyceae (11%), Euglenophyceae
(7%), Dinophyceae (6%), Bacillariophyceae (6%), Coscinodiscophyceae (5%),
Trebouxiophyceae (5%), Cryptophyceae (3%), Mediophyceae (3%), Chrysophyceae (3%) e
Eustigmatophyceae (1%).

Quantos aos indices de diversidade e riqueza fitoplanctonica, sob um aspecto
geral, no periodo de agosto/2017 (seca) foi observado o menor indice de diversidade de
Shannon (H” = 1,54) e equabilidade de Pielou (J= 0,36), porém quanto a riqueza (S) os
periodos que representaram os menores valores foram outubro e dezembro/ 2017 (chuvoso),
foi observada uma queda gradual da primeira para a ultima campanha (Figura 2). Em
contrapartida, os periodos de dezembro/2016 e mar¢o/2017 representaram os maiores valores
de riqueza (S= 74 e 75, respectivamente). Paralelamente, com relacao aos pontos amostrais ao
longo das cinco campanhas, o ponto 1 (pl) na coleta de dezembro de 2017, foi o local
amostral para o qual foram observados os maiores valores de equabilidade e diversidade (J=
0,73, H’= 2,60 ), j4 no ponto 1 (pl em outubro) e ponto 7 (p7 em agosto) foram os menores
valores (J= 0,25, H’= 0,78 e J= 0,23, H’= 0,77; respectivamente). Em contrapartida, em
outubro/2017, o ponto 2 foi o que representou o maior valor de riqueza (S=40), porém no
mesmo periodo, este indice foi o menor em praticamente todos os demais pontos entre as

cinco campanhas (Figura 3).
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Figura 2 — Grafico com os indices de diversidade geral entre as campanhas: indice de diversidade de
Shannon (H), Equabilidade de Pielou (J) e riqueza (S)
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Figura 3 — Gréfico com os indices de diversidade especifica entre os pontos amostrais.
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Os maiores valores de biomassa total foram registrados na campanha de
dezembro/2016 e os menores em mar¢o/2017. Quanto a biomassa por classe, Cyanophyceae e
Dinophyceae foram as que se destacaram e representaram, respectivamente, 33% e 11% do
valor acumulado entre as campanhas. Sob este aspecto geral, a biomassa das cianobactérias
ainda foi muito superior aos demais grupos, variou de 386,1 mg.L™! a 3840,1 mg.L"!, a média
foi de 1331,68 mg.L™! (£1452,6); o menor valor foi observado em dezembro/2016 e o maior
em outubro/2017 (Figura 4). Ainda que a classe Dinophyceae tenha sido representativa, os
valores variaram de 116,3 mg.L™! (em mar¢o) a 392,6 mg.L"! (em dezembro de 2016), a média
foi de 298,7 mg.L™! (£107,3), valores relativamente inferiores se comparados a biomassa das

cianobactérias (Figura 4).
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Figura 4 - Barplot com valores brutos de biomassa (mg L) por classe em cada coleta.
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Com relacdo a biomassa das espécies entre os pontos amostrais, nas campanhas de
dezembro/2016 a mar¢o/2017 (Figura 5) foi observada uma tendéncia no aumento destes
valores por espécies, no sentido montante para jusante (pl — p7). Este comportamento,
provavelmente esta associado a heterogeneidade espacial do reservatorio, pois, segundo Melo
et al (2019), trata-se de um ambiente compartimentalizado em trés regides principais, havendo
uma similaridade nas caracteristicas ambientais entre o pontos pl e p2 (montante) ; p3 ,p4 e
pS (intermediaria); p6 e p7 (jusante). Neste sentido, os valores de biomassa para os pontos
amostrais, parecem estar associados a esta compartimentalizagdo, esta resposta da biomassa
foi mais evidente nos compartimentos formados por pl-p2 e por p6-p7. Tais compartimentos
tém caracteristicas diferentes entre si € cada um ¢ caracterizado pelo fato de os valores de
biomassa entre as espécies identificadas seguirem um padrdo, relativamente, similar entre os
0s pontos que representam cada compartimento.

Nos meses de outubro e dezembro/2017, porém, ocorreu um comportamento
inverso, os maiores valores de biomassa foram registrados a montante (P1 e P2), quando
também foi possivel observar uma drastica mudanca na composi¢do fitoplanctonica e
consequentemente na biomassa, havendo alternincia entre a dominancia de Raphidiopsis

raciborskii por Dolichospermum spp € Aphanizomenon gracile (Figura 5).
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Figura 5 - Barplot de biomassa das espécies descritoras. Colunas foram agrupadas de acordo com a ordem em
que as campanhas foram realizadas, respectivamente: dezembro/2016, mar¢o/2017, agosto/2017, outubro/2017,
dezembro/2017.
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Ao longo dos pontos amostrais e entre as cinco campanhas, as espécies que
tiveram abundancia relativa acima de 5%, foram classificadas em 20 grupos funcionais
fitoplanctonicos representados pelos seguintes cédons, em ordem decrescente: Sn, HI, Lo, P,
J, S1, C, Mp, F, Tc, Td, W2, Tb, D, W1, Y, X1, Lm, G, K (Figura 6). O cédon Sn foi
responsavel por 42% da biomassa total, H1 e Lo contribuiram igualmente com 14%, cada. Na
sequéncia, os codons P e J representaram, respectivamente, 7% e 4% de toda biomassa,
enquanto aqueles representados pelos codons S1, C e Mp representaram igualmente 3%,
cada. O codons F, Te e Td representaram 2%. Por fim, os grupos W2, Th, D, W1, Y, X1,
Lm, G, K representaram < 1% da biomassa total (Figura 6).

A espécie que mais influenciou nos valores totais de biomassa foi R. raciborskii
(méax. 951,9 mg.L™!, média 127 mg.L"' + 220,11) (Tabela 1), pertencente ao cédon Sn, o qual

representa o grupo das cianobactérias filamentosas, caracterizado pela elevada capacidade
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adaptativa as variagdes ambientais, podendo habitar ambientes eutréficos, estratificados ou
misturados, ou ainda, atuando como organismos competidores em ambientes turbidos (Anexo
1) (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009). Também tiveram valores elevados de
biomassa as espécies D. solitarium (max. 621,5 mg.L™!, média 65,9 mg.L!' + 157.47), D.
planctonicum (max. 143,2 mg.L™!, média 36,5 mg.L! + 60,3) e A. gracile (max. 80,8 mg.L"!,
média 14,7 mg.L! + 24,05) representadas pelo codon H1 (Figura 6), cujas caracteristicas de
habitat consistem em ambientes de baixa profundidade, eutrofizados e com baixas
concentragcdes de nitrogénio. Também foi abundante o dinoflagelado Ceratium furcoides
(max. 92,3 mg.L!, média 48,3 mg.L! + 18,8), representado pelo codon Lo (Figura 6), cujo
habitat ¢ caracterizado pela segregacdo de nutrientes (Anexo 1) (REYNOLDS et al., 2002;
PADISAK et al., 2009). Os valores especificos de biomassa para cada espécie e GF estio

apresentados na Tabela 1.

Figura 6 - Barplot de biomassa dos GF’s. As colunas foram agrupadas de acordo com a ordem em que
as campanhas foram realizadas, respectivamente: dezembro/2016, mar¢o/2017, agosto/2017,
outubro/2017, dezembro/2017.
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Os grupos representados pelos codons P e J, os quais tiveram contribui¢do média
a baixa nos valores totais de biomassa possuem caracteristicas de habitat similares e ambos
representam espécies de cloroficeas. O cddon P € caracteristico de ambientes eutroficos rasos
e habitam, normalmente, o epilimnio de lagos estratificados, sendo representado pelos
géneros Staurastrum sp (max. 18,3 mg.L'!, média 5 mg.L"! + 5,1) e Closterium sp (méx. 9,5
mg.L!, média 5,2 mg.L' + 2,1) (Tabela 1). Paralelamente, as caracteristicas do cédon J

também envolvem ambientes com baixa profundidade rico em nutrientes, porém, seu habitat



25

esta relacionado a condigdes de mistura (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009).
Os taxons mais representativos em biomassa pertencentes ao codon J foram Coelastrum
reticulatum (méax. 93,8 mg.L'!, média 63,2 mg.L! + 30,5) e C. microporum (max. 43,3 mg.L"
!, média 10,8 mg.L™! £ 13,2) (Tabela 1).

Os coédons S1, C e Mp representaram baixa contribuicdo nos valores totais de
biomassa (Figura 6), entretanto, os taxons que compde estes grupos ndo tiveram ocorréncia
constante, diferentemente daqueles que representaram a maior parte da biomassa entre todas
as campanhas (Sm, H1 e Lo). Nas campanhas e pontos amostrais nos quais foram
identificados, quando presentes, tiveram valores elevados de biomassa (Tabela 1). Assim, 0
codon S1, o qual inclui apenas cianobactérias adaptadas a baixa luminosidade (REYNOLDS
et al., 2002; PADISAK et al., 2009), esteve representado por Planktothrix isothrix (max.
100,3 mg.L"!, média 25,8 mg.L! + 29,3) e Geitlerinema amphibium (méax. 47,7 mg.L!, média
16,1 mg.L™! + 27,3), sendo as espécies mais representativas em biomassa, pertencentes a este
grupo. O cddon C, cujo habitat é definido por ambientes eutroficos em condi¢des de mistura
(REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009), teve como espécie mais representativa em
biomassa as diatoméceas Aulacoseira granulata (max. 148,9 mg.L'!, média 30,4 mg. L' +
32,3) e A. ambigua (max. 35,5 mg.L™!, média 11,7 mg.L! + 7,2). Apenas o c6don Mp, que ¢
caracteristico de ambientes rasos em condi¢cdes de mistura, teve ocorréncia em praticamente
todas as amostragens (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009), esteve representado
pelas diatomaceas do género Fragilaria sp (méx. 43,8 mg.L"!, média 9,4 mg.L"! £ 10,9).

Os grupos representados pelos codons F, Tc e Td tiveram valores relativamente
menores se comparados aos dos grupos anteriormente citados (Figura 6), porém, sua
contribui¢do esteve acima de 1% do percentual total da biomassa registrada entre todas as
campanhas. O codon F, cujo habitat ¢ definido por lagos meso-eutroficos, claros e
profundamente misturados, esteve representado principalmente por Dictyosphaerium
ehrenbergianum (max. 40 mg.L'!, média 10,9 mg.L! + 11,8) e D. pulchellum (max. 32,4
mg.L!, média 9,9 mg.L™! + 12,6) (Tabela 1). Os grupos representados pelos codons Te e Td
possuem como semelhanga o tipo de habitat caracterizado por aguas estaciondrias, porém,
diferem quanto a trofia, de modo que primeiro estd relacionado a ambientes eutroficos e o
segundo a ambientes mesotréficos. Além disso, o cddon Te € representado por cianobactérias
e no presente estudo foram identificados individuos da espécie Phormidium aerugineo —
caeruleum (max. 174,4 mg.L™!, média 73,6 mg.L! £ 89,6) (Tabela 1). O codon Td, por outro
lado, ¢ representado por desmidias epifitas e metafiticas, algas verdes filamentosas e
diatomaceas de sedimentos (BORICS et al., 2007, REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al.,

2009). No presente estudo o codon Td representou o género Gonatozygon sp, cuja ocorréncia
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foi identificada ao longo de todas as campanhas e pontos amostrais, de modo que na
campanha de dezembro/2017 foram observados os maiores valores de biomassa (max. 49,6

mg.L!, média 5,2 mg.L! £ 9,5) (Tabela 1).
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Além da alternancia entre a ocorréncia dos GF’s, a biomassa fitoplanctonica
sinalizou, em termos gerais, uma variacdo discrepante entre os locais amostrais e as
campanhas. Contudo, ainda que seus valores médios tenham variado, isso ndo ocorreu
de forma estatisticamente significativa (p>0,05). Embora valores discrepantes de
biomassa tenham sido observados, principalmente na campanha de agosto/2017, os
mesmos se comportaram como outliers, sem que houvesse interferéncia efetiva nas

médias (Figura 7).

Figura 7 — Boxplots com os valores totais de biomassa (mg L) entre as campanhas e esta¢des
amostrais.
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Nesse contexto, os valores médios de biomassa ndo refletiram os efeitos do
estado trofico do reservatorio de Itupararanga, o qual variou de supereutréfico a
oligotréfico no sentido montante para jusante (P1—P7) (MELO et al 2019). Segundo os
autores, nos pontos localizados a montante (P1 e P2) o indice de estado trofico variou
de eutrofico a supereutrofico, enquanto que na regiao jusante (PS5, P6, P7) ocorreu certa
melhora, variando entre mesotréfico e oligotréfico. Em contrapartida, a distribuicdo da
biomassa fitoplanctonica ndo seguiu esta variagdo, de modo que os pontos localizados a
montante foram os que apresentaram elevada diversidade e valores de biomassa
relativamente equilibrados entre os principais GF’s (Figura 5 e Figura 6). A
predominancia do codon Sn (representado pela cianobactéria R. raciborskii) que mais
influenciou nos valores da biomassa entre todas as coletas, com excecdo do més de

outubro/2017, foi inversamente proporcional ao gradiente de trofia relatado pelos
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autores. Tal constatacdo indica que a ocorréncia desta espécie independe do estado
trofico do reservatdrio, visto que os picos nos valores de biomassa deste grupo,
coincidem com a regido para a qual foi registrada menor trofia (P7, proximo a
barragem) (Figura 6).

Por meio da correlagdo de Pearson, testada para as variaveis ambientais a
partir dos dados apresentados por Melo et al (2019), juntamente com os valores de
biomassa dos GF’s identificados no presente estudo, foi observada correlagdo
significativa (p < 0,05) para as seguintes variaveis: nitrogénio total (TN), fosforo total
(TP), nitrito (NO2), nitrato (NO3"), amonio (NH4"), ortofosfato (PO4*), razdo nitrogénio

fosforo (N/P), clorofila-a (Chl-a), zona eufética (Euf.Zon), temperatura (T),
profundidade (Depth), pH, condutividade elétrica (EC), turbidez (TURB) e potencial
redox (Eh). Tais variaveis tiveram correlacdo com ao menos um dos grupos funcionais
identificados (Tabela 2). A varidvel oxigénio dissolvido (DO) ndo esteve correlacionada
a nenhum GF, sendo assim, foi descartada dos testes posteriores por apresentar baixa ou
nenhuma influéncia sob a comunidade fitoplanctonica. Por outro lado, as variaveis que
tiveram correlacdo significativa com o maior nimero de GF’s foram: temperatura (T),
correlacionada a 9 codons (F, G, K, Lm, T¢, Td, W2, X1, Y) e zona eufoética (Euf.Zon),
correlacionada a 6 codons (Hi, J, Sn, Td, W2, X1 ). Os grupos funcionais mais
representativos em biomassa (Sm e Hi) estiveram correlacionados as varidveis: TN,
PO4*, Chl-a, Euf.Zon, EC, razdo N/P, Depth, pH, TURB, Eh. O cédon Lo, entretanto,

ndo teve correlagdo com nenhuma das variaveis testadas.

Tabela 2 — Tabela de correlagdo de Pearson. Valores destacados em negrito tiveram correlagdo
significativa (p < 0,05).

Continua

GF TN NO, NOy NH,/ TP POs N/P Chla ]ZE:)lxt; Depth T pH DO EC TURB Eh

B 0,86 045 042 0,69 061 064 077 0,78 028 043 020 063 087 05 0,58 0,88
C 0,83 0,58 041 037 061 063 048 0,63 044 043 051 0,61 0,04 054 0284 0,48
D 0,51 0,05 0,75 08 0,13 047 078 057 0,74 0,02 007 0,15 05 0,14 0,60 0,67
F 041 028 030 085 0,08 053 0,19 021 0,57 0,04 000 091 094 001 0,19 0,73
G 0,12 0,19 020 08 0,18 022 057 099 0,21 031 000 033 013 025 0,19 0,92
HO 030 037 0,14 043 0,12 0,00 0,68 0,03 0,61 0,13 080 022 0,74 0,04 0,79 0,69
H1 039 068 0,01 0,11 080 0,03 0,03 0,01 0,00 003 0,14 000 039 0,00 0,02 0,01
J 0,80 0,07 0,70 031 005 093 062 039 001 053 0,12 053 025 081 0,62 0,69
K 0,60 0,09 0,01 002 055 034 020 043 0,89 091 0,00 030 09 042 0,00 0,02
Lm 0,89 0,1 001 026 024 0,00 0,66 0,57 0,77 0,71 0,04 0,74 092 027 0,10 0,32
Lo 0,57 024 0,73 0,16 052 038 052 0,62 033 092 034 031 069 044 0,30 0,13
Mp 0,03 037 084 077 061 0,18 0,72 0,01 044 0,10 033 052 0,13 0,12 0,58 0,77
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Conclusado

GF TN NO, NOy NH,f TP PO/ N/P Chl-a ]ZE:)lrt; Depth T pH DO EC TURB Eh

P 048 0,04 094 0066 024 0,73 0,18 0,09 0,09 040 0,27 0,81 0,99 0,78 0,71 0,61
S1 0,79 082 0,17 0,03 094 0,69 021 0,29 0,40 0,54 0,14 0,18 0,85 0,87 0,28 0,11
Sn 0,01 032 041 045 094 0,04 0,76 0,00 0,01 0,07 0,47 0,61 0,37 0,00 0,07 0,43
Tb 081 097 024 066 082 050 082 0,57 0,23 0,39 0,16 0,71 0,44 085 0,84 0,64
Te 0,01 081 0,18 036 0,75 0,15 044 0,30 0,35 0,24 0,01 0,78 093 029 0,18 0,70
Td 0,67 023 026 0,65 006 0,70 095 0,69 0,04 037 0,02 0,74 029 044 0,57 0,83
Wi 0,20 0,79 0,81 040 034 022 044 0,06 0,66 0,55 0,14 0,07 0,34 0,31 044 0,84
w2 0,67 0,11 0,19 087 0,05 027 0,62 0,50 0,03 0,38 0,00 0,74 0,74 0,55 0,46 0,66
X1 0,74 044 0,04 0062 0,51 0,0 1,00 0,08 0,01 0,72 0,02 0,69 0,36 0,68 043 0,94
Y 0,68 008 024 043 020 037 0,73 0,67 0,11 0,55 0,02 093 0,32 0,39 0,14 0,73

Na analise cluster, por meio do dendrograma e o heatmap dos agrupamentos

entre as varidveis ambientais e os grupos funcionais, foi possivel observar a formagao

de trés grandes grupos basendo-se na maior distancia entre os mesmos (Figura §). O

primeiro agrupamento foi caracterizado pela similaridade entre as variaveis ambientais:

Euf.Zon, Depth, NH4*, Eh com os GF’s: J, Te, Sn, Mp, C. O segundo agrupamento foi

composto pelas variaveis ambientais PO4*", TP, pH, NO2, NOs juntamente com os GF’s:

Td, Si1, F, Hi, Lo, P. O terceiro e ultimo agrupamento ndo envolveu GF, sendo

constituido apenas por varidveis ambientais (T, TURB, Chl-a, EC, N/P, TN).

Entretanto, ainda que a dissimilariadade deste ultimo agrupamento tenha sido o

suficiente para distingui-lo dos demais, o nivel hierarquico ao qual pertence denota

relativa similariadade entre este e o segundo agrupamento (Figura 8).
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Figura 8 — Heatmap e dendrogramas dos clusters entre os grupos funcionais que contribuiram
com mais de 1% da biomassa total entre todas as campanhas.
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Grupos funcionais e variaveis ambientais

A CCA teve alto poder explanatorio, de modo que os dois primeiros €ixos
explicaram 71,34% da variagdo dos dados (40,96% pelo eixo 1 e 31,38% pelo eixo 2)
(Figura 9). Por meio da CCA, também foi possivel observar correlagdo entre variaveis
Euf.Zon ¢ NHs4 ¢ o cdédon Smn (Figura 9), confirmando a tendéncia observada,
anteriormente, no primeiro agrupamento na analise cluster (Figura 8). O arranjo da CCA
também possibilitou observar que os outros dois principais grupos funcionais (Hi e Lo)
estiveram correlacionados aquelas variaveis que, anteriormente, nao foram aglomeradas
no mesmo agrupamento por conta da fraca similaridade, mas que pertenciam ao mesmo
nivel hierdrquico. Portanto, na CCA o cddon Hi esteve correlacionado a razdo N/P e o
codon Lo correlacionado a TN, EC e TURB.

Os grupos que tiveram contribui¢ado moderada nos valores biomassa (F, P,
J, Td) estiveram correlacionados as varidveis Eh, TP, NO», opostamente localizados ao

coddon Hi. Ja o cddon Si1 teve correlagdo positiva com a Chl-a e sua posi¢do no arranjo
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da CCA foi pontualmente oposta a variavel Euf.Zon. O codon Mp ficou opostamente
posicionado as varidveis Eh e TP, enquanto que o codon C teve correlagdo com razao

N/P.

Figura 9 — Plot da CCA entre as variaveis ambientais e grupos funcionais mais representativos
em biomassa (> 1%).
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Legenda: nitrogénio total (TN), fosforo total (TP), nitrito (NO.), nitrato (NO3"), aménio (NH4"),
ortofosfato (PO4*), razdo nitrogénio : fosforo (N/P), clorofila-a (Chl-a), zona eufbtica
(Euf.Zon), profundidade (Depth), pH, condutividade elétrica (EC), turbidez (TURB) e potencial
redox (Eh).

Neste sentido, a CCA validou tedéncias observadas nas andlises a priori e,
em termos gerais, possibilitou identificar as repostas dos grupos funcionais as principais
variaveis ambientais. Com base no resultado da ANOVA aplicada para os scores das
variaveis ambientais gerados na CCA, foi possivel constatar que as varidveis que
tiveram influéncia significativa (p<0,05), na andlise, foram TN, NO3 e N/P.
Corroborando com Cunha & Calijuri (2011b) ja que os autres também relataram a
influéncia significativa de NO3™ na abundancia dos grupos fitoplanctonicos, na estagao

seca, principalmente. Neste contexto a RDA (Figura 10) foi ainda mais robusta que a
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CCA, explicando 86,5 % do efeito destas variaveis na ocorréncia dos GF’s (59,34 %

pelo eixo 1 e 27,15 % pelo eixo 2).

Figura 10 - Plot da RDA entre as varidveis ambientais com influéncia significativa na variagédo
dos dados e os grupos funcionais mais representativos em biomassa (> 1%).
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Legenda: nitrogénio total (TN), nitrato (NOs-), razdo nitrogénio: fosforo (N/P).

No arranjo da RDA, a ordenagao do codon Sn (juntamente com Te¢ ¢ Mp)
esteve alocada no quadrante oposto a dire¢dao do gradiente da varidvel TN, confirmando
as caracteristicas de tolerancia a baixa disponibilidade de nitrogénio que a R. raciborskii
possui (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009). Este resultado justifica sua
elevada biomassa e a presenga de heterocistos, os quais foram observados,
principalmente, no periodo de agosto/2017, quando os teores deste nutriente foram

menores (MELO et al., 2019).

4 DISCUSSAO

A composi¢do fitoplanctonica esteve relativamente semelhante aquela
relatada por Cunha e Calijuri (2011b) nos principais tributarios do reservatorio de
Itupararanga, considerando, tanto a diversidade de cddons identificados pelos autores
(23), quanto a constatacdo dos agrupamentos mais frequentes, dentre eles o cddon Sn

em agosto. Tais grupos sdo tipicos, em sua maioria, de ambientes quentes, rasos, meso-
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eutroficos e com coluna de 4gua misturada (REYNOLDS et al. 2002). Cunha & Calijuri
(2011b) comentam que a elevada diversidade de agupamentos identificada nos
tributarios do reservatdrio de Itupararanga ¢ relativamente maior se comparada a outros
ambientes aquaticos (por exemplo, ALVES-DE-SOUZA et al. 2006 descreveram 8
grupos na Lagoa Comprida-RJ; MOURA et al. 2007 relataram 18 grupos no
reservatorio Mundat-PE; FONSECA & BICUDO 2008 identificaram 13 grupos no
Lago das Gargas-SP, SANTOS et al. 2018 encontraram 15 grupos em estudo realizado
nos reservatorios dos Sistema Cantareira). No presente estudo, a auséncia de variagdes
significativas na coluna d’agua pode ter sido um dos fatores relacionados a ocorréncia
constante dos agrupamentos mais representativos dentre todas as campanhas (Sn, H1 e
Lo), ja que o reservatorio constitui um ambiente lacustre, mantendo condi¢des mais
estaveis da coluna d’agua, se comparada a de seus tributarios.

Esteves (2011) define que fontes de poluicdo pontuais sdo um fator
importante na distribuicdo horizontal do fitoplancton, pois na zona de influéncia dos
efluentes desenvolvem-se comunidades capazes de suportar grandes oscilagdes das
principais variaveis ambientais, tais como temperatura, oxigénio dissolvido, turbidez e
nutrientes. Assim, a elevada diversidade identificada pelo presente estudo, na regido
montante (P1 e P2), pode ter ocorrido em detrimento do intenso aporte de esgoto
doméstico relatado para estes locais (MELO et al 2019, BEGHELLI et al. 2016). Tais
caracteristicas alteram diretamente a estabilidade da coluna d’agua, modificando assim
a ocorréncia das espécies de acordo com suas tolerancias e sensibilidades (HUSZAR &
CARACO 1998, REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009, NISHIMURA et al.
2015).

No caso do codon Sn, especificamente, sua resposta a variagdes ambientais
confirma que a ocorréncia deste grupo ¢ favorecida quando a disponibilidade de
nutrientes € restritiva, pois o fato de estar correlacionada a zona eufética e ao amonio
indica tolerancia aos efeitos da diminui¢ao do gradiente trofico. Além disso, ainda que
sua capacidade de fixagdo de nitrogénio atmosférico seja uma vantagem, trata-se de um
processo energeticamente dispendioso, e muitas cianobactérias diazotroficas suprimem
a fixa¢do de N> quando formas alternativas de nitrogénio, como amonio e nitrato, estdo
disponiveis (HUISMAN et al. 2018). Rodrigues et al. (2019), descrevem resultados
semelhantes, relatando a ocorréncia desta espécie em reservatorios oligo-mesotréficos,

entretanto, os autores comentam que todos os reservatorios estudados sdo fortemente
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expostos aos impactos negativos relacionados ao uso e ocupagdao do solo em seu
entorno, bem como, o aporte de efluentes domésticos sem tratamento.

Casali et al. (2017) identificaram a dominancia de R. raciborskii na regiao
da barragem na estagdo seca, além disso, a sensibilidade deste grupo as variagdes
climéaticas foi observada pelos autores, de modo que na estacdo chuvosa, foi relatada a
dominancia de Monoraphidium contortum. Cunha e Calijuri (2011b) analisaram a
comunidade fitoplanctonica dos principais afluentes do reservatério Itupararanga e
relataram que a participacdo do grupo Sm foi relevante apenas em agosto de 2009
(maximos de 36,2% na estacdo Ressaca), com porcentagens ndo significativas em
outubro de 2009 e fevereiro de 2010. A localizacdo deste afluente abrange a regido
intermediaria do reservatorio (P4 e P5), indicando que as condigdes ambientais deste
tributario também influenciam na composi¢ao fitoplanctonica do reservatorio,
principalmente no sentido da barragem. Os autores também comentam sobre a mudanga
da composicdo fitoplanctonica no verdo, confirmando a variagdo sazonal da
comunidade fitoplanctonica no reservatorio, com a alternancia entre espécies adaptadas
as condi¢des de mistura por aquelas adaptadas a estratificacao. Outros estudos também
identificaram a dominancia deste cddon e em outros reservatorios brasileiros
(FIGUEREDO & GIANI 2009, MOSCHINI-CARLOS et al. 2009, MACHADO et al.
2016, SANTOS et al 2018, VICENTIN et al 2018, RODRIGUES et al. 2019).

Os outros cddons os quais compartilharam posigdes proximas ao grupo Sn
no arrnajo da RDA, representados pelos géneros P. aerugineo - caeruleum (Tc) e
Fragilaria sp (Mp) possivelmente por possuirem tipo de habitat similar entre si, como
ambientes eutréficos em condi¢des de mistura (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et
al., 2009). A ocorréncia destes grupos esteve correlacionada ao grupo Sn, de modo que
o grupo Tec foi observado apenas nos pontos P6 e P7, ndo sendo observado em todas as
campanhas. O fato deste grupo ocorrer somente na regido da barragem pode ser
explicado pelo tipo habitat que o favorece, como aguas estacionarias ou rios de fluxo
lento (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009). Neste sentido, como a regido
da barragem constitui um ambiente lacustre (THORTON et al. 1990), a manutencao
deste habitat favoreceu a ocorréncia pontual e expressiva deste codon na estagcdo seca
(agosto/2017).

O grupo Mp, por sua vez, ainda que tenha representado valores discretos em
biomassa, sua distribuicdo ao longo dos pontos amostrais seguiu 0 mesmo gradiente que

o cddon Sn, sugerindo que este grupo também seja tolerante as baixas concentragdes de
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nutrientes, inclusive de fosforo, no sentido da barragem. O arranjo da CCA corrobora
esta observagdo, ja que nele, o codon Mp ficou opostamente posicionado ao gradiente
da varidvel TP. Wengrat et al. (2016) ao descreverem a ocorréncia de espécies do
género Fragilaria em reservatorios da regido metropolitana de Sao Paulo, em ambientes
eutroficos com elevados teores de TN (méd. 1191,25 ug L) e teores moderados TP
(méd. 47,3 pg L), corroborando com as condi¢cdes ambientais em que o codon Mp foi
correlacionado no presente estudo. A respeito do padrio de ocorréncia deste
agrupamento ser similar ao do cddon Sn, Visser et al. (2016) comentam que em alguns
casos, existe alternancia entre a ocorréncia de diatomaceas e alguns géneros de
cianobactérias.

No caso do cédon Hi, tanto na RDA quanto na CCA, esteve correlacionado a
razao N/P, sinalizando sua relagdo com o limitagdo por fosforo, ja que Melo et al (2019)
constataram que este ¢ o nutriente limitante resultante desta ponderacao. Esta relagao
corrobora com o fato de a ocorréncia do codon Hi se dar principalmente na regido
montante do reservatério (P1 e P2), locais classificados como eutréfico ou
supereutrofico. Assim, confirmando suas caracteristicas funcionais em termos de
sensibilidade a baixos teores de fosforo (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al.,
2009), ja que a variacdo da biomassa deste agrupamento foi proporcional ao gradiente
de TP.

Melo et al (2019), bem como estudos anteriores (CUNHA & CALIJURI
2011a, BEGHELLI et al. 2016) relataram que a alta trofia na regido montante decorre,
principalmente, do aporte de esgoto ndo tratado oriundo de municipios os quais fazem
parte da bacia hidrografica do reservatorio. Como resultado, tais condi¢des possibilitam
a ocorréncia de um nimero maior de espécies nesta regido, devido as condigdes
favoraveis criadas em fun¢do da elevada disponibilidade de nutrientes. Desta forma, o
processo de eutrofizagdo e a deterioragao da qualidade da 4gua em todo o reservatorio
sdo, permanentemente, sustentados por estas fontes de polui¢do (BEGHELLI et al.
2016). Foi observado um gradiente decrescente na trofia, no sentido montante para
jusante (MELO et al. 2019). Neste sentido, por meio do presente estudo, observou-se
que o grupo funcional Hi tem boa resposta em relagdo a variacdo da trofia, ja que sua
ocorréncia corroborou com o gradiente decrescente do estado tréfico do reservatorio (de
supereutroéfico na regido montante a meso-oligotrofico na regido proxima a barragem).

O coédon Hi foi representado pelas cianobactérias Dolichospermum spp e A.

gracile, tais espécies sdo frequentemente relacionadas a ambientes altamente
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eutrofizados, com elevadas cargas de nutrientes e capazes de suportar grandes
oscilagdes das variaveis ambientais (MOSCHINI-CARLOS et al. 2009, NISHIMURA
et al. 2014, MACHADO et al. 2016, VICENTIN et al. 2018, RODRIGUES et al. 2019).
Esta capacidade se deve as vantagens adaptativas que estes organismos possuem, como
presenca de acinetos, aerdtopos e heterocistos os quais, respectivamente, permitem que
haja mobilidade destes organismos na coluna d’agua em abientes estratificados; fixagdo
de N2 e producdo células germinativas na presenca de condigdes ambientais restritivas
(PAERL E PAUL, 2012, HUISMAN et al. 2018).

Concomitantemente, a CCA também evidenciou uma leve correlagdo do
cédon Lo (representado por C. furcoides, principalmente) entre e as variaveis TN,
TURB e EC, as quais estdo diretamente relacionadas as caracteristicas de ambientes
eutrofizados. J4 na RDA a correlagao com a varidvel NO3 foi mais evidente e a posi¢ao
do grupo na andlise foi intermedidria a dos grupos Hi e Sn, sugerindo que as
caracteristicas entre estes € o grupo Lo, no reservatorio, sejam relativamente similares.
Esta resposta ¢ plausivel, considerando que este grupo possui tolerancia a estratificagdo
da coluna d’agua e a consequente segrega¢do de nutrientes (REYNOLDS et al., 2002;
PADISAK et al., 2009). Segundo estes autores, esta caracteristica ¢ possivel por conta
da capacidade dos dinoflagelados, em realizar movimentos entre os diferentes estratos.
Tal adaptagdao permitiu sua ocorréncia independentemente dos periodos: hora em
condi¢cdes de baixa disponibilidade de fosforo, na estagdo seca (agosto/2017), fixando o
nitrato disponivel em condi¢cdes de mistura; hora em condi¢des de estratificacdo, na
estacdo chuvosa (outubro/2017), ajustando-se a segregacdo de nutrientes. A
estratificacdo ocorrida em outubro/2017 parecer ter um efeito favoravel a ocorréncia
deste cddon, pois, neste periodo a biomassa deste grupo seguiu relativamente a mesma
tendéncia do cédon Hi, distribuindo-se como um gradiente decrescente no sentido da
barragem.

Por outro lado, Rodrigues et al (2019) observaram a dominancia de C.
furcoides associada a menores niveis de trofia nos reservatorios Igaratd e no Atibainha,
que integra o Sistema Cantareira. Neste caso os autores comentam que mudangas no
nivel do reservatorio durante a seca atipica de 2013-2015 também podem ter afetado a
estrutura do fitoplancton nesse ambiente (RODRIGUES et al. 2019).

O cddon Si1, representado pelas cianobactérias P. isothrix e G. amphibium,
teve correlagdo positiva com a Chl-a e sua posi¢ao no arranjo da CCA foi pontualmente

oposta a variavel Euf.Zon, corroborando com sua adaptacdo em ambientes com alta
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turbidez (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009). O codon F representado
pelas cloroficeas coloniais do género Dictyosphaerium sp, esteve correlacionado
principalmente ao potencial oxirredutor (Eh) na CCA. Segundo Reynolds et al. (2002) e
Padisak et al. (2009), este GF ¢ sensivel ao défict de carbono, nesse sentido, o fato de
ter sido correlacionado ao potencial oxirredutor, pode estar relacionado a esta
sensibilidade, j4 que em ambientes estratificados a disponibilidade de carbono diminui,
ficando retido na termoclina, devido ao ambiente reduzido (SANTOSO et al. 2017).
Entretanto na RDA, os codons Si1 e F estiveram opostos aos grupos cujas respostas a
variacdo das condi¢cdes ambientais foram bem definidas (Sn e Hi). O fato de nao
estarem correlacionados as varidveis ambientais que foram significativas para a
regulacdo da comunidade fitoplanctonica, sinaliza que sua ocorréncia independe das
mesmas. Entretanto, ambos os GFs (S1 e F) sdo tolerantes a baixa disponibilidade de
nutrientes e elevada turbidez (REYNOLDS et al., 2002; PADISAK et al., 2009), o que
pode representar um problema em ambientes eutrofizados, possibilitando a formacao de
floracdes quando houver condigdes restritivas para outros organismos sensiveis. No
caso do grupo Si essas consequéncias podem ser agravadas pelo fato deste cddon
constituir um grupo de cianobactérias potencialmente toxicas, assim com Sn e Hi
(PAERL & PAUL 2012; O’FARRELL et al. 2015).

Em todas as campanhas houve a coocorréncia dos grupos Sm e Hi, a
alternancia observada entre a domindncia destes codons esteve relacionada a
heterogeneidade sazonal em detrimento das condi¢cdes de estratificagdo da coluna
d’agua. Os efeitos da heterogeneidade sazonal refletiram tanto nos valores de biomassa
entre os grupos, quanto na composic¢ao fitoplanctonica, isoladamente. Figueredo e Giani
(2009) comentam que a auséncia de correlagdes entre a biomassa de cianobactérias
dominantes e a disponibilidade de foésforo pode sugerir a influéncia de outras varidveis
ambientais, ou ainda, haver sinergismo entre variaveis que favorecem o dominio
constante de R. raciborskii. A dominancia desta destas cianobactérias ocorre de maneira
generalizada em diversos reservatorios brasileiros, em diferentes condicdes ambientais
(FIORE et al. 2005, FIGUEREDO & GIANI 2009, MOSCHINI-CARLOS et al. 2009,
CUNHA & CALIJURI 2011b, MACHADO et al. 2016, CASALI et al. 2017, SANTOS
et al. 2018, RODRIGUES et al. 2019).

No presente estudo a dominancia de R. raciborskii parece estar mais
relacionada as caracteristicas fisicas do ambiente do que quimicas, em virtude da

correlacdo inicial com varidveis como zona eufdtica e profundidade. Neste sentido, ¢
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provavel que os maiores valores de biomassa do codon Sn, foram uma resposta ao
efeito sinérgico destas varidveis e as caracteristicas ambientais. Figueredo e Giani
(2009) em estudo realizado na Lagoa Santa, relataram que a ocorréncia de R. raciborskii
nao teve correlacdo com a sazonalidade, pois, mesmo com a precipitagdo significativa,
nao foi observada estratificacdo da coluna da agua. Assim, o fato de haver condi¢des de
mistura permanentes, independente da precipitacdo, favoreceram a dominancia desta
espécie, demonstrando que a regulacdo da mesma esta mais condicionada as condigdes
da coluna d’agua do que ao regime de precipitagdo em si. Neste sentido, no presente
estudo, além das adaptagdes referentes a baixa disponibilidade de nutrientes
anteriormente citadas, pode-se dizer que a abundancia do coédon Sm também foi
impulsionada pela auséncia de estratificacao.

A ocorréncia e dominancia de cianobactérias geralmente sdo associadas a
maior estabilidade da coluna agua (CALIJURI et al. 2002; KOMARKOV a et al. 2003).
No caso da R. raciborskii (Sn), porém, alguns autores consideram que esta espécie esta
bem adaptada a ambas condi¢des da coluna de dgua, podendo ser estaveis (HARRIS &
BAXTER 1996) ou instaveis (DOKULIL & TEUBNER 2000; BURFORDET al. 2006;
FIGUEREDO & GIANI, 2009). No presente estudo, um dos principais fatores que pode
ter promovido a alternancia entre a dominancia os cddons Sn e Hi € o fato de o grupo
Sn ser sensivel ao aumento da vazado (flushing) e a estratificacdo que ocorrem nos
periodos de maior precipitacio (REYNOLDS et al. 2002), como o que ocorreu em
outubro/2017 (MELO et al. 2019).

A aplicagdao dos grupos funcionais neste estudo constituiu uma ferramenta
valiosa para a compreensao dos processos biogeoquimicos e ecoldgicos do reservatério
de Itupararanga. Esta abordagem também possibilitou identificar os principais efeitos
das varidveis ambientais na comunidade fitoplanctonica, validando e evidenciando
caracteristicas, vulnerabilidades e possiveis impactos aos quais o reservatorio esta
exposto. Apesar da aplicagdo da metodologia de GF’s fornecer subsidios em estudos
ecologicos, Padisak et al. (2009) comentam a respeito de fragilidades a cerca desta
abordagem. Os autores comentam que a classificagdo a partir deste critério exige
conhecimento da autoecologia do fitoplancton, visto que espécies pertencentes ao
mesmo género podem ser alocadas em cddons distintos, ja que morfologias semelhantes
podem ter diferentes adaptacdoes ecoldgicas. Ainda assim, o devido uso desta
aboradagem tem fornecido dados importantes sobre o0s ecossistemas aquaticos

brasileiros, demonstrando que o gerenciamento dos recursos hidricos pode ser
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beneficiado a partir da avaliagdo por agrupamentos funcionais (GEMELGO et al. 2009;
CUNHA & CALIJURI 2011b; NISHIMURA et al 2014; SANTOS et al. 2018).

4 CONCLUSOES

O grupo funcional representado pelo cédon Sm, do qual faz parte a
cianobactéria R. raciborskii, foi o mais representativo em termos de biomassa dentre
todas as cinco campanhas, no reservatorio de Itupararanga. Sua ocorréncia demonstrou-
se bem estabelecida ao longo do reservatdrio, sendo que sua caracteristica de elevada
adaptabilidade ecofisiologica as mais diversas condigdes, tornou propicia sua ocorréncia
mesmo em situagdes restritivas, como a diminui¢do no gradiente dos teores de
nitrogénio disponivel no sentido da barragem.

Os grupos Hi e Lo tiveram representatividade moderada em relagdo ao codon
Sn, mas estiveram correlacionados principalmente as caracteristicas de eutrofizagdo,
diferentemente do grupo Sn, cuja ocorréncia no reservatorio Itupararanga independe da
elevada disponibilidade de nutrientes.

A abundancia dos principais grupos funcionais respondeu a heterogeneidade
sazonal e espacial no reservatorio. E provavel que a ocorréncia de estratificagdo da
coluna d’agua relatada para outubro/2017, tenha favorecido alternancia na ocorréncia
dos codons Sn e Hi-Lo, o que reduziu a diponibilidade de nutrientes, principalmente
fosforo que € o fator limitante da produtividade primaria no reservatério. Os efeitos da
heterogeneidade espacial repercutiram na formacdo de diferentes gradientes de
biomassa para cada grupo. Assim, no sentido P1 — P7, o gradiente de biomassa foi
crescente para o cddon Sn, enquanto que para Hi, no mesmo sentido, ocorreu de modo
decrescente.

As varidveis que mais influenciaram na composi¢do fitoplanctonica no
reservatorio foram nitrogénio total, nitrito e a razdo N/P resultando em fosforo como
nutriente limitante. O grupo Hi teve boa resposta ao gradiente de fosforo e da trofia,
cuja sensibilidade ao défcit deste nutriente foi observada no sentido P1 — P7.

O fato de os valores médios da biomassa bruta ndo variarem seguindo o mesmo
gradiente trofico o qual o reservatorio possui, sugere que a apenas uma abordagem
qualitativa do indice de estado tréfico pode conduzir a uma interpretagdo incompleta
quanto as reais condi¢des ecologicas do escossistema. Ainda que seja utilizada a média
ponderada entre clorofila-a e fosforo para classificar o estado trofico do reservatdrio, a

analise da composi¢do da comunidade fitoplanctonica e a abordagem dos grupos
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funcionais foi essencial para identificar potenciais fatores que colocam em risco a
qualidade da dgua. Esta constatagdo ¢ justificada pelo fato de haver dominancia de uma
espécie potencialmente toxica em regides do reservatorio onde a trofia aparentemente
era menor.

Tais constatagcdes evidenciam a eficacia do uso dos grupos funcionais como
descritores ambientais, sendo uma importante ferramenta em estudos em ecossistemas
aquaticos de agua doce, por fornecerem uma abordagem complementar e holistica a

cerca dos ciclos biogeoquimicos que estes ambientes constituem.
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CAPITULO 2 - PERMANENT OCCURRENCE OF Raphidiopsis raciborskii AND
CYANOTOXINS IN A SUBTROPICAL RESERVOIR POLLUTED BY
DOMESTIC EFFLUENTS (ITUPARARANGA RESERVOIR, SAO PAULO,
BRAZIL)
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ABSTRACT

Toxic cyanobacteria blooms are a frequent problem in subtropical reservoirs and
freshwater systems. The purpose of this study was to investigate the occurrence of
potentially toxic cyanobacteria and the environmental conditions associated with the
presence of cyanotoxins in a Brazilian subtropical reservoir. Five collections were
carried out at seven sampling locations in the reservoir, during the rainy and dry
seasons, between the years 2016 and 2017. There was permanent occurrence of
Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska) Aguilera, Berrendero Gomez, Kastovsky,
Echenique & Salerno, ranging between dominant and abundant, with an average
biomass of 38.8 £ 29.9 mg L!. Also abundant were D. solitarium, D. planctonicum, P.
isothrix, and A. gracile. Saxitoxin (STX) was detected in all the collected samples (0.11
+0.05 pg LY. Microcystin (MC) was also detected, but at lower concentrations (0.01 +
0.0 pg L. Low availability of NO3™ and phosphorus limitation had significant effects
on the R. raciborskii biomass and the levels of STX and MC. It was observed that R.

raciborskii was sensitive to thermal stratification, at the same time that STX levels were
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higher. This suggested that STX was produced under conditions that restricted the
growth of R. raciborskii. These are important findings, because they add information
about the permanent occurrence of STX and R. raciborskii in an aquatic ecosystem
limited by phosphorus, vulnerable to climatic variations, and polluted by domestic

effluents.

Keywords: Eutrophication, saxitoxin, microcystin, biomass, blooms, aquatic ecosystem

1 INTRODUCTION

Tropical and subtropical regions are those most affected by the occurrence of
potentially toxic cyanobacteria blooms (WHO 2017). Freshwater ecosystems in these
regions are environments conducive to the occurrence of cyanobacteria and
cyanotoxins, because in addition to the favorable climate, they frequently contain high
levels of nutrients (Mowe et al. 2015).

Several studies point to evidence in other regions of the world that harmful
cyanobacterial blooms have increased on a global scale over the past few decades, and
that they are likely to expand further in the coming decades, due to continued
eutrophication and global warming (Paerl & Paul 2012; Antunes et al. 2015; Huisman et
al. 2018; Pham et al. 2020). Given forecasts of increased eutrophication, warming, and
salinization, cyanobacterial blooms will become more intense in tropical reservoir
regions (Amorim et al., 2020).

Brazil was the first country to create specific legislation containing guidelines
aimed at controlling cyanotoxins and cyanobacteria in drinking water (Bittencourt-
Oliveira et al. 2014). According to this legislation, a cyanotoxin analysis must be
performed weekly when the cyanobacterial density exceeds 20,000 cells mL™,
observing the maximum acceptable values of 3 ug L™ for saxitoxin (STX) and 1 ug L™
for microcystins (MC) (Brazil, 2021). This occurred after the reported intoxication of
131 chronic kidney disease patients at a hemodialysis clinic in the city of Caruara
(Pernambuco State, Brazil), due to contamination of the water by microcystins
(Carmichael et al. 2001). Studies have reported the occurrence of blooms of potentially
toxic species in different regions of Brazil, mainly associated with the presence of R.
raciborskii and Microcystis spp. (Figueredo & Giani 2009; Moschini-Carlos et al. 2009;
Cunha & Calijuri 2011b; Bittencourt-Oliveira et al. 2014; Fonseca et al. 2014;
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Nishimura et al. 2014; Machado et al. 2016; Casali et al. 2017; Santos et al. 2018;
Vicentin et al. 2018; Rodrigues et al. 2019). The identified cyanotoxins included
saxitoxins, microcystins, and cylindrospermopsin (Molica et al. 2002; Moschini-Carlos
et al. 2009; Bittencourt-Oliveira et al. 2014; Casali et al. 2017; Pedrosa et al. 2020).

Toxic cyanobacteria blooms in eutrophic reservoirs represent a major public
health problem. Pedrosa et al. (2020) reported that saxitoxin had a synergistic effect in
Zika virus (ZIKV) infections in Northeast Brazil, even at concentrations considered safe
(<3.00 pg L1). The authors reported that STX doubled the amount of ZIKV induced
neural cell death in progenitor areas of the human brain organoid, while chronic
ingestion of STX-contaminated water before and during pregnancy caused brain
abnormalities in the offspring of ZIKV-infected mice. Facciponte et al. (2018)
investigated the exposure route of aerosolized STX, showing contamination of the
human respiratory tract. Christensen and Khan (2020) reported several other routes of
exposure to this toxin, leading to lethal and sublethal effects, together with
bioaccumulation, due to different types of direct and indirect contact.

The occurrence of microcystins has been associated with high concentrations of
nitrogen, with blooms generally occurring during the rainy season and with high
temperatures (Mowe et al. 2015). Worldwide, the taxa frequently identified in blooms
with the presence of MC are Microcystis aeruginosa, M. protocystis, M. panniformis,
Plantothrix agardhii, P. isothrix, and Dolichospermum (Molica et al. 2002; Moschini-
Carlos et al. 2009; Sant’Anna et al. 2011; Paerl & Paul, 2012; Merel et al. 2013;
Bittencourt-Oliveira et al. 2014; Funari et al. 2017; Huisman et al. 2018; Pham et al.
2020). Blooms dominated by these species are more frequent in the summer, when the
warm climate favors an increase of biomass and the occurrence of cyanotoxins tends to
be higher (Trung et al. 2018). The production of MC can be stimulated in the presence
of competing species in the growth medium, such as chlorophytes (Monoraphidium
convolutum (Corda) Komarkova-Legnerova and Scenedesmus acuminatus (Largerheim)
Chodat (Bittencourt-Oliveira et al. 2015). In addition to allelopathic interactions,
herbicides and nutrient variation in aquatic ecosystems alter the physical and chemical
characteristics of water, which could favor the production of cyanotoxins (Bréda-Alves
et al. 2020).

The occurrence of STX, produced by toxic strains of R. raciborskii, is related
to high temperatures, being common in periods of drought and low nitrogen availability

(Mowe et al. 2015). The ability to fix atmospheric nitrogen is one of the main
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adaptations of R. raciborskii, enabling its growth in environments limited by
phosphorus (Kenesi et al. 2009; Piccini et al. 2011). This allows the maintenance of
these species in different environments, despite not necessarily being correlated to
environmental variables (Figueredo & Giani 2009). In addition, some studies mention
the allelopathic effect of R. raciborskii, inhibiting the development of species of the
genus Microcystis, favoring monospecific blooms (Mello et al. 2012; Mowe et al. 2015;
Bréda-Alves et al. 2020). Furthermore, R. raciborskii is not tolerant to stratification of
the water column and flushing (Reynolds et al., 2002; Padisdk et al., 2009). However,
the many ecophysiological adaptations reflect the high genetic variability of this
species, accounting for its wide occurrence in different regions of the world (Piccini et
al. 2011; Antunes et al. 2015; Vanderley et al. 2021).

The problem of eutrophication is global, with widespread occurrence of
potentially toxic species, highlighting the need to understand the most important
environmental factors influencing this phenomenon (Moschini-Carlos et al. 2009, 2010;
Yamamoto et al. 2011; Paerl & Paul, 2012; Merel et al. 2013; Beghelli et al. 2016;
Machado et al. 2016; Huisman et al. 2018; Pompéo et al. 2021). Such studies are crucial
to support strategies for the management of these environments, aiming at achieving
good ecological status and guiding public health actions (Cardoso-Silva et al. 2015;
Pompéo et al. 2021). Therefore, in order to better understand the dynamics of
cyanobacteria in an eutrophic subtropical reservoir, the aims of this study were to 1)
describe the phytoplanktonic community, ii) investigate the occurrence of cyanotoxins
(microcystin and saxitoxin), iii) elucidate the relationship between cyanotoxins and the
cyanobacteria biomass, and iv) identify the environmental conditions that significantly

influence the presence of cyanotoxins.
2 MATERIALS AND METHODS
1.1  Study site

The Itupararanga reservoir is located in the southeastern region of Sao Paulo
State, Brazil (Fig. 1). The main channel of the reservoir is 26 km long and the average
depth is 7.8 m, reaching 21 m. The climate in the region is typically subtropical and the
average temperature varies between 18 and 22 °C (Melo et al., 2019).

Approximately 63% of the water of this reservoir is used for public supply in
several cities located in its vicinity, serving around 800,000 people (Pedrazzi et al.

2013; Rosa et al. 2015). Recent studies have reported significant degradation of the
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reservoir water quality, due to inflows of domestic effluents in the fluvial region (Cunha
& Calijuri 2011a; Taniwaki et al. 2013; Beghelli et al. 2016; Melo et al. 2019). During
the period of sample collection, the reservoir was characterized as super-eutrophic
(Melo et al. 2019), based on the trophic status index model adapted by Cunha et al.

(2013) for tropical and subtropical reservoirs.
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Fig. 1 Map of the Itupararanga reservoir and locations of the sampling points. Original
source: Melo et al. (2019).

1.2 Sample collection methods

Samples were collected at seven points (P1-P7) along the longitudinal axis of
the reservoir (Fig. 1). The choice of locations considered the characteristics of use and
occupation of the margins, as described by Rosa et al. (2015). Five collections were
performed during the rainy and dry seasons, in the years 2016 and 2017 (December
2016, March 2017, August 2017, October 2017, and December 2017). The rainy season
was from October to March and the dry season was from April to September (Melo et
al. 2019).

Data reported previously for the Itupararanga reservoir (Melo et al. 2019) were

used as a reference for the limnological characterization of the water, considering the
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following parameters: total nitrogen (TN), nitrite (NO7"), nitrate (NO3), ammonium
(NH4"), total phosphorus (TP), orthophosphate (PO4*), chlorophyll-a (Chl-a), euphotic
zone (EZ), depth, temperature (T), pH, electrical conductivity (EC), turbidity (TURB),
and redox potential (Eh).

1.3 Analytical methods

For quantitative analysis of phytoplankton, integrated samples of the water
column were collected with a plastic hose (1 m length) and were fixed with 1% acetic
lugol. The identification of cyanobacteria was based on the studies of Komarek &
Anagnostidis (1999, 2005), Sant’Anna et al. (2004, 2006, 2012), and Nogueira et al.
(2011). Counting was performed as described by Utermohl (1958), using an inverted
Zeiss AxioVert microscope. The biovolume was determined as described by Hillebrand
et al. (1999) and Sun & Liu (2003). Phytoplankton biomass was estimated according to
Wetzel and Likens (2000), where 1 mm® L' = 1 mg L. Species were considered
abundant when their biomass represented more than 5% of the total biomass.

Samples were collected for analysis of free STX and MC present in the
reservoir water. In the laboratory, the samples were filtered using glass fiber filters
(Whatman GFC) with pore size of 1.2 um. The STX content was determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using the Saxitoxin Plate Kit (Beacon
Analytical Systems, USA), according to the manufacturer’s recommendations.

The analysis of microcystins was performed by liquid chromatography coupled
with mass spectrometry (LC-MS). For this, a 400 mL volume of each sample was
submitted to solid phase extraction (SPE) using 500 mg Sep-Pak C18 6cc Vac
cartridges (Waters, USA), according to the methodology described by Kim et al. (2009).
The cartridges were previously conditioned with 10 mL of HPLC grade methanol,
followed by 10 mL of Milli-Q water. After eluting the samples, the cartridges were
cleaned with 10 mL of Milli-Q water and 10 mL of 20% methanol. Finally, the analytes
of interest were eluted with 10 mL of 80% methanol and the eluate was dried at 35 °C,
under nitrogen. The dry material was resuspended in 1 mL of 70% methanol and filtered
through a 0.45 pm PVDF membrane (Millipore, USA). The analysis employed a 1260
Infinity chromatograph (Agilent Technologies, USA), which was coupled to a triple
quadrupole mass spectrometer (6460 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies, USA)
equipped with electrospray ionization (ESI) and operated in positive mode at 3500 V (in
the Supplementary Information (SI), Tables 1-2 and Figs. 1-2 support this analysis).
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1.4 Statistical analysis

The inclusion and exclusion criteria for the environmental variables used in the
statistical analysis were based on the results obtained using the Pearson linear
correlation test. The entire matrix of the set of physical, chemical, and biological water
data was used, including cyanobacteria identified with abundance >5%. The
classification of the magnitude of the coefficients was based on Cohen (1988). Next,
each step described had the objective of identifying the most influential environmental
variables in the statistical models. Thus, adjusted models were designed to better
explain the influence of environmental variables on the production of cyanotoxins.
Canonical correspondence analysis (CCA) was used to identify the environmental
variables and species correlated to STX and MC. For this, the data set was treated by
logl0 transformation. In order to identify the environmental variables that had a
significant effect in the CCA model, the scores were subjected to analysis of variance
(ANOVA, p <0.05). A simple linear regression analysis was then performed, according
to the patterns observed in the fitted CCA model, in order to determine the effects of the
most significant environmental variables on the occurrence of cyanotoxins. For MC,
which does not have a normal distribution, the Spearman correlation test was used. All
the analyses were performed using the R® 3.4.0 Vegan 2.5-2 software package
(Oksanen et al. 2018).

3 RESULTS

The Cyanophyceae were major contributors to the biomass of the
phytoplankton community in the Itupararanga reservoir. Among all groups,
cyanobacteria represented 40.3% of the total biomass, with higher levels at the end of
the dry period (August 2017) and the beginning of the rainy period (October 2017) (Fig.
2). Among the abundant species identified, R. raciborskii was dominant in December
2016 and March 2017, with its occurrence remaining constant in the other collections
(Fig. 3, Table 1). R. raciborskii showed permanent occurrence in the reservoir, with no
significant seasonal variations of its biomass (mean 38.8 +29.9 mg L™!). The apparently
seasonal species included Phormidium aerugineo-caeruleum (Gomont) Anagnostidis &
Komarek (mean 73.5 + 89.6 mg L), which only occurred at points P6 and P7, in
August 2017. Other abundant species were Dolichospermum solitarium (Klebahn)
Wacklin, L. Hoffmann & Komarek (mean 41.3 + 73.5 mg L), Dolichospermum
planctonicum (Brunnthaler) Wacklin, L. Hoffmann & Komarek (mean 36.5 + 60.3 mg
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LY, Planktothrix isothrix (Skuja) Komarek & Komérkova (mean 25.8 = 29.3 mg L),

and Aphanizomenon gracile Lemmermann (mean 14.7 + 24 mg L) (Fig. 3, Table 1).
Between the dry period (August 2017) and the beginning of the rainy period

(October 2017), the cyanobacteria composition altered, with abundance of the species

D. solitarium, P. isothrix, and A. gracile, in addition to R. raciborskii (Fig. 3).

&
& O Zygnematophyceae
- O Trebouxiophyceae
g _ O Mediophyceae
o O Eustigmatophyceae
= B Euglenophyceae
':33 E - O Dinophyceae
B Nl B Cyanophyceas
= o B Cryptophvceae
E = H e O Coscinodiscophyceae
;:% = O Chrysophyceae
- O Chlorophyceae
£ i O Bacillariophvceas
o -

Dec/16 Mar/17 Aug/l7 Oct/17 Dec/17

Fig. 2 Total biomasses of the phytoplankton classes in the Itupararanga reservoir during
the periods December 2016, March 2017, August 2017, October 2017, and December
2017.
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Fig. 3 Biomasses of abundant cyanobacteria (>5%) during the periods December 2016,
March 2017, August 2017, October 2017, and December 2017.
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The average cyanobacteria biomass varied among the sampling periods,
indicating a seasonal response of these organisms (Fig. 4a). Spatial heterogeneity of the
reservoir was also evident, since the average cyanobacteria biomass varied among the
sampling points (Fig. 4a).

Free STX was detected, with an average concentration of 0.11 + 0.05 pug L
over the five collections. Among the MC variants evaluated, only MC-LR was detected
at low concentrations (0.01 = 0.0 pg L!) (Table 1).

Although both cyanotoxins were detected at low concentrations, the patterns of
occurrence were different (Fig. 4b, Table 1). There was permanent presence of STX and
MC-LR, with the compounds occurring in all five collections between December 2016
and December 2017. The lowest levels of STX were observed in August 2017, when the

biomass values were also lower (Fig. 4b).
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Fig. 4 a) Box plots of cyanobacteria biomasses (mg L) in the different collections, and
b) contents (ug L) of saxitoxin (STX) and microcystin (MC-LR).

The environmental variables that showed significant effects in the CCA were
TN, NO>, NOs", and PO4*" (Table 1). The model provided high explanatory power, with
the first two axes explaining 79.5% of the data variation (42.06% by axis 1 and 37.44%
by axis 2) (Fig. 5).



52

Variables avg. min. max. SD
TN (ug L 484.66  166.0 1210.00 215.16
NOz (ug L) 2.44 0.40 10.80 2.36
NOs (ug L 81.09 7.90 295.80 83.22
PO4* (ug L 22.50 3.80 60.40 18.66
STX (ug L) 0.11 0.04 0.21 0.05
MC-LR (ug L) 0.01 0.00 0.02 0.00
Aphanizomenon gracile (mg L) 14.70 0.13 80.81 24.06
Raphidiopsis raciborskii (mg L) 38.80 3.43 119.76 29.99
Dolichospermum planctonicum (mg L) 36.54 3.00 143.22 60.37
Dolichospermum solitarium (mg L) 41.32 0.31 290.57 73.56
Phormidium aerugineo-caeruleum (mg L) 73.57 2.75 174.36 89.64
Planktothrix isothrix (mg L) 25.81 1.35 100.30 29.37

Table 1 Average (avg), minimum (min), maximum (max), and standard deviation (SD)
values for the variables analyzed using CCA: total nitrogen (TN), nitrite (NO2"), nitrate
(NO3"), and orthophosphate (PO4>) (data reported by Melo et al. (2019) for the period
from December 2016 to December 2017), and saxitoxin (STX), microcystin (MC-LR),
and abundant cyanobacteria biomasses (data obtained in the present study).

A gracile

Axis 2 (37,44 %)

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Axis 1 (42.06 %)

Fig. S CCA biplot with the following variables: total nitrogen (TN), nitrite (NO2"),
nitrate (NOs’), orthophosphate (PO4*), microcystin (MC-LR), saxitoxin (STX,
represented by the symbol “m” in red), and abundant cyanobacteria biomasses.

Only R. raciborskii was positively correlated with STX and MC-LR, ordered in
the quadrant opposite the NOsz  gradient. Among the species analyzed, no other

organism showed a positive correlation with the occurrence of cyanotoxins. Linear
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regression analysis applied to the R. raciborskii biomass and STX values (R> = 0.21; p
<0.05) confirmed that the presence of STX in the reservoir depended on the biomass of
this species (Fig. 6a). In addition, there was a statistically significant inverse linear
relation between NOs™ and R. raciborskii biomass (R?> = 0.41; p <0.05) (Fig. 6b). A
negative correlation between STX and NOs;™ was observed in the Pearson correlation
analysis (» = -0.46) (Table 2) and the CCA (Fig. 5), confirming that NO3™ directly
affected the occurrence of R. raciborskii and, consequently, the presence of STX in the

reservoir (Tables 2 and 3).
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Df  ChiSquare F Pr(>F)

TN 1 0.12 4.54 0.00
NOy 1 0.09 3.32 0.01
NOs 1 0.10 3.51 0.01
Euf.Zon 1 0.06 2.11 0.05
POs* 1 0.10 3.75 0.01
Chl-a 1 0.05 1.66 0.17
Depth 1 0.06 2.09 0.05
T 1 0.05 1.89 0.10
pH 1 0.02 0.61 0.68
EC 1 0.01 0.52 0.74
Eh 1 0.00 0.14 0.98

Residual 23 0.62834
Table 3 Results of ANOVA between the CCA scores, using the variables preselected by
Pearson correlation. Values in bold type indicate variables that had a significant influence
on the model.
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Fig. 6 Simple linear regression between (a) R. raciborskii and STX (R? = 0.21; p <0.05),
and (b) NOs™ and R. raciborskii (R*> = 0.41; p <0.05).

In the case of MC-LR, despite transforming the values using log10, the normality
test (W) indicated that the normality criterion was not met. Hence, Spearman's non-
parametric analysis showed that the MC-LR had no significant correlation with R.

raciborskii (-0.11) and the environmental variables (Table 4).

TN NO;- NOs- PO4*- R. raciborskii STX

MC-LR -0.17 0.03 -0.06 0.10 -0.11 -0.10

Table 4 Results of Spearman's correlation analysis between the environmental variables

used in the adjusted model of CCA, R. raciborskii and STX.
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4 DISCUSSION

The observed predominance of cyanobacteria in the Itupararanga reservoir was in
agreement with previous findings (Cunha & Calijuri 2011b; Casali et al. 2017; Vargas et
al. (2020); Moraes et al., 2021), where the presence of R. raciborskii was identified in the
reservoir, its main tributaries, and areas close to the dam. However, Casali et al. (2017)
identified an opposite pattern in the dominance of R. raciborskii with respect to the
climate, with high biomass values in the dry period (>1.0 x 107 um® mL"') and lower
values in the rainy season (~5.0 x 10° um® mL™). Other studies have also reported the
abundance of R. raciborskii in Brazilian reservoirs in the dry and rainy seasons, in addition
to species of the genera Dolichospermum and Aphanizomenon (Figueredo & Giani 2009;
Moschini-Carlos et al. 2009; Sant’Anna et al. 2011; Bittencourt-Oliveira et al. 2014;
Fonseca et al. 2014; Nishimura et al. 2014; Machado et al. 2016; Santos et al. 2018;
Vicentin et al. 2018; Rodrigues et al. 2019). In addition to the dominance of R. raciborskii
reported in many regions of Brazil, evidence of the predominance of this cyanobacteria in
different regions of the world has been common in recent decades (Paerl & Paul 2012;
Sukenik et al. (2012); Antunes et al. 2015; Huisman et al. 2018; Rzymski et al. 2018).

The variation of the average cyanobacteria biomass among the samples revealed
the influence of climatic conditions on these organisms. According to Melo et al. (2019),
thermal stratification from point P4 to P7 was observed in October 2017, together with a
substantial difference in levels of dissolved oxygen (DO) between the surface (7 mg L)
and the bottom (3 mg L!). In the same period, a decrease of the cyanobacteria biomass was
observed at the sampling points where there was thermal stratification. According to Visser
et al. (2016), thermal stratification tends to favor floating cyanobacteria, due to the weak
mixing, allowing better access to light. In the present study, although the cyanobacteria
biomass decreased at points where thermal stratification occurred, R. raciborskii and other
species that also have aerotopes (D. solitarium, P. isothrix, and A. gracile) were abundant.
Furthermore, changes related to the availability of light, due to reduced water transparency,
can have a significant influence on regulation of the dominance of cyanobacteria genera
throughout the year (Vanderley et al. 2021).

The levels of STX and MC-LR identified were within the limits recommended by
Brazilian legislation (Brazil, 2021) and the World Health Organization, of 3 pug L for
STX and 1 pg L™ for MC (Chorus & Bartram 1999; Chorus & Welker 2021). Casali et al.
(2017) investigated the presence of STX as a function of the density of R. raciborskii in the

Itupararanga reservoir, obtaining values between 0.04 and 0.20 pug L', which were close to
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those observed here, as well as strong correlation (» = 0.73, p <0.001) between the biomass
and STX values. In the present study, although significant linear correlation was observed
between R. raciborskii biomass and STX, the effect was classified as moderate (R* = 0.21;
p <0.05). This finding confirms the complexity of interpretation of the mechanisms
involved in the biosynthesis of STX by R. raciborskii, since growth profiles and STX
production/inhibition can also be specific responses to some ions (Ca**, Mg**, and Na")
(Burford et al. 2016). However, the ionic composition of the water was not evaluated in the
present study.

The moderate linear relationship between the STX and biomass values could have
been related to restrictive environmental conditions, which inhibited increase of the
cyanobacteria volume and stimulated the production of cyanotoxins (Yamamoto et al.
2011; Lopes et al. 2012; Sarkar et al. 2020; Moraes et al., 2021). For example, the
phosphorus deficiency in the environment could have influenced the production of STX.
Melo et al. (2019) observed a continuous decrease in the trophic status index towards the
dam, influenced by phosphorus deficiency, classifying this region as meso-oligotrophic.
Vargas et al. (2020) tested different strains of R. raciborskii from the Itupararanga
reservoir, finding that the production of STX by this species increased in an oligotrophic
environment. These previous results corroborated the present findings, since higher levels
of STX were observed in the region close to the Itupararanga reservoir dam (points P6 and
P7). Furthermore, Burford et al. (2016) reported that the main factors affecting the
production of STX are temperature, light/dark cycles, light intensity and quality,
conductivity, and water hardness.

Shi et al. (2017) reported that high air temperature and high levels of phosphorus
can favor blooms, indicating that regions with hot climates are favorable for their
occurrence. Although some phylogenetic studies relate the origin of R. raciborskii to
tropical regions, its current distribution also includes temperate regions, due to climate
change (Piccini et al. 2011; Paerl & Paul 2012; O'Neil et al. 2012; Antunes et al. 2015;
Rzymski et al. 2018; Huisman et al. 2018; Pham et al. 2020; Vanderley et al. 2021). Melo
et al. (2019) identified high concentrations of TN (484.66 + 215.16 ug L) in the
Itupararanga reservoir during the same period as this study, reporting that the primary
productivity of the reservoir was limited by phosphorus. The limitation by phosphorus in
this reservoir has been reported in the last five years, prior to which there was co-limitation
by phosphorus and nitrogen (Cunha & Calijuri 2011a, 2011b; Taniwaki et al. 2013;
Beghelli et al. 2016; Casali et al. 2017; Melo et al. 2019).
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The inverse correlation between NO;™ and the occurrence of R. raciborskii and
STX may have been related to the energy expenditure required for these organisms to fix
inorganic forms of nitrogen. In the case of diazotrophic cyanobacteria, such as R.
raciborskii, this occurs in environments limited by phosphorus (Kenesi et al. 2009).
According to Brentano et al. (2016), STX biosynthesis is regulated by stress situations
related to the depletion of inorganic nitrogen in the environment, restricting biomass
increase. The release of STX then has the function of contributing to homeostasis of the
organism, regulating cell permeability (Brentano et al. 2016; Bréda-Alves et al. 2020;
Sarkar et al. 2020; Moraes et al., 2021).

In the case of MC-LR, which was only detected at low concentrations, the
maximum levels occurred in December 2016 and December 2017, considered rainy
periods (Melo et al., 2019). At the same time, during these periods there was no abundance
of species belonging to the genus Microcystis, but there was abundance of P. isothrix,
Dolichospermum spp., and P. aerugineo-caeruleum. It is likely that the presence of MC in
these periods was related to the occurrence of these organisms, since they are also potential
producers of microcystins (Huisman et al. 2018).

In a study undertaken at the Billings complex reservoir and the Guarapiranga
system in the metropolitan region of Sdo Paulo, Moschini-Carlos et al. (2009) found
moderate MC-LR concentrations of 0.28 ug L' in the rainy season and 0.57 pg L' in the
dry season, with P. agardhii and Microcystis spp. being dominant. Bittencourt-Oliveira et
al. (2014) found this toxin in 100% of the reservoirs studied in the Northeast region of
Brazil, with high levels of MC ascribed to high biomasses of cyanobacteria such as P.
agardhii, P. isothrix, and Microcystis spp..

In the present study, the occurrence of MC did not correlate with any of the
environmental variables, as observed by Moraes et al. (2021). Furthermore, MC was
detected at exceptionally low concentrations, compared to STX. In part, this difference
may be related to the different analysis methods used. However, its presence at low
concentrations in an environment dominated by R. raciborskii, with STX, may be an
indication that competition for nutrients influences cyanotoxin biosynthesis (Mello et al.
2012). Furthermore, water transparency and temperature can be decisive in the alternation
of dominance between R. raciborskii and Microcystis, consequently influencing the levels

of STX and MC (Vanderley et al. 2021).
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5 CONCLUSIONS

The high contribution of Cyanophyceae in the Itupararanga reservoir was mainly
due to the abundance of R. raciborskii. This species was the only one that had constant
occurrence, being found in all the samples. The presence of STX was moderately
influenced by R. raciborskii biomass, according to the classification parameters adopted. In
this reservoir, a set of specific environmental conditions determined the variations of R.
raciborskii biomass and STX. The facilitating environmental conditions included low
availability of NOs™ and phosphorus limitation. The trophic state could have been an
additional factor, since the STX levels followed an increasing trend in the region close to
the dam, characterized as meso-oligotrophic. However, R. raciborskii was sensitive to
thermal stratification, at the same time that STX levels increased. Hence, it appeared that
STX was produced under conditions restrictive for the growth of R. raciborskii. These are
important findings, since they provide information about the permanent occurrence of STX
and R. raciborskii in an aquatic ecosystem with decrease of the trophic status index
(upstream — downstream). Potentially toxic cyanobacteria had permanent abundance in
the reservoir, with the alternation among them, due to changes in environmental

conditions, implying the constant occurrence of cyanotoxins.
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CAPITULO 3 - TOXICIDADE CRONICA DA SAXITOXINA (STX) EM LARVAS
DE Chironomus sancticarolli - (DIPTERA: CHIRONOMIDAE)

1 INTRODUCAO

A problematica relativa a ocorréncia de cianobactérias e cianotoxinas, em
ambientes lacustres e reservatorios de abastecimento, afeta diversas regides do mundo em
decorréncia de processo de eutrofizacao artificial e ¢ agravada pelas mudangas climaticas
(O’NEIL et al. 2012, PAERL & PAUL 2012, ANTUNES et al. 2015, MOWE et al. 2015,
HUISMAN et al. 2018). No Brasil os relatos da dominancia de cianobactérias da espécie
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju em ambientes
eutrofizados ¢ frequente (FIGUEREDO & GIANI 2009, MOSCHINI-CARLOS et al.
2009, CUNHA & CALIJURI 2011, BITTENCOURT-OLIVEIRA et al. 2014, FONSECA
et al. 2014, NISHIMURA et al. 2014, MACHADO et al. 2016, CASALI et al. 2017;
SANTOS et al. 2018, VICENTIN et al. 2018, RODRIGUES et al. 2019, MACHADO et al.
2021). Paralelamente, a presenga de saxitoxina e cylindrospermopsina esta associada a
ocorréncia de cepas toxicas de R. raciborskii, sendo frequentemente encontradas nestes
ambientes (MOLICA et al. 2002, BITTENCOURT-OLIVEIRA et al. 2014, CASALI et al.
2017, PEDROSA et al. 2020).

Neste sentido, os organismos aquaticos estdo diretamente expostos a toxicidade
destes metabolitos seja na coluna d’4dgua ou no sedimento, afetando diversas espécies da
cadeia trofica destes ecossistemas (TOPOWOSKA et al. 2014, ESTERHUIZEN-LONDT e
PFLUGMACHER 2016, PAWLIK-SKOWRONSKA et al. 2019). Desta forma, o grupo
dos insetos bentdnicos representado pelo quironomideos tem um papel importante como
indicadores ambientais, devido a sua ocorréncia mesmo em ambientes poluidos, além de
terem um papel importante na cadeia alimentar (TOPOWOSKA et al. 2014). Apesar da
maior parte do seu ciclo de vida ocorrer no sedimento em ecossistemas lacustres, os
quironomideos também podem estar expostos aos efeitos das floragdes de cianobactérias
potencialmente toxicas e cianotoxinas dissolvidas, as quais podem ligar-se ao sedimento
acumulando-se nas camadas superficiais (KINNEAR et al. 2010, TOPOWOSKA et al.
2014). Além disso, Ali et al. (2002) relataram que as cianobactérias filamentosas sao uma
fonte essencial de alimento para larvas de insetos bentonicos, em seu estudo, a abundancia

de larvas de Chironomus spp foi proporcional ao aumento da abundancia de



61

cianobactérias. Esta dindmica pode ser potencializada em ambientes eutroficos
(TOPOWOSKA et al. 2014; XUE et al. 2016).

No reservatorio de Itupararanga, uma piora significativa da qualidade da agua
tem sido relatada sendo classificado como supereutroéfico, a causa principal esta
relacionada ao aporte de efluentes domésticos (CUNHA & CALIJURI 2011a, TANIWAKI
et al., 2013, BEGHELLI et al. 2016, MELO et al. 2019). Paralelamente, uma elevada
representatividade da cianobactéria R. raciborskii tem sido observada no reservatorio, bem
como, a presenga de saxitoxina (CUNHA & CALIJURI 2011, CASALI et al. 2017,
MACHADO et al., 2021).

A saxitoxina ¢ um alcaldide neurotéxico que leva ao bloqueio dos canais de
sodio, bloqueando a geracdo de potenciais de agcdo nos neurdnios, podendo causar
parestesia, dorméncia, paralisia e insuficiéncia respiratéria (PEARSON et al 2010,
DITTMANN et al. 2012, O’NEILL et al. 2017, PEDROSA et al. 2020). O’Neill et al.
(2017) relatam que a exposicdo prolongada a baixos teores de saxitoxina pode induzir o
crescimento inadequado de neurites, tornando-a em um potencial problema de satude
publica. Além disso, recentemente Pedrosa et al. (2020) relataram que a saxitoxina pode ter
atuado com efeito sinérgico a infeccdo pelo ZIKA Virus no Brasil. Assim, observa-se a
relevancia do estudo dos efeitos deste metabdlito em organismos aquaticos, com inttito de
estimar os danos nos organismos € ao ecossistema, consequentemente, fornecendo
subsidios para possiveis a¢des de revisdo dos pardmetros relativos ao monitoramento de
saxitoxina em reservatorios de abastecimento publico. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito cronico da saxitoxina (intracelular e isolada) em larvas de
Chironomus sancticarolli expostas a concentragdes ambientais desta cianotoxina
quantificadas no reservatorio de Itupararanga. A hipdtese do estudo foi: ainda que as
concentragdes de saxitoxina estejam dentro dos parametros estabelecidos pela legislacao, a

exposicao cronica a baixos teores de saxitoxina ¢ capaz de causar danos aos organismos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento experimental

Os organismos teste foram expostos a duas categorias de contaminantes
contendo saxitoxina (STX): saxitoxina intracelular (obtida por meio do extrato celular de

R. raciborskii) e solugdo de saxitoxina isolada (obtida por meio de padrdo analitico de
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saxitoxina). A utilizagdo da solucdo com o padrio analitico foi adotada, com o intuito de
validar possiveis efeitos da saxitoxina nos organismos, cruzando os resultados obtidos
entre os tratamentos a base de saxitoxina isolada e a base de saxitoxina intracelular. Desta
forma, minimizou-se a possibilidade de interferéncia de outros metabolitos secundarios,
que podem estar presentes nos extratos celulares de R. raciborskii, na resposta dos

organismos teste.

2.2 Biomassa de Raphidiopsis raciborskii

A cepa utilizada neste estudo foi obtida na cole¢do de culturas de microalgas
de 4gua doce da Universidade Federal de Sao Carlos (CCMA-UFSCar). Para obtengdo da
biomassa, a cepa de R. raciborskii (CCMA-UFSCar BB048) foi cultivada em frascos
Boeco de 2L com borbulhamento de ar e intensidade luminosa de 150-175 umol fétons m
-2 s-1 de radiagcdo PAR, oriunda de lampadas fluorescentes em fotoperiodo de 12:12 horas
e temperatura de 23 +1°C. As culturas foram retiradas ao final da fase de crescimento
exponencial que variou entre 7 e 8 dias de cultivo.

O preparo do extrato celular (STX-Ex) consistiu em trés etapas: extragao,
filtracdo e quantificagdo. Primeiramente, para extracdo da saxitoxina intracelular, a
biomassa concentrada foi submetida ao rompimento celular realizado pelo processo de
gelo/degelo por 3 vezes. Apos esta etapa, o extrato concentrado foi homogeneizado e 1 mL
foi retirado e transferido para baldes volumétricos (50, 100 e 200 mL) e avolumados com
agua MiliQ para preparo das solugdes nas proporgdes 1:50, 1:100, 1:200 (Figura 11). Apds
homogeneizadas, cada uma das solucdes foi filtrada utilizando filtro de fibra de vidro com
malha de 0,47 pm de didmetro (Whatman GFC) acoplado em sistema a véacuo. Na
sequéncia, as concentragdes de saxitoxina foram quantificadas por meio do Ensaio
imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA). Para tal procedimento, foram utilizados “Kits”
Beacon Saxitoxina — Placa, seguindo recomendagdes do fabricante. A faixa de detec¢do do
teste ¢ de 0,02 a 0,3 partes por bilhdo (ppb), foram utilizados os controles positivos e
negativos do proprio kit. As andlises foram feitas em triplicatas. Apds a quantificagdo, as
solugdes foram mantidas sob refrigeracdo (- 4 °C) até o momento do bioensaio. Todas as
etapas do preparo do extrato, solu¢des e quantificagao de saxitoxina foram realizadas um

dia antes do inicio dos bioensaios.
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Figura 11 — Preparo das solugdes de saxitoxina a partir do extrato celular de R. raciborskii.

Fonte: acervo pessoal

A solugdo contendo saxitoxina isolada (STX-PA), foi obtida por meio da
dilui¢do do padrao analitico (Abraxis) em agua MiliQ, na sequéncia, a concentracdo desta
solugdo também foi quantificada por meio do método ELISA, conforme descrito para o
extrato celular. A solucdo foi mantida sob refrigeracdo até o momento do bioensaio. A
concentragio de STX-Ex e STX-PA utilizada no bioensaio foi de 0,55 ug L™, que dentre
os testes preliminares realizados, foi a concentracdo mais proxima das condi¢des
ambientais encontradas no reservatério de Itupararanga, que se foi possivel reproduzir em
laboratorio. Além disso, segundo a legislagdo vigente esta concentracdo estd em
conformidade com os teores aceitéveis de STX (até 3 ug L'') preconizados pela legislagdo
brasileira (BRASIL 2004) e Organizacdo Mundial da Saude (CHORUS & BARTRAM,
1999).

2.3 Organismos teste

Larvas de Chironomus sancticarolli foram obtidas de uma cultura mantida no
Laboratério de Limnologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho",
Sorocaba — SP. Esta cultura e os bioensaios foram acondicionados em estufa incubadora,
seguindo o protocolo de Maier et al. (1990) e da OECD (2004a; 2004b) com modifica¢des
na temperatura, fotoperiodo e umidade relativa (25 = 2 °C, 12 h e 80 = 10%,

respectivamente).
2.4 Condicoes do sedimento e da Agua para os bioensaios

A preparagao do sedimento artificial seguiu o protocolo da OECD (2004a;
2004b; 2010), sendo a areia calcinada conforme descrito por Araujo et al. (2006). Foi
utilizada 4gua mineral sem cloro (composicdo quimica: célcio 15,04 mg L™, fluoreto 0,070

mg L', bicarbonato 80,30 mg L', magnésio 1,826 mg L"!, potassio 1,476 mg L', sodio
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5,468 mg L', bicarbonato 80,300 mg L, sulfato 2,780 mg L, fosfato 0,800 mg L' e
cloreto 0,060 mg L") (OECD, 2004a; OECD, 2004b; OECD, 2010; Lopez-Doval et al.,
2012) e sua dureza foi determinada por titulagdo com EDTA (4cido etilenodiamino tetra-
acético). No inicio e fim de cada bioensaio, realizou-se medidas de pH, condutividade,
oxigénio dissolvido e temperatura da dgua (Tabela 1) (OECD, 2004a; OECD, 20004b;
Dornfeld et al., 2006).

2.5 Bioensaio cronico

Os bioensaios foram realizados em frascos de vidro de 250 mL contendo: 40 g
(peso timido) de sedimento artificial, 160 mL de 4gua mineral sem cloro, 5 mg de ragdo
Tetra Min® (macerada) adicionada no inicio e apds cada 48 horas (OECD 2004a; OECD
2004b; OECD 2010) e aeragdo constante (Richardi et al., 2015; Vicentini et al. 2017)
(Figura 12). Utilizou-se 4 réplicas por tratamento, cada uma com 20 larvas (n=80) (OECD
2004a; OECD 2004b), para o bioensaio de toxicidade cronica foram utilizadas larvas do 1°
instar. No grupo controle foi utilizada apenas agua mineral. A STX (extrato e padrao
analitico) foi inoculada a cada 48 horas, para que os teores permanecessem constantes. O
bioensaio cronico teve duragdo de 10 dias.

Figura 12 —Bioensaio do teste cronico (10 d) no primeiro dia.

Fonte: acervo pessoal

Ao final do teste, foram consideradas larvas vivas as que apresentavam
mobilidade normal ou baixa mobilidade. Foi retirada uma aliquota no primeiro e no ultimo
dia no teste, para quantificagdo da concentragdo inicial e final da saxitoxina por meio do

método ELISA.
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2.6 Biomarcadores

Além da taxa de mortalidade calculada para o bioensaio, também foi avaliado o
efeito da saxitoxina no crescimento, cujo biomarcador foi a medida do comprimento do
corpo (distancia entre a extremidade da capsula cefalica a extremidade dos tubulos anais).
Foram separadas 30 larvas de cada tratamento para analise deste biomarcador. Para isso, as
larvas ainda vivas foram colocadas em placas de Petri com agua destilada, levadas ao
freezer por dois minutos, com o inttito de reduzir a mobilidade e possibilitar que as larvas
fossem esticadas sobre o papel milimetrado e entdo, fotografadas (Figura 13). Apds esta

etapa, as larvas foram distribuidas em tubos do tipo Eppendorf e armazenadas em alcool 70
%.

Figura 13 - Larvas sobre papel milimetrado apo6s terem permanecido no freezer por dois minutos
ao término do teste cronico, a direita execucdo do procedimento de captura e transferéncia das
larvas vivas no final do teste cronico para contagem e tomada de medidas de comprimento.
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Fonte: acervo pessoal

2.7 Analises estatisticas

Com o objetivo de avaliar o efeito da exposicdo cronica de saxitoxina na
mortalidade e no comprimento das larvas de Chironomus sancticarolli, foram realizados
os testes, a priori, de homogeneidade (Bartlett test) e normalidade (Shapiro-Wilk test) para
os dados de mortalidade e medidas de comprimento. Na sequéncia, foi efetuada uma
ANOVA (p < 0,05) utilizando os dados coletados para cada biomarcador, a posteriori, foi
realizado o teste de Tukey (p < 0,05) para verificar quais os tratamentos tiveram efeito
estatisticamente significativo. A estabilidade da saxitoxina (STX-Ex e STX-PA) ao longo

do bioensaio também foi avaliada por meio dos testes estatisticos supramencionados.



66

Todas as analises foram elaboradas por meio do pacote nativo do Softwere livre RStudio®

3.4.0.

3 RESULTADOS

A estabilidade da concentragdo de STX do extrato celular (STX - Ex) e isolada
(STX - PA ) foi avaliada no primeiro e no ultimo dia do teste, no sistema de exposi¢do
sedimento-4gua em laboratério com controle dos parametros fisico-quimicos, reproduzindo
as condi¢cdes ambientais. Foi observada variacao estatisticamente significativa (p < 0,001)
da concentragdo de STX no bioensaio apenas no tratamento STX-PA (final), indicando
uma elevada taxa de degradacdo do padrdo analitico. J4 a concentragcdo de STX na agua
durante o experimento, no tratamento STX — Ex ndo variou significativamente entre o
inicio e final do experiemento, bem como do tratamento STX — PA inicial (Figura 14).
Figura 14 - Avaliagdo da estabilidade da saxitoxina (STX) a base do extrato celular (STX - Ex) e

isolada (STX - PA) no inicio e no final do teste cronico. Valores médios e desvio padrdo.
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A variacao dos parametros fisico-quimicos estiveram de acordo com as condigdes
estabelecidas pela OCDE (2004a, 2004b) (Tabela 3), garantindo que em condi¢des de
laboratério, os efeitos observados nas larvas de Chironomus sancticaroli nao foram
associados a estas variaveis.

Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos da agua no teste cronico: pH (potencial hidrogeniénico);
Cond. (condutividade); OD (Oxigénio dissolvido).

pH Cond. 20 ms OD mg/L
Tratamento inicio final inicio final inicio final
Controle 6,73 £0,19 8,13+£0,10 0,19+0,01 0,17+0,03 6,26 + 0,04 6,53 +£0,37
STX-Ex 6,70 £ 0,14 8,08 £ 0,05 0,20 + 0,00 0,26 + 0,04 6,05+ 0,19 6,45+ 0,27

STX-PA 6,68+005 7,83+005 0,15+£0,02 020+£0,01 595+036 630+0,18
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A taxa média de mortalidade para o controle foi satisfatoria (26,25%, n= 21) e ndo
excedeu o valor maximo (30%) preconizado pela OECD (2004 a, b). O indice de
mortalidade das larvas expostas a STX do extrato celular (Ex) foi 27,5% (n= 22), ja para a
saxitoxina isolada (PA) o indice de mortalidade foi maior (28,75%, n=23) (Figura 15). Por
meio do teste ANOVA ndo foi observada variagdo estatisticamente significativa (p <

0,8743) da mortalidade entre os tratamentos € o controle.

Figura 15 — Percentual de mortalidade das larvas de Chironomus sancticarolli no controle,
expostas a saxitoxina (STX) no extrato celular (Ex) e isolada (PA).
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O comprimento médio das larvas de Chironomus sancticarolli foi de 1 cm no
tratamento STX-Ex e de 0,84 cm no tratamento STX — PA, enquanto que no controle o
tamanho médio foi de 1,07 cm (Tabela 4). A analise ANOVA idicou que os tratamentos
com STX (Ex e PA) afetaram significativamente (p < 0,001) o desenvolvimento das larvas

no bioensaio (Figura 16).

Tabela 4 - Percentual do tamanho das larvas (medida da capsula cefalica a extremidade dos
tabulos anais). Valores minimo (Min.), maximo (Méx.), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de
variagdo (CV).

Tratamentos Instar Min. Max. Média DP CV
Controle v 0,90 1,30 1,07 0,11 10,06
STX - Extrato v 0,80 1,40 1,00 0,13 12,55

STX - Padrao analitico 1Y 0,60 1,00 0,84 0,10 12,41
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Figura 16 - Tamanho das larvas (medida da capsula cefalica a extremidade dos tubulos anais).
Estatistica descritiva e resultados da ANOVA e Tukey: letras “a”, “b” e “c” representam a variacao
significativa dos tratamentos, com base nos resultados do teste Tukey.
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4 DISCUSSAO

As saxitoxinas solubilizadas na 4dgua podem ser rapidamente fotodegradadas
e/ou acumular-se nos organismos aquaticos (Chorus and Bartram 1999; Chorus and
Welker 2021). A degradagdo das cianotoxinas pode ser acelerada pela atividade
microbiana e radicais oxidativos que sdo influenciados pela fotodegradacdo e irradiagao
solar (Chorus and Bartram 1999; Kibuye et al., 2021; Chorus and Welker 2021). Em
condi¢cdes controladas como no presente estudo, era esperado que as concentracdes de STX
se mantivessem constantes com a reinoculagdo a cada 48h, porém, tal comportamento foi
observado apenas para a saxitoxina do extrato celular (ETX-Ex). A diminui¢do dos teores
da saxitoxina isolada (STX-PA) observada no final do experimento, pode estar relacionada
a uma maior suscetibilidade a fotodegradacdo da STX nesse formato. Além disso, a STX
possui elevada afinidade com as proteinas celulares, ligando-se rapidamente aos tecidos
das larvas, levando a reducao nos teores da saxitoxina dissolvida (Miles et al., 2016; Piel et
al., 2019). Assim, o declinio nas concentragdes de toxinas pode ser atribuido a ligagao da
saxitoxina a proteinas celulares, sob condi¢des de luminosidade e estresse oxidativo (Miles
et al., 2016; Zilliges et al., 2011).

A elevada taxa de acumulagdo da saxitoxina isolada (STX-PA) pode ter levado
a maior letalidade observada no bioensaio, para este tratamento se comparados ao

tratamento com a saxitoxina do extrato celular (STX-Ex). Dessa forma, ¢ provavel que os
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organismos tenham uma tolerancia maior a saxitoxina proveniente do extrato celular, ja
que o efeito letal foi relativamente menor, se comparado ao tratamento com STX-PA.
Paralelamente, os teores de STX-Ex mantiveram-se relativamente estaveis no inicio e final
do experimento, indicando que a acumulagao nos tecidos das larvas provavelmente ocorreu
de maneira lenta. Toporowska et al. (2014) e Xue et al. (2016) observaram efeito
semelhante ao avaliarem os efeitos da microcistina (MC-LR) em larvas de quironomideos,
o qual ¢ atribuido a elevada capacidade de acumulagdo que estes organismos possuem.
Entretanto, Toporowska et al. (2014) comentam que apesar de a MC-LR proveniente do
extrato celular ndo ter efeito letal significativo, foram observadas altos teores de enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo nas larvas, em compara¢do com os tratamentos com a
toxina isolada. Sugerindo que altas concentragdes de cianotoxina podem ter elevado efeito
letal em decorréncia do alto estresse oxidativo ao qual as larvas estariam expostas. Neste
sentido, um dos fatores que potencializam a letalidade ¢ a extrema acumulagdo de
saxitoxina nos tecidos dos organismos teste (Toporowska et al. 2014; Xue et al. 2016).

Em condi¢Oes ambientais, a acumulacao de cianotoxinas nos tecidos das larvas
de Chironomus spp representa uma alta probabilidade de haver transferéncia de
toxicicidade ao longo da cadeia trofica, afetando negativamente o ecossistema,
configurando um potencial problema de satde publica (Toporowska et al. 2014; Xue et al.
2016; Ferrao-Filho e Silva, 2020). Xue et al. (2016) relataram que a ingestdo de
cianobactérias foi responsavel pela maior parte da microcistina que se acumulou em uma
espécie de quironomideo comum em lagos eutrofizados na China. Topowoska et al.
(2014) analisaram a acumulacao de microcistina e anatoxina em larvas de Chironomus spp
de um lago eutrofizado na Poldnia, segundo os autores, estes invertebrados podem ser um
vetor importante de cianotoxinas para organismos pertencentes a niveis mais altos na
cadeia alimentar. Kolmakov & Gladyshew (2003) ao realizarem experimentos com peixes
espostos a extratos de cianobactérias produtoras de microcistinas e anatoxinas
(Dolichospermum flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae), observaram que ocorreu
digestdo completa e total assimilacdo das cianotoxinas. Além disso, as cianobactérias
filamentosas sdo uma fonte essencial de alimento para larvas de insetos bentonicos (Ali et
al., 2002).

A diferenca significativa no comprimento das larvas, observada entre os
tratamentos, revelou que a exposi¢do cronica destes organismos a concentragao de 0,55 pg
L' de STX afetou o desenvolvimento dos mesmos. Sabe-se que as STXs inibem a

condug¢do nervosa bloqueando os canais de sodio (Na") e célcio (Ca;"), afetando também a
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permeabilidade ao potassio (Ferrdo-Filho e Silva, 2020; Chorus and Welker 2021). Dessa
forma, a STX afeta principalmente a mobilidade das larvas limitando sua capacidade de
alimentacdo, ja que este processo depende da locomocgao pelo sedimento (Albuquerque et
al. 2021), o que acaba comprometendo todo seu desenvolvimento. Ferrao-Filho e Silva
(2020) observaram efeito semelhante ao avaliaram o efeito da STX em Daphnia usando
concentragdes ambientais de células vivas de cianobactérias em um sistema de fluxo
continuo. Os autores concluiram que as cianobactérias neurotdxicas podem impor severas
restri¢gdes a fisiologia dos dafniideos, o que pode ter consequéncias para o consumo de
oxigénio, comportamento de natagdo e alimentagdo e para a aptiddo geral desses
organismos. Bownik e Pawlik-Skowronska (2019) testaram o efeito da anatoxina-a pura
(ANTX-a) no comportamento e respostas fisiologicas (frequéncia cardiaca, consumo de
oxigénio, atividade dos membros e movimento abdominal da garra) em Daphnia magna e
descobriram que a velocidade de natagdo foi inibida logo apds 10 s da exposicao de
ANTX.

Apesar dos efeitos relatados anteriormente neste capitulo, ha relativamente
pouca informacao sobre o efeito de cianotoxinas em larvas de insetos bentdonicos, como
Chironomus spp., em ambientes eutrofizados (Armiatge et al., 1995; Frouz et al., 2003;
Chen & Xi, 2008; Toporowska et al. 2014; Xue et al. 2016). Como a maior parte do ciclo
de vida dos quironomideos ocorre no sedimento, estes organismos também estdo expostos
aos efeitos das floracdes de cianobactérias potencialmente tdxicas, incluindo cianotoxinas
dissolvidas ou ligadas as camadas superficiais do sedimento (KINNEAR et al. 2010,
TOPOWOSKA et al. 2014). O teor de STX identificado previamente no reservatorio de
Itupararanga e analisado no presente estudo (0,55 pg L' ) é considerado seguro pela
legislagdo brasileira (até 3 pg L") e Organizagio Mundial da Saude (CHORUS &
BARTRAM, 1999; BRASIL 2004). Entretanto, nosso estudo mostrou que a exposi¢do
prolongada a baixos teores de STX pode causar danos aos organismos aquaticos,

consequentemente podendo afetar outros niveis da cadeia trofica.

5 CONCLUSAO

As saxitoxina (intracelular e isolada) afetou o desenvolvimento de larvas de
Chironomus sancticarolli expostas a uma concentracdo proéxima as concentragdes

ambientais do reservatorio de Itupararanga, em condi¢des laboratoriais controladas. A
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exposicdo cronica a baixos teores de saxitoxina influenciou no tamanho das larvas, mas
ndo causou efeito letal significativo. A hipotese inicial do estudo foi confirmada, ainda que
as concentragdes de saxitoxina testadas estejam dentro dos parametros estabelecidos pela

legislacdo, a exposicdo cronica a baixos teores de saxitoxina foi capaz de causar danos aos

organismos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Anexo 1 - Grupos funcionais do fitoplancton
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continental segundo Reynolds et al. (2002) e Padisék et al.

(2009).
GF Espécie Habitat
C Aulacoseira ambigua Lagos mistos, eutroficos pequenos- Leves, C Si
Aulacoseira granulata vazdo medios
D Nutriente de lavagem raso e turvo enriquecido aguas,
Synedra rumpens incluindo rios
Ankistrodesmus bibraianus
Di haeri hrenbergi e
F ictyosphaerium ehrenbergianum Epilimnio transparente
Dictyosphaerium pulchellum
Nephrocytium agardhianum
Chlamydomonas epibiotica Curto, deficiéncia de nutrientes de alto teor de
G nutrientes
Chlamydomonas globosa colunas de 4gua ricas
Aphanizomenon gracile
Dolichospermum mendotae . . ) . o .
Hi Dolich P . Baixa mistura de nitrogénio fixador de dinitrogénio,
olichospermum planctonicum pouca luz
Dolichospermum solitarium
Dolichospermum spiroides
Closteriopsissp
Coelastrumsp . )
7 Coel . Lagos rasos e enriquecidos,
oelastrum microporum lagoas e rios
Coelastrum reticulatum
Pediastrum tetras
Aphanocapsa delicatissima ) ) )
K Aok holsati Mistura profunda curta e rica em nutrientes
[phanocapsa holsatica colunas
Aphanocapsa incerta
Snowella lacustris
Ceratium furcoides o
Peridiniumsp Epilimnio de verdo em segregagdo prolongada ou
LO S profunda
Peridinium gatunense lagos mesotréficos
Peridinium pusilum
Peridinium umbonatum
Lm Microcystis aeruginosa Epilimnio de verao muito baixo, misturando, pobre
Microcystis protocystis lagos eutroficos
M Fragilaria spl Lagos rasos
P Fragilaria sp2 inorganicamente, tarbidos
Closteriums e ,
P p Epilimnio eutréfico
Staurastrumsp
Geitlerinema amphibium .
S1 P Camadas mistas turvas

Geitlerinema unigranulatum
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GF  Espécie Habitat
Planktolyngbya limnetica
Planktothrix agardhii
Planktothrix isothrix
Pseudanabaena catenata
Pseudanabaena galeata

Sn Cuspidothrix issatschenkoi Camadas mistas quentes
Raphidiopsis raciborskii

Tb Nitzschia acicularis Ambientes altamente 16ticos

Te Aguas constantemente eutroficas, ou rios com baixo
Phormidium aerugineo - caeruleum fluxo com macrofitas emergentes

Td Aguas gonstantemente mesotroficas ou rios com
Gonatozygonsp baixo fluxo com macrofitas submersas

Wil Euglena acus Pequenos lagos organicos
Phacussp
Trachelomonas hispida

W2 Trachelomonas verrucosa Lagos mesotroficos rasos
Trachelomonas volvocina

X1 Monoraphidium contortum Camadas mistas rasas na de.:ﬁciér.lcia de nutrientes
Monoraphidium setiforme condig¢des enriquecidas

v Cryptomonas brasiliensis Geralmente, lagos fagotroficos de baixa

Cryptomonas erosa

luminosidade pequenos e enriquecidos

Supplementary information (SI)

SI Table 5 Gradient used for the analysis of MC-LR and RR by LC-MS / MS.

Time (min) Eluent A (%) Eluent B (%)
0 65 35
10 50 50
11 0 100
13 0 100
14 65 35
20 65 35

SI Table 6 Optimized parameters for monitored transitions (m / z 135 and 213) in MRM mode.

Compound Precursor lon Ion Product Fragment Collision Energy
(m/z) (m/z) (CE) (eV)
MC-LR 995.5 213 120 70
MC-LR* 995.5 135 120 80
MC-RR 519.9 213 100 30
MC-RR* 519.9 135 100 30

MC-LA 910.5 213 120 50
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MC-LA* 910.5 135 120 60
MC-YR 1045.5 213 120 70
MC-YR* 1045.5 135 120 80

SI Fig. 01 Standard chromatogram of microcystins. Elution order: RR, YR, RR and LA
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SI Fig. 02 Chromatogram sample P5-dec/2016. Only MC-LR at 5.1 min. Low intensity.
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