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RESUMO

Alguns grupos de microalgas possuem espécies com capacidade de sintetizar
substancias toxicas, produzir alta biomassa e/ou mucilagem formando assim,
floragdes algais nocivas, que podem causar eventos de mortandade da fauna aquatica
e, em alguns casos, até problemas de saude em humanos. Dentre essas microalgas,
Chattonella spp. (Raphidophyceae) possui diversas espécies causadoras de floragdes
algais nocivas. No presente estudo, foi analisado o potencial toxico de seis linhagens
de C. subsalsa isoladas da Baia de Guanabara em nauplios de Artemia sp. Os testes
toxicolégicos mostraram que todas as linhagens de C. subsalsa foram altamente
toxicas aos nauplios de Artemia sp., principalmente na fase de crescimento
exponencial, onde os niveis de mortalidade ultrapassaram 60%. Testes realizados
com células coletadas na fase estacionaria de cultivo (17 e 23 dias ap6s o inéculo)
apresentaram respostas distintas, sugerindo que a toxicidade das linhagens diminui
com o passar do tempo, ja que os valores de CLso, de modo geral, foram menores
para 17 dias de cultivo do que para 23 dias de cultivo. A diferenga na toxicidade entre
as seis linhagens estudadas, em alguns casos, foi de cerca de cinco vezes, indicando
alta variabilidade intra-especifica desta caracteristica. As médias das taxas de
crescimento especifica das linhagens cultivadas com 20 de salinidade, temperatura
de, aproximadamente, 26° C, 210 umol fétons.m=.s" de intensidade luminosa e foto
periodo 16:8h (claro:escuro) variaram entre 0,56 a 0,87 dia -, indicando alto potencial
de crescimento de C. subsalsa da Baia de Guanabara. Os resultados obtidos neste
trabalho evidenciam a toxicidade e altas taxas de crescimento das células de C.
Ssubsalsa isoladas da Baia de Guanabara. Portanto, floracdes desta espécie de
rafidoficea apresentam um grande risco a ictiofauna da Baia de Guanabara,
especialmente durante a fase de formacao das floragées onde a toxicidade das células
foi maior. O papel de C. subsalsa nos frequentes casos de mortandade massiva de
peixes neste sistema estuarino necessita de monitoramento intenso e continuo para

ser elucidado.

Palavras-chave: floragbes algais nocivas, Chattonella subsalsa, Baia de Guanabara.



ABSTRACT

Some groups of microalgae have species with the ability to synthesize toxic
substances, produce high biomass and/or mucilage, thus forming harmful algal
blooms, which can cause events ranging from aquatic fauna and some cases humans
too. Among these microalgae, Chattonella spp. (Raphidophyceae) has several species
that cause harmful algal blooms. In the present study, the toxic potential of six strains
of the C. subsalsa isolated from the Guanabara Bay was tested in nauplii of the Artemia
sp. Toxicological tests showed that all strains of C. subsalsa were highly toxic to nauplii
of the Artemia sp. mainly in the exponential growth phase, where mortality levels
exceeded 60%. Tests performed with cells collected at the stationary phase of culture
(17 and 23 days after inoculation) presented different responses, suggesting that the
toxicity of the strains decreased over time, because the values of the LCso, generally,
were less in 17 days of culture than in 23 days of culture. The difference in toxicity
among the six strains studied was about five times, indicating high intra-specific
variability of this trait. The specific growth rates of cultivated strains with 20 of the
salinity, 26° C, approximately, of the temperature, 210 ymol photons.m2.s™! of the light
intensity, photo period 16:8h (light:dark) ranged from 0,57 to 0,86 day’, indicating high
growth potential of C. subsalsa from Guanabara Bay. These high growth rates favor
the appearance of blooms. The results evidenced a great toxicity and growth of the C.
subsalsa cells isolated from the Guanabara Bay. Therefore, blooms of this species of
raphidophytes present a great risk to the ichthyofauna of the Guanabara Bay,
especially during the phase of formation of the blooms where the cells must be more
toxic. The role of C. subsalsa in the frequent cases of massive fish mortality in this

estuarine system requires intense and continuous monitoring to be elucidated.

Keywords: harmful algal bloom, Chattonella subsalsa, Guanabara Bay.
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1 INTRODUGAO

Microalgas (protistas fotossintetizantes e cianobactérias) desempenham um
importante papel na teia tréfica de ambientes aquaticos. Diversos fatores tanto
bidticos, como abidticos, podem interferir na estrutura e na composicdo da
comunidade formada pelas mesmas (CASTRO; MOSER, 2012; MARSHALL, 2016).
Alguns grupos de microalgas, como, por exemplo, diatomaceas, dinoflagelados,
cianobactérias e rafidoficeas, possuem espécies com capacidade de sintetizar
ficotoxinas, produzir alta biomassa e/ou mucilagem, formando assim, floragbes algais
nocivas (MASO; GARCES, 2006; CASTRO; MOSER, 2012; PETTERSSON;
POZDNYAKOV, 2012). Essas floragdes algais nocivas, conhecidas pela sigla FANs
(em inglés, HABs — Harmful Algal Blooms), podem intoxicar diversos organismos,
Como peixes e mariscos, € em alguns casos até seres humanos, sendo este ultimo
devido ao consumo de organismos contaminados (NUNEZ-VAZQUEZ et al., 2011;
CASTRO; MOSER, 2012; SELLNER, 2016). Algumas intoxicagdes sao nomeadas de
acordo com os sintomas apresentados em humanos e podem causar problemas
respiratorios e intestinais, irritacdes na pele e, em casos mais graves, até a morte
(CASTRO; MOSER, 2012; PETTERSSON; POZDNYAKOQOV, 2012). Dentre as
enfermidades mais conhecidas causadas pela ingestao de toxinas acumuladas em
moluscos estdo: 1) Envenenamento diarreico por moluscos (Diarrhetic Shellfish
Poisoning - DSP) causada pelo acido ocadaico e analogos; 2) Envenenamento
paralisante por moluscos (Paralitic Shellfish Poisoning - PSP) causada por saxitoxina
e analogos; 3) Envenenamento amnésico por moluscos (Amnesic Shellfish Poisoning
- ASP) causada pelo acido domoico e analogos; 4) Envenenamento neuroldgico por
moluscos (Neurotoxic Shellfish Poisoning - NSP) causada por brevetoxina e analogos
(HALLEGRAEFF, 2003; CASTRO; MOSER, 2012; PETTERSSON; POZDNYAKOQV,
2012).

Diversas espécies de microalgas nocivas sdo apontadas como potenciais
produtoras de toxinas e em alguns casos estao associadas a prejuizos na aquicultura,
por causarem massiva mortandade de peixes nas areas costeiras de todo o mundo
(KEPPLER et al., 2006; BASTI et al., 2016; GLIBERT, 2016). Alguns exemplos de
espécies potencialmente téxicas sado Alexandrium tamarense (NATSUIKE et al,
2017), Dinophysis acuminata (MAFRA et al., 2015), Karenia brevis (BROVEDANI et
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al., 2016) Pseudo-nitzschia sp. (TASKER, 2016), Microcystis aeruginosa (SOARES et
al., 2006), Chattonella marina (PADMAKUMAR et al., 2011) e Fibrocapsa japonica (de
BOER et al., 2012).

Os géneros Heterosigma, Chattonella e Fibrocapsa pertencem ao grupo das
rafidoficeas, flagelados, unicelulares, cosmopolitas, que contém clorofila a e ¢ e/ou
c2 e carotendides, como, fucoxantina, diadinoxantina e violaxantina (IMAI,
YAMAGUCHI, 2012; KLOEPPER et al., 2013; BASTI et al., 2016; HORIGUCHI, 2017).
Os mecanismos de toxicidade desse grupo ainda ndo sdo muito bem conhecidos
(BASTI, et al., 2016; HORIGUCHI, 2017). Alguns dos efeitos causados pela toxicidade
das rafidoficeas tém sido propostos, entre eles: entupimento das branquias causando
sufocamento (HISHIDA; ISHIMATSU; ODA, 1997); produgdo da neurotoxina
brevetoxina (FUREY et al., 2007); produgéo de citotoxina hemolitica resultando em
les&o no tecido branquial e comprometendo o transporte de oxigénio (KURODA et al.,
2005). Alguns autores também propdem mecanismos que podem ocorrer
separadamente ou em uma complexa sinergia, como € o caso de espécies reativas
de oxigénio (ERO, sigla em inglés, ROS) resultando em estresse oxidativo e,
consequente peroxidacao lipidica, e em secrecdo de exsudatos bio-ativos e acidos
graxos (MARSHAL et al., 2003; MARSHALL et al., 2005; SHEN et al., 2010). Espécies
oxigénio reativas sdo moléculas instaveis que podem modificar proteinas, DNA e
lipidios e, sao formadas pela redugao de Oz, produzindo diversos compostos, dentre
eles peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH") e radical superéxido (O>)
(SILVA; GONCALVES, 2010; LUSHCHAK, 2011; RAY; HUANG; TSUJI, 2012).

O género Chattonella possui diversas espécies que sado causadoras de
floragdes, como: C. marina, C. antiqua, C. minima, C. ovata e C. subsalsa (QIU et al.,
2010; BASTI et al., 2016). Este género foi causador da mortandade de peixes em
diversos paises, como no Canada (ESENKULOVA; HAIGH, 2014), Estados Unidos
(GARATE-LIZARRAGA; GONZALEZ-ARMAS, 2014), Cuba (MOREIRA-GONZALEZ;
COMAS-GONZALEZ, 2014), Japao (QIU et al., 2010) e México (NUNEZ-VAZQUEZ
et al., 2011; PEREZ-MORALES; BAND-SCHMIDT; MARTINEZ-DIAZ, 2017). Na
América do Sul, este género ja foi registrado no sul do Brasil em 1995, na Lagoa dos
Patos (RS) e nestas amostras também estavam presente F. japonica (ODEBRECHT;

ABREU, 1995). No estado do Rio de Janeiro ha registros da ocorréncia de Chattonella
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spp. na Baia de Sepetiba (TENENBAUM et al., 2004) e desde 1979 ha relatos na Baia
de Guanabara (SEVRIN-REYSSAC et al.,, 1979). Recentemente, foi observada a

presenca de células desse género em periodos de eventos de mortandade de peixes
na Baia de Guanabara (FISTAROL et al., 2015).

A Baia de Guanabara é um ambiente estuarino eutrofizado, com
aproximadamente 384 Km?, que recebe influéncia, principalmente, do regime de
marés e do aporte de agua doce, oriundo dos rios que desaguam em sua bacia de
drenagem (KJERFVE, 1997; VALENTIN et al., 1999). Este sistema também é
altamente impactado pela descarga de efluentes antrépicos, muitas vezes sem
tratamento, de milhdes de habitantes e industrias que residem na regido metropolitana
do Rio de Janeiro (KJERFVE, 1997; VILLAC; TENENBAUM, 2010; AGUIAR; NETO;
RANGEL, 2011). Além de ser submetida a variagdes de maré, a Baia de Guanabara
também é influenciada por variagdes sazonais, e ambas as variagdes criam gradientes
espaciais de temperatura, salinidade, turbidez e concentracdo de nutrientes. Estes
gradientes podem influenciar a comunidade plancténica local e, como resposta,
favorecer naturalmente a proliferagdo de espécies oportunistas, incluindo microalgas
formadoras de floragdes nocivas (MAYR et al., 1989; VILLAC; TENENBAUM, 2010;
FISTAROL et al., 2015).

Espécies pertencentes a um mesmo grupo e linhagens de uma mesma
espécie podem reagir de formas distintas a fatores ambientais como, disponibilidade
de nutrientes e luz, mudanga de salinidade e temperatura (ZHANG et al., 2006;
PETTERSSON; POZDNYAKOV, 2012). Essas diferengas inter e intra-especificas
podem refletir em diferengas tanto morfoldgicas, como em niveis de toxicidade, taxa
de crescimento, concentragdo de pigmentos e requerimentos nutricionais (ZHANG et
al., 2006; BAND-SCHMIDT et al., 2012). Apesar dos padrbes de ocorréncia das
floracbes nao serem bem definidos, estes podem estar associados com o0s
mecanismos de resposta de cada linhagem as condi¢gdes ambientais (ONITSUKA,;
AOKI; SHIMIZU, 2015).

De acordo com Sissino & Oliveira-Filho (2013; p. 6), a toxicidade é: “...uma
propriedade intrinseca que cada substancia tem de produzir efeitos danosos a um

determinado organismo quando este é exposto, durante um certo periodo de tempo,
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a determinadas doses ou concentragbes”. Os efeitos adversos causados pela
exposicao a agentes toxicos podem ser caracterizados em agudo e cronico. O efeito
agudo é uma resposta severa e rapida em relagdo ao ciclo de vida do organismo teste.
Testes agudos normalmente consideram a letalidade como resposta, usando como
estimador a concentracao letal mediana (CLso), ou seja, a concentragéo necessaria
de uma dada substancia que provoca a morte de 50% da populagéo de um organismo
no tempo estipulado para o teste. Ja o efeito crénico € uma resposta cumulativa de
determinada substancia, normalmente subletal, que € provocada em um periodo de
tempo relativamente longo em relagéo ao ciclo de vida do organismo teste (COSTA et
al., 2008; SISSINO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

O organismo teste deve apresentar alta sensibilidade a uma variedade de
substancias para que ocorra uma boa repetibilidade e reprodutibilidade dos
resultados, além de possuir uma facil manutencao e cultivo em laboratério. A espécie
ideal também deve ser de pequeno porte e ter um ciclo de vida curto (COSTA et al.,
2008; IHARA; PINHO; FILLMANN, 2010).

Um bom exemplo de organismo teste € o microcrustaceo Artemia sp.,
encontrado naturalmente em agua salgada (COSTA et al., 2008). O género Artemia é
utilizado em testes de toxicidade de uma grande variedade de substancias, devido a
facilidade em obtencao de seus cistos, além do baixo custo, e sua manutengcdo em
laboratério (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006; COSTA et al., 2008;
PIMENTEL et al., 2011). Além disso, a resposta biologica a letalidade desses
organismos, inclui apenas a variavel morte ou vida (PIMENTEL et al., 2011). Por estas
e outras razdes o género Artemia é largamente utilizado como modelo bioldgico para
acessar a toxicidade de microalgas marinhas (YUNES et al., 1996; AYLAGAS et al.,
2014; NEVES et al., 2017).

Assim, para melhor avaliar ou prever os efeitos de substancias toxicas no
organismo escolhido, é necessario a elaboragao de testes de toxicidade, utilizando a
substancia desejada (SISSINO; OLIVEIRA-FILHO, 2013). Diante do exposto acima, o
presente estudo utilizou a espécie Artemia sp. como organismo teste para avaliar o
potencial toxicolégico de seis linhagens de Chattonella subsalsa isoladas da Baia de
Guanabara (RJ).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade de seis linhagens de Chattonella subsalsa isoladas da

Baia de Guanabara utilizando o microcrustaceo Artemia sp. como organismo teste.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) avaliar a variabilidade intra-especifica na toxicidade de Chattonella subsalsa;

b) avaliar o efeito da fase de crescimento (exponencial ou estacionaria) na

toxicidade de C. subsalsa.
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3 HIPOTESES

a) a fase de crescimento C. subsalsa, que ocorre na Baia de Guanabara, nao

influencia na toxicidade;
b) C. subsalsa apresenta toxicidade aguda para nauplios de Artemia sp.;

c) ndo existe variabilidade intra-especifica na toxicidade de C. subsalsa;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ECLOSAO DOS CISTOS DE Artemia sp.

Os cistos de Artemia sp. (fabricados por Artémia Salina do RN) foram
colocados em agua do mar filtrada com 20 de salinidade, aeracdo e luz constantes
por 48h, para eclosido dos cistos. Apds a eclosao, os nauplios foram separados dos
cistos e aclimatados em agua do mar, por no maximo, 24h, antes do inicio dos testes.
O esquema abaixo (figura 1) mostra as fases de desenvolvimento e o ciclo de vida

de Artemia sp.

Figura 1 — Ciclo de vida e fases do desenvolvimento do microcrustaceo, Artemia sp., utilizado nos
testes toxicoldgicos do presente estudo.

o

LARVAE

~15 INSTARS

Fonte: Ogello et al., 2014 (modificado)
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4.2 CULTIVO DE Chattonella subsalsa

Cepas de seis linhagens de C. subsalsa (codigos de colecdo CCMR0023 a
CCMRO0028) pertencentes a Colecdo de Cultivo de Microalgas da UFRJ
(Departamento de Biologia Marinha, Instituto de Biologia, Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ)) foram isoladas da Baia de Guanabara através da citometria de
fluxo (FISTAROL et al., 2018). As cepas foram cultivadas em modo batelada, que
consiste em apenas uma inoculagao das células em um recipiente com meio de cultivo
(COUTTEAU, 1996). Os cultivos foram realizados no Laboratério de Microalgas do
Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM), em frascos Erlenmeyer
de 1 e 2L (figura 2).

Figura 2 — Cultivos de Chattonella subsalsa nas instalagdes do Laboratério de Microalgas do Instituto
de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM). As bandejas na parte inferior direita da imagem
s&o as unidades experimentais dos ensaios de toxicidade com Artemia sp.

Nos frascos Erlenmeyer foram adicionados 30 mL proveniente do indculo e
470 mL de meio de cultivo F/2 (GUILLARD, 1975), totalizando 500 mL de cultura. Os
cultivos cresceram a temperatura de, aproximadamente, 26° C, 20 de salinidade,

intensidade luminosa de 210 ymol fétons.m=.s™! e foto periodo 16:8h (claro:escuro).

O crescimento do cultivo foi constantemente acompanhado através da
contagem de células em camara de Malassez de 0,2 mm de profundidade (figura 3),

utilizando microscopio 6ptico Ernst Leitz Wetzlar Germany com o aumento de 450x.
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Apds trés dias de cultivo, quando um dos frascos atingiu, aproximadamente, 3,0 x 103
células.mL™, o teste de toxicidade foi iniciado.

Figura 3 — Camara de Malassez utilizada para contagem de células das linhagens de C. subsalsa.

As taxas de crescimento especifica (u) das linhagens de C. subsalsa foram
obtidas com base no calculo do crescimento exponencial (r), proposto por Guillard
(1973 apud WOOD; EVERROAD; WINGARD, 2005), seguindo a equagao 1:

dn/dt=rN (1)
na qual a solugéo é dada pela equagao 2,
Ni=Npe" (2)

onde No é o tamanho da populag¢ao no inicio do intervalo de tempo e Nt € o tamanho
da populacao no final do intervalo de tempo. Resolvendo a equacéao anterior para r,
que é expresso por unidade de tempo (t1), obtém-se a equagéo 3:
re In (N¢-No)
At
(3)

onde At € o intervalo de tempo (ti-to) e tt é referente ao tempo final do intervalo e to é
referente ao tempo inicial. A equagado 1 é equivalente a equagao classica de
crescimento quando (equagao 4)

r=pg-m (4)

no qual m, a mortalidade, foi considerada igual a 0 (zero), para que a taxa de

crescimento especifica (u) seja igual a r.
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4.3 TESTE DE TOXICIDADE

Os testes de toxicidade foram realizados através da exposicao de nauplios de
Artemia sp. a diferentes concentragbes de células vivas de cada uma das seis
linhagens de C. subsalsa em duas fases de crescimento, exponencial e estacionaria.
Ocorreram trés testes, o primeiro na fase exponencial com trés dias de cultivo e os
outros dois testes ocorreram com 17 dias e 23 dias de cultivo das linhagens de C.

subsalsa.

Os testes foram realizados em ftriplicata em recipientes plasticos descartaveis
de 50 mL (figura 4). Cada unidade experimental ou recipiente recebeu 20 nauplios de
Artemia sp. e diferentes volumes de cultivo (mL) e de agua do mar com 20 de
salinidade, que totalizavam 40 mL, conforme tabela 1. No controle negativo foi

utilizado apenas agua do mar com 20 de salinidade.

Figura 4 — Conjunto de quinze unidades experimentais de 50 mL do teste de toxicidade para uma
linhagem de C. subsalsa, realizado na fase exponencial. Cada unidade experimental contém 20
nauplios de Artemia sp. Cada coluna apresenta um volume de cultivo de C. subsalsa, em ftriplicata,
em que os nauplios foram expostos. O volume do cultivo de C. subsalsa aumenta da esquerda para a
direita. A coloragdo marrom observada nos frascos da direita da imagem é causada pela presenca
das células da rafidoficea.
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Tabela 1 — Volume (mL) e porcentagem do cultivo que foram utilizadas em cada unidade
experimental nas diferentes fases de crescimento de C. subsalsa, sendo o volume total de cada
unidade experimental de 40 mL.

Exponencial Estacionaria
Volume (mL) do cultivo % do cultivo de C.  Volume (mL) do cultivo % do cultivo de C.
de C. subsalsa subsalsa de C. subsalsa subsalsa

4 10 0,4 1

8 20 2 5
20 50 4 10
30 75 8 20
38 95 10 25

- - 20 50

A letalidade dos individuos foi observada em cada unidade experimental, apos
o periodo de 24 e 48h. Com base nestes dados, foi possivel determinar a CLso através
do método ndo paramétrico, Probit, utilizando o programa Excel. Este método
transforma os dados da curva dose-resposta obtidos nos testes em uma fungao
matematica esperada ou conhecida antes de estimar os valores de CLso (COSTA et
al., 2008).

Uma camara Malassez foi utilizada para a contagem celular, que ocorreu
diariamente, até o sexto dia de cultivo, e apos, de dois em dois dias, até a densidade
celular atingir 1,0 x 10% células.mL-'. A contagem foi feita imediatamente apds a
fixagdo de uma aliquota do cultivo com solugéo de Lugol (concentragéo final 1%)

(figura 5).
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Figura 5 — Células de C. subsalsa de uma das linhagens estudadas que foram fixadas com solugéo
de Lugol para realizagdo da contagem celular até 1,0 x 102 células.mL-' em camara de Malassez.
Escala de 25 uym.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para todas as anadlises estatisticas detalhadas a seguir foi utilizado o
programa STATISTICA® 7.

4.4 .1 Teste de normalidade

Para verificar se os dados deste estudo apresentavam distribuigdo normal, foi
aplicado para cada grupo o teste Shapiro-Wilk, no qual é calculado o valor de W. O
poder deste teste € considerado maior, quando comparado com outros testes de
normalidade. Neste teste, a condicdo para que a distribuicdo dos dados seja
considerada normal é p>0,05 (ZAR, 2013).
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4.4.2 Teste de homocedasticidade

Para testar a premissa da homocedasticidade entre as variancias, foi aplicado
o teste de Levene. Neste teste, a condicdo para que a distribuicdo dos dados seja
considerada normal é p>0,05 (ZAR, 2013).

4.4 3 Comparacédo entre duas amostras independentes

Para comparar dois grupos independentes, foi escolhido o teste t-Student para
amostras independentes, que € um teste paramétrico, quando os dados
apresentavam distribuicdo normal. Ja quando os grupos nao apresentavam
distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Mann-Whitney (U), que € um teste nao
parameétrico. A condicdo para que a diferenga entre os grupos seja considerada
significativa é p<0,05 (ZAR, 2013).

4.4 4 Comparacao entre varias amostras independentes

Para comparagao de varios grupos foram utilizados a Analise de Variancia
(ANOVA) e Kruskal-Wallis. A ANOVA é um teste paramétrico e foi utilizada para os
grupos que atenderam a premissa da normalidade e homocedasticidade. Ja Kruskal-
Wallis € um teste ndo paramétrico e foi utilizado para os grupos que atenderam ou
ndo a premissa da normalidade, mas nao atenderam a premissa da
homocedasticidade. Em ambos os testes, a condicdo para que a diferenca entre os
grupos seja considerada significativa é p<0,05 (ZAR, 2013).

Multiplas comparagdes foram realizadas com o desenho experimental da
ANOVA unifatorial, utilizando o teste Tukey HSD, que compara todos os grupos entre
si (ZAR, 2013).
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5 RESULTADOS
5.1 CINETICA DE CRESCIMENTO DE Chattonella subsalsa

As seis linhagens de C. subsalsa utilizadas nos testes toxicologicos
apresentaram curvas de crescimento similares e nao foi constatada diferenga
significativa entre elas (p=0,86). Em geral, a fase lag foi curta, durando apenas dois

dias. A fase exponencial durou, aproximadamente, seis dias (figura 6).

Figura 6 — Curvas de crescimentos das seis linhagens de C. subsalsa utilizadas nos testes
toxicolégicos em um total de 23 dias de cultivo. CCRM0023 (O); CCRM0024 (D); CCRMO0025 (A );
CCRMO0026 (A ); CCRM0027 (@) e; CCRM0028 (Hl).
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A concentragdo maxima de células por mL variou entre 8,5 x 10* a 11,7 x 10*
células.mL™, referente as linhagens CCRM0024 e CCRM0027, respectivamente, mas

nao houve diferengas significativas entre as linhagens (p=0,45).

As médias das taxas de crescimento especifica das linhagens de C. subsalsa
variaram entre 0,57 e 0,86 dia™ (figura 7), sendo a menor taxa encontrada para a
linhagem CCRMO0026 (0,43 dia') e a maior para a linhagem CCRMO0025 (1,0 dia™).

Apesar disso, ndo foi encontrada diferencga significativa entre as linhagens (p=0,18).

Figura 7 — Taxas de crescimento especifica das seis linhagens de C. subsalsa utilizadas nos testes
toxicoldgicos. Os box-plots foram obtidos com base nos dados, em triplicata, de taxas de crescimento
de cada linhagem estudada. Cada box-plot apresenta a média (H), os valores extremos (parte

superior representa o valor maximo e inferior, o valor minimo) e o desvio padrao (I).

10 T
= e : [
5 08 T — = [
©
2 j .
8 0’6 _ 1 .
g
2 1
® 04
Q
Q
~
g 0,2
Y

0
CCRMO0023 CCRM0024 CCRM0025 CCRM0026 CCRM0027 CCRM0028
linhagem

5.2 MORTALIDADE DE NAUPLIOS DE Artemia sp.

Todos os testes toxicolégicos apresentaram mortandade de nauplios,
independente da fase de crescimento do cultivo de C. subsalsa, concentragao de
células e linhagem da rafidoficea estudada. Células coletadas na fase de crescimento

exponencial apresentaram os maiores percentuais de mortalidade, com valores
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superiores a 50% e proximos a 100% nas concentracdes de 1,0 e 4,0 x 103 células.mL"
', respectivamente (figura 8-a; 9-a). Na fase exponencial, as linhagens apresentaram
diferenca significativa na porcentagem de mortalidade de nauplios de Artemia sp. nas
concentragdes de 1,0 x 103 células.mL-', em 24 (p=0,00) e 48h (p=0,01) de exposicao.
A linhagem CCRMO0025 diferiu das linhagens CCRM0023 (p=0,01) e CCRM0024
(p=0,00) e a linhagem CCRMO0024 diferiu da CCRM0028 (p=0,02), em 24h de
exposicdo. Na concentragéo de 4,0 x 103 células.mL™" ocorreu diferenca significativa

apenas em 48 h de exposigao (p=0,03).

Na fase estacionaria, independente do momento em que as células foram
coletadas (17 dias ou 23 dias de cultivo), a mortalidade de nauplios foi proxima ou
menor que 30%, em 24h de exposicéo (figura 8-b; c), e menor que 70%, em 48h de
exposicao (figura 9-b; ¢). No primeiro momento desta fase, a diferengca entre as
linhagens foi significativa, independentemente do tempo de exposicdo e da
concentragédo de células.mL', com valores de p igual a 0,00 e 0,01 para 1,0 x 103
células.mL™', em 24 e 48h, respectivamente e, 0,04 e 0,00 para 4,0 x 103 células.mL"
', em 24h e 48h, respectivamente. As linhagens CCRM0026 e CCRM0028 diferiram
uma da outra e, a primeira diferiu também de CCRM0023 e, a segunda de CCRM0024,
em 4,0 x 103 células.mL-" em 48h de exposi¢do. Ja no segundo momento, a diferenga
entre as linhagens so foi significativa em 1,0 x 103 células.mL-', em 48h de exposi¢édo
(p=0,00).

A mortalidade de nauplios, considerando apenas a concentragao de
células.mL™', apresentou diferenga significativa entre 1,0 e 4,0 x 103 células.mL""
(p<0,05). A porcentagem de mortalidade foi maior com o0 aumento da concentragéao

de células.
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Figura 8 — Percentual de mortalidade de nauplios de Arfemia sp. expostos, por 24h, as células vivas

das linhagens de C. subsalsa, nas concentragdes de 1,0 e 4,0 x 103 células.mL"", nas fases de

crescimento: (a) exponencial; (b) primeiro momento da estacionaria (17 dias de cultivo) e; (¢) segundo
momento da estacionaria (23 dias de cultivo). Os box-plots foram obtidos com base nos dados, em

triplicata, de mortalidade de nauplios expostos as linhagens de C. subsalsa. Valor médio (B), valores

extremos (parte superior representa o valor maximo e inferior, o valor minimo) e o erro da estimativa (
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Figura 9 — Percentual de mortalidade de nauplios de Artemia sp. expostos, por 48h, as células vivas
das linhagens de C. subsalsa, nas concentragdes de 1,0 e 4,0 x 103 células.mL"", nas fases de
crescimento: (a) exponencial; (b) primeiro momento da estacionaria (17 dias de cultivo) e; (c) segundo
momento da estacionaria (23 dias de cultivo). Os box-plots foram obtidos com base nos dados, em
triplicata, de mortalidade de nauplios expostos as linhagens de C. subsalsa. Valor médio (8), valores
extremos (parte superior representa o valor maximo e inferior, o valor minimo) e o erro da estimativa (
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Devido os valores de mortalidade de nauplios de Artemia sp., na fase
exponencial, terem sido muito elevados (>50%), tanto nas concentragdes de 1,0 x 103,
quanto na de 4,0 x 103 células.mL"', nas diferentes linhagens de C. subsalsa, nao foi

possivel calcular a CLso para cada linhagem nesta fase.

Ja na fase estacionaria o calculo da CLso foi realizado para 24 e 48h de
exposigao dos nauplios de Artemia sp. para todas as linhagens. No teste realizado no
primeiro momento da fase estacionaria, a diferenga entre as linhagens foi significativa
em 24h (p=0,00), mas néo foi em 48h (p=0,13). Em 24h de exposi¢cao a linhagem
CCRMO0023 diferiu de praticamente todas as outras, exceto CCRM0024 e CCRM0027.
As linhagens que obtiveram os menores valores de CLso em 24h, e consequentemente
maior toxicidade, foram CCRM0025 (11,9 x 102 células.mL-') e CCRM0026 (10,8 x 10°
células.mL™"), e as que apresentaram menor toxicidade foram, CCRM0023 (25,9 x 103
células.mL') e CCRM0024 (19,9 x 102 células.mL""). Em 48h, a linhagem CCRM0023
(9,4 x 102 células.mL") continuou sendo a menos téxica e as linhagens CCRM0026
(2,5 x 103 células.mL-') e CCRM0028 (2,3 x 103 células.mL-") foram as mais toxicas
(figura 10). J& no teste realizado no segundo momento ndo ocorreu diferenca
significativa em 24 e 48h de exposi¢do. A linhagem que apresentou o maior valor de
CLso, em 24h, foi CCMR0027 (14,3 x 10* células.mL") e as que apresentaram os
menores valores, sendo assim mais toxicas, foram CCRM0028 (31,2 x 102 células.mL-
) e CCRM0026 (34,5 x 103 células.mL"). Em 48h, a linhagem CCRM0026 (7,4 x 103
células.mL"") apresentou o maior valor e a CCRM0028 (2,1 x 103 células.mL™")

apresentou o menor valor (figura 11).
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Figura 10 — Valores de CLso, obtidos com o método Probit, das linhagens de C. subsalsa utilizadas
nos testes toxicolégicos no primeiro momento da fase estacionaria (17 dias de cultivo), para 24
(preto) e 48h (cinza) de exposicédo dos nauplios de Artemia sp. as linhagens.
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Figura 11 — Valores de CLso, obtidos com o método Probit, das linhagens de C. subsalsa utilizadas
nos testes toxicoldgicos no segundo momento da fase estacionaria (23 dias de cultivo), para 24
(preto) e 48h (cinza) de exposicao dos nauplios de Artemia sp. as linhagens.
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6 DISCUSSAO

Os mecanismos de toxicidade em rafidoficeas ndo s&do muito bem conhecidos
(KEPPLER et al., 2006; BASTI, et al., 2016; HORIGUCHI, 2017). Diversos estudos
tém associado efeitos negativos no desenvolvimento do inicio do ciclo de vida de
diversos organismos, como invertebrados e peixes, devido a exposicao destes a
espécies potencialmente nocivas deste grupo (BASTI et al., 2016; PEREZ-MORALES;
BAND-SCHMIDT; MARTINEZ-DIAZ, 2017).

Alguns autores também indicam que a toxicidade de Chattonella spp. € maior
na fase de crescimento exponencial e diminui na fase estacionaria e que ndo ha uma
correlagao positiva entre 0 aumento do numero de células e a toxicidade (SHEN et al.,
2010; PEREZ-MORALEZ; BAND-SCHMIDT; MARTINEZ-DIAZ, 2017). O presente
estudo constatou efeito altamente toxico de todas as linhagens de C. subsalsa
testadas em nauplios de Artemia sp. recém eclodidos, principalmente na fase de
crescimento exponencial, que apresentou o maior percentual de mortalidade dos
nauplios. De maneira geral, foi verificada uma correlagéo positiva entre a toxicidade e
o aumento da concentracao de células quando hda um aumento de 1,0 x 10° para 4,0
x 103 células.mL"' em cada teste realizado. Pérez-Moralez, Band-Schmidt e Martinez-
Diaz (2017) também observaram a toxicidade em linhagens de Chattonella spp. (sete
linhagens), em diferentes concentragdes de células (0,5, 3,0, 6,0 x 103 células.mL"")
sobre larvas do camarao branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei. Neste estudo,
no entanto, ndo foi constatado efeito toxico de nenhuma das linhagens na fase de
nauplios do crustaceo usado como organismo teste, mas houve um efeito marcado no
inicio da fase zoea, que é a fase em que as larvas comecaram a depender da
alimentagao exogena. Os valores de TLso encontrados para estas linhagens variaram

entre, aproximadamente, 20h e 2 dias.

Basti et al. (2016) realizaram um experimento com larvas na fase pos
embriondria da ostra japonesa Pinctada fucata martensii e trés espécies de
rafidoficeas, C. marina, C. antiqua e H. akashiwo, e observaram que todas as espécies
de microalgas afetaram as fases trocofora, larva D e de pré-assentamento da ostra,
mas nao afetaram a fertilizacao e o desenvolvimento embrionario. A metamorfose da

larva trocofora foi completamente inibida ou diminuiu sob exposigdo a C. marina, C.
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antiqua e foi apenas inibida quando exposta a H. akashiwo. A mortalidade de larva D,
quando expostas a H. akashiwo e C. marina, foi dependente da densidade celular e,
quando expostas a C. antiqua, foi dependente do tempo de exposi¢cao. A densidade
celular e o tempo de exposigao tiverem efeitos significativos na mortalidade de larvas
de pré-assentamento expostas a C. marina e C. antiqua, sendo que nesta ultima foi
apresentado um efeito sinérgico, mas a mortalidade das larvas expostas a H.

akashiwo foram dependentes apenas do tempo de exposigao.

Pérez-Morales et al. (2014) observaram a toxicidade de diferentes linhagens
de C. marina e C. subsalsa, em diferentes fases do desenvolvimento embrionario
(embrido em segmentagdo, embrido e eleuteroembrido) de Paralabrax
maculatofasciatus. Os autores observaram alta mortalidade das larvas expostas a
curtos periodos a linhagens de Chattonella spp. As larvas expostas a C. subsalsa
apresentaram mortalidade significativa em diferentes fases do desenvolvimento,
sendo que a fase de embrido em segmentagcédo foi a mais sensivel com 98% de
mortalidade, enquanto as outras apresentaram apenas 50%. A CLso de C. subsalsa,
através do modelo Probit, foi menor para o embrido em segmentagdo (3,2 x 103
células.mL') do que para os estagios embrido e eleuteroembrido (> 8,0 x 103
células.mL"). Mas outras linhagens de Chattonella spp., na fase do embrido em
segmentacgao apresentaram valores de CLso menores que a C. subsalsa, como a C.
marina var. ovata e C. marina var. marina, com 1,73 x 102 células.mL" e 3,06 x 103

células.mL™, respectivamente.

Diversos trabalhos também ja relataram os efeitos toxicos de Chattonella em
peixes, tanto na fase embrionaria, quanto na fase adulta (MARSHALL et al., 2003;
SHEN et al., 2011a; 2011b; PEREZ-MORALES, et al., 2014; OVERSTREET;
HAWKINS, 2017). A suscetibilidade de algumas espécies de peixes a Chattonella spp.
€ determinada pela suscetibilidade a hipdxia. No entanto, os mecanismos utilizados
por Chattonella spp. para ocasionar a mortandade de peixes e 0os mecanismos de
resposta utilizados pelos peixes que sobrevivem, ainda permanecem obscuros (SHEN
etal., 2011a).

Varias hipoteses sobre estes mecanismos ja foram propostas para

Chattonella spp. Dentre elas, investiga-se a produ¢do de muco, neurotoxinas,
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citotoxina hemolitica, espécies oxigénio reativas e acidos graxos (MARSHALL et al,
2003; KURODA et al., 2005; SHEN et al., 2011b; BAND-SCHIMIDT et al., 2012).
Espécies reativas de oxigénio podem alterar a estrutura e fungdo das branquias nos
peixes e acabar levando a morte por asfixia (HIROISHI et al., 2005; BAND-SCHMIDT
et al., 2012). Os acidos graxos séo geralmente considerados nutrientes essenciais,
mas alguns sao associados a efeitos toxicos, como o acido eicosapentaenoico (EPA)
e a sinergia entre ERO e acidos graxos livres pode ser um dos mecanismos de
mortandade de peixes por Chattonella spp. (MARSHALL et al., 2003). Ishimatsu et al.
(1997) compararam mudangas na fisiologia de peixes da espécie Seriola
quinqueratiata, que morreram por diminui¢do dos niveis de oxigénio dissolvido com
aqueles que foram expostos a C. marina. Este estudo levantou a hipétese de que a
queda de pO2 no sangue dos peixes expostos aos mecanismos de C. marina
desempenhou um papel crucial na mortandade de peixes, pelo menos sob as
condicdes experimentais a que foram expostos. Também foi observado que a maioria
dos outros disturbios fisiolégicos, como acidemia, bradicardia e elevacao de ions de
plasma, foram provocados secundariamente pela queda de pO2. Hishida, Ishimatsu e
Oda (1997) expuseram branquias de peixes a 4,0 x 103 células.mL' de C. marina
durante 24h e observaram a formacdo de uma fina camada de muco por essa
microalga. Nao foi observado o bloqueio dos espagos interfilamentares, mas isto pode
ter ocorrido devido ao produto que foi utilizado para fixagdo da amostra que foi
processada e assim, parte do muco pode ter sido perdido. Um estudo realizado por
Kuroda et al. (2005) observaram a presente de citotoxina hemolitica em células
rompidas de C. marina, mas nao observaram o agente hemolitico em células intactas
em suspensao e na cultura sobrenadante de células livres, sugerindo que os agentes
estao presentes em compartimentos intracelulares. Além disso, testes com extrato
bruto de C. marina mostraram atividade hemolitica quando havia luz, mas nenhuma
foi observada no escuro. Cho et al. (2017) também ndo observaram significativa
atividade hemolitica em células em suspensdo e na cultura sobrenadante de células
livres de C. marina e C. antiqua, mas verificaram alta produ¢do de ERO por estas

rafidoficeas.

No presente estudo, apesar das linhagens de C. subsalsa estudadas

apresentaram alguns perfis, de modo geral, similares, ocorreram diferengas
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significativas em alguns casos, que podem ser atribuidas a diferencas intra-
especificas (ZHANG et al., 2006; BAND-SCHMIDT et al., 2012). Band-Schimidt et al.
(2012) identificaram e descreveram bioquimicamente oito linhagens de Chattonella
spp., sendo sete de C. marina e uma de C. subsalsa de diferentes regides do Golfo
da Califérnia, no México. As linhagens apresentaram variagées morfologicas (de 19,7
a 90,0 ym de comprimento e 18,5 a 41,7 ym de largura), nas taxas de crescimento
(0,209 a 0,354 dia™') e maxima densidade celular (3,17 a 4,6 x 103 células.mL""). Com
relacdo ao perfil pigmentar, todas as linhagens foram similares, sendo o principal
pigmento a clorofila a (0,184 a 0,495 pmol.células), seguido por fucoxantina (0,096
a 0,17 pmol.células™). As linhagens também foram testadas para brevetoxina, mas
nenhuma apresentou a toxina em questdo. Todas as linhagens foram capazes de
produzir o radical superéxido (O5), que variou entre 0,009 a 0,056 nmol.min-'.mg de
proteina, ja a peroxidacao lipidica variou entre 2,99 a 138,1 nmol mg™' de proteina. A
composicao de acidos graxos também foi analisada e de modo geral, os altamente
insaturados (trés ou mais ligagbes duplas) foram os mais abundantes em todas as

linhagens e o EPA também estd inserido neste grupo.

Os elevados valores de mortalidade de nauplios de Artemia sp. na fase de
crescimento exponencial das linhagens de C. subsalsa, impossibilitaram o calculo da
ClLso, e devido a isto, o volume de cultivo utilizado nos testes foi revisto e reduzido, a
fim do calculo ser realizado para a fase estacionaria. Os dois testes realizados em
momentos distintos da fase estacionaria (17 e 23 dias de cultivo das linhagens)
apresentaram respostas distintas, apesar de pertencerem a mesma fase de
crescimento. No primeiro momento, a variagéo dos valores de CLso foi menor (de 10,8
a 25,9 x 103 células.mL") em relagdo ao segundo momento (de 31,2 x 10% a 14,3 x
104 células.mL-"), mostrando assim que a toxicidade no primeiro momento foi maior
que no segundo e sugerindo que, quanto mais antigo o cultivo, menor é a toxicidade
do mesmo. Outro aspecto a ser comparado é a toxicidade da linhagem com relacao
ao tempo de exposicao (24 e 48h). No primeiro momento da fase estacionaria, em
24h, as linhagens mais toxicas, foram CCRMO0025 e CCRMO0026, e em 48h,
CCRMO0026 e CCRM0028, sendo que apenas a linhagem CCRMO0026 continuou
sendo téxica ao longo do tempo de exposi¢do. O mesmo néo ocorreu com a linhagem

CCRMO0025, que passou a ser, em 48h, a quarta linhagem mais toxica de um total de
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seis linhagens, enquanto a linhagem CCRMO0028, que era a terceira mais toxica,
passou a ser a mais toxica. Ja no segundo momento da fase estacionaria, em 24h, as
linhagens mais toxicas foram CCRMO0026 e CCRMO0028, e em 48h, a linhagem
CCRMO0028, com um adendo de que CCRMO0026 passou a ser a linhagem menos
téxica. Apenas a linhagem CCRMO0023, em 24h, no primeiro momento da fase
estacionaria, apresentou diferenga significativa com as outras linhagens, exceto a
CCRMO0024 e CCRMO0027.

O exposto acima, mostra que, provavelmente, a diferenga de toxicidade entre
as linhagens nao foi aleatdria, ja que todas as linhagens foram cultivadas ao mesmo
tempo e sob as mesmas condi¢cdes de luminosidade, temperatura e salinidade. Além
disso, foi possivel observar um padréo de comportamento, ja que todas as linhagens
apresentaram maior toxicidade na fase exponencial, seguida da fase estacionaria.
Com relagéo a toxicidade na fase estacionaria, que foi dividida em dois momentos,
também foi possivel observar um padrao, ja que, de maneira geral, as linhagens no
primeiro momento, foram mais téxicas do que no segundo. Obviamente, os testes
devem ser repetidos mais vezes nas mesmas condi¢cdes e em condicdes distintas do
cultivo, mas certamente o padrdao de comportamento com relagao a toxicidade de C.
subsalsa encontrado, que até entdo era desconhecido, mostra a importancia desses

estudos de variabilidade intra-especifica.

A variabilidade fenotipica das linhagens pode estar ligada aos diferentes
mecanismos de resposta que uma mesma espécie pode apresentar a condigoes
ambientais distintas (CALBET et al., 2011; KREMP et al., 2012; GOMEZ et al., 2015).
Mudancas de temperatura, disponibilidade de CO2 na atmosfera e alimentagao, por
exemplo, podem influenciar a taxa de crescimento, tamanho das células, além da
composi¢ao bioquimica das microalgas, induzindo ou inibindo a produgéo de toxinas,
pigmentos, lipidios, entre outros compostos (CALBET et al, 2011; SAYEGH,;
MONTAGNES, 2011; GOMEZ et al., 2015). Assim, dentro de uma mesma espécie de
microalga téxica, algumas linhagens podem adotar diferentes estratégias de
crescimento e toxidade, por exemplo (CALBET et al., 2011; KREMP et al., 2012). Por
isso, as condigdes de cultivo utilizadas neste trabalho ndo foram escolhidas ao acaso.
Como todas as linhagens de C. subsalsa foram isoladas da Baia de Guanabara, os

valores de temperatura (aproximadamente, 26° C) e salinidade (20) foram definidos
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com base em valores ja reportados para a Baia de Guanabara (KJERFVE et al., 1997)
e para ocorréncia de Chattonella spp. (MARSHALL et al., 2003; KEPPLER et al., 2006;
SHEN et al., 2011a).

Kremp et al. (2012) estudaram os efeitos do aumento da temperatura e
disponibilidade de CO2, como consequéncia da mudanga global, em 16 isolados da
diatomacea Skeletonema marinoi, do mar Adriatico (oito linhagens) e de Skagerrak
(oito linhagens), no mar do Norte e, e em oito isolados do dinoflagelado formador de
floragbes nocivas, Alexandrium ostenfeldii, do mar Baltico. Para o estudo foram
utilizados quatro tratamentos: controle (20° C, 385 ppm); aumento da temperatura (24°
C, 385 ppm); aumento de pCO2 (20° C, 750 ppm); aumento da temperatura e de pCO2
(24° C e 750 ppm). As oito linhagens de S. marinoi do mar Adriatico apresentaram
uma diferenga consideravel na taxa de crescimento, que variou de 0,43 a 1,26 dia' e
as respostas aos diferentes tratamentos de temperatura e pCO2 foram altamente
variaveis. Duas linhagens nao foram afetadas significativamente por nenhum dos
tratamentos e as outras foram afetadas por um ou mais tratamentos. Ja as oito
linhagens de S. marinoi de Skagerrak obtiveram uma taxa de crescimento de 0,63 a
1,04 dia™'. Quatro destas linhagens nio foram afetadas por nenhum tratamento, trés
linhagens foram afetadas pelo aumento da temperatura e uma linhagem foi afetada
pelo aumento da temperatura e aumento de pCOz2, separadamente. Nao foi realizado
o a tratamento de aumento de temperatura e pCO: juntos para estas linhagens devido
a disponibilidade limitada da mistura de pCO:2 enriquecido. A taxa de crescimento das
oito linhagens de A. ostenfeldii foi muito menor que a de S. marinoi, com uma média
de 0,33 dia'. Os tratamentos afetaram as linhagens de forma pouco significativa. Trés
linhagens nao foram afetadas pelos tratamentos, duas foram afetadas pelo aumento
da temperatura, uma pelo aumento de pCO2 e uma pelo aumento de pCO2 e também
pelo aumento da temperatura juntamente com pCO2. Com relagdo a produgado de
toxinas em A. ostenfeldii foram analisadas o conteudo total de toxina paralitica e
diferentes derivados (STX, GTX2 e GTX3). Apenas duas linhagens apresentaram
respostas muito significativas e foram em relagdo ao conteudo total de toxinas. Uma
linhagem apresentou resposta ao tratamento de aumento de temperatura e de pCOz2
e outra apenas ao tratamento de aumento de pCO2. Os tratamentos foram mais

pronunciados nos derivados. Trés tratamentos, adicdo de pCO2, aumento da
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temperatura e a combinagao de ambos promoveram a produgao de STX em todas as

linhagens de A. ostenfeldii.

Calbet et al. (2011) isolaram 11 linhagens do dinoflagelado formador de
floragbes nocivas, Karlodinium veneficum durante um evento de floracdo que ocorreu
no noroeste da costa do Mediterraneo e estudaram a variabilidade entre as linhagens
em varios tracos fisiologicos e bioquimicos. Neste trabalho, os autores avaliaram
parametros de crescimento autotrofico, capacidade de alimentagcdo (mixotrofia),
composicao lipidica e, em alguns casos, respostas a fatores bioticos e abidticos. As
linhagens apresentaram diferengas na taxa de crescimento, que variou entre 0,27 a
0,53 dia', na concentracdo maxima de células durante a fase estacionaria com
variagéo de 6,1 x 10* a 8,6 x 10* células.mL"". Também foi investigada a ingest&o de
Rhodomonas salina, quando esta foi oferecida como presa as linhagens de K.
veneficum, e o resultado foi diverso. A ingestdo de células variou entre 0,22 a 1,3
células por K. veneficum por dia. Os autores também verificaram que apenas duas
linhagens sobreviveram durante dois meses a condi¢cées de estrita heterotrofia. As
linhagens também apresentaram diferengas na composigdo de acidos graxos, com

poucos contendo acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados.

Sayegh e Montagnes (2011) examinaram como um isolado de
Nannochloropsis spp. (N) e quatro de Isochrysis galbana (D e T isolados de locais
distintos e M e G sdo do mesmo local, mas ficaram separados por 10 anos)
responderam a condi¢des de nutriente repleto e diferentes temperaturas (15, 20, 25 e
30° C). Os autores, apés a analise dos dados de taxa de crescimento, peso seco e
volume, verificaram que os isolados de /. galbana, M e G, eram mais parecidos entre
si do que D e T. Surpreendentemente, as linhagens D e T eram mais parecidas com
a linhagem de Nannochloropsis spp. do que com M e G. Neste estudo também foram
analisadas composicao lipidica, carboidratos, proteinas e producao, onde novamente
ficou destacada a semelhanca entre M e G, mas apesar de também ter havido uma

diferenca destes com relagcao aos outros isolados, esta nao foi muito pronunciada.

Algumas industrias das areas de aquicultura, farmacia e alimentos, inclusive,
submetem linhagens de espécies biotecnologicamente interessantes a fatores

estressantes, a fim de encontrar linhagens mais rentaveis economicamente. Este



41

estudo da variabilidade intra-especifica permite que aja uma selecado das linhagens,
sem 0 uso da manipulagcédo genética, o que acaba viabilizagcdo a producao natural de
determinado composto, que em alguns casos € mais cara do que a produgao
sintetizada quimicamente (FUJII et al., 2006; GUTIERREZ et al., 2012; GOMEZ et al.,
2015). Gomez et al. (2015) isolaram 13 linhagens de Haematococcus pluvialis das
cidades de Concepcion (trés linhagens), Valdivia (duas linhagens), Osorno (quatro
linhagens), Puerto Varas (uma linhagem) e Castro (trés linhagens), localizadas no
Chile, para compararam o potencial de produg¢do de astaxantina entre elas e uma
linhagem isolada em Nevada (EUA). As taxas de crescimento variaram entre 0,68 e
1,91 divisbes por dia e a densidade maxima de células entre 84,0 x 103e 1,0 x 10°
células.mL'. Os parametros de pigmentos diferiram significativamente entre as
linhagens. O volume de clorofila variou entre 3,40 a 8,55 mg.L™", enquanto o volume
de carotenoides variou entre 5,49 a 9,44 mg.L"'. Com relag&o a astaxantina, todas as
linhagens do Chile apresentaram mais astaxantina do que a linhagem de Nevada. A
linhagem de Nevada acumulou apenas 32,5% de astaxantina do total de carotendides,
com cerca de 2,6 mg de astaxantina por litro de cultura. As linhagens de Castro
combinaram um alto acimulo de carotendides, 8,67, 9,29 e 9,44 mg.L", com alto
percentual de astaxantina, com 74,5, 80,4 e 75,0%, respectivamente, produzindo
cerca de 7 mg de astaxantina por litro de cultura, sendo o valor mais alto encontrado

neste estudo.

Diferencas genéticas podem levar a variagbes fenotipicas que fornecem
caracteristicas fisioldgicas e ecoldgicas a uma determinada espécie. Assim, uma
espécie com alta diversidade genética pode ser capaz de se adaptar e responder
rapidamente as mudangas ambientais (LEBRET et al., 2012). Isso pode ser observado
com as linhagens de C. subsalsa que apresentaram diferentes niveis de toxicidade,
mostrando a variabilidade existente entre elas. No primeiro momento da fase
estacionaria, em 24h, foi possivel observar uma diferenca de toxidade entre as
linhagens de até trés vezes, aproximadamente, enquanto que em 48h, a diferencga
chegou a mais de quatro vezes. Ja no segundo momento em 24h, a diferencga
alcangou quase cinco vezes, enquanto que em 48h a diferenca foi de mais de trés
vezes. De forma analoga, estas estratégias também nos remetem aos seres humanos,

ja que os individuos, de maneira geral, apresentam uma grande variabilidade
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fenotipica, e essa variabilidade fornece a cada um, vantagens e/ou desvantagens na

vida cotidiana.

Stolte e Garcés (2006) ranquearam diversas espécies fitoplanctonicas de
acordo com os valores de taxa de crescimento, que foram observadas in situ. Os
maiores valores médios encontrados (aproximadamente 0,8 a 1,0 dia') foram
registrados para criptofitas, crisofitas, diatomaceas e primnesiéfitas. Ja cianobactérias
e dinoflagelados apresentaram taxas de crescimento menores (0,35 a 0,65 dia™).
Apesar disso, altas taxas de crescimento ja foram reportadas para espécies
formadoras de alta biomassa e que causam mortandade de peixes (SOLTE;
GARCES, 2006; QIU et al., 2010; IMAI; YAMAGUCHI, 2012). Com relag&o apenas a
toxicidade, em geral, as espécies potencialmente toxicas apresentam as menores
médias (aproximadamente, 0,5 dia'), enquanto as ndo toxicas as maiores, com
aproximadamente, 0,7 dia™' (SOLTE; GARCES, 2006). As linhagens de C. subsalsa
testadas neste trabalho apresentaram médias de taxa de crescimento que variam de
0,57 a 0,86 dia', o que € comparado com as médias dos grupos de microalgas que
possuem um crescimento rapido de acordo com Solte e Garcés (2006). Este fato é
preocupante, pois uma espécie potencialmente nocivamente com altas médias de
taxa de crescimento pode rapidamente formar uma FAN. Estas linhagens também
apresentaram valores maiores do que reportados por Marshall e Hallegraeff (1999) e
Band-Schmidt et al. (2012), mas similar ao valor reportado pelo trabalho de Zhang et
al. (2006) para C. subsalsa. Vale ressaltar que nos trabalhos realizados por Marshall
e Hallegraeff (1999), Band-Schimidt et al. (2012) e Zhang et al. (2006) o foto periodo
utilizado para o cultivo das linhagens foi 12:12h (claro:escuro), mas no presente
estudo foi utilizado 16:8h. Assim, apesar de maiores, ndo é possivel afirmar se os
valores de taxa de crescimento reportados neste estudo foram maiores ou similares
devido a diferenga entre estas e as outras linhagens citadas ou pelo maior periodo
que as linhagens de C. subsalsa da Baia de Guanabara ficaram com luz durante o

cultivo.

Portanto, o uso de multiplas linhagens de uma mesma microalga é
fundamental para um entendimento abrangente do potencial toxico da espécie e
também permite extrapolagdes mais confiaveis dos resultados dos ensaios

toxicoldgicos para o meio ambiente. Isto fara com que os resultados obtidos para as
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seis linhagens de Chattonella subsalsa da Baia de Guanabara, em trés momentos da

fase de crescimento, sejam mais consistentes.



44

7 CONSIDERAGOES FINAIS
7.1 CONCLUSOES

As seis linhagens de C. subsalsa foram altamente téxicas para nauplios de
Artemia sp. Células na fase de crescimento exponencial apresentaram toxicidade bem
mais elevada do que células em momentos distintos da fase estacionaria de
crescimento populacional. Este resultado da elevada toxicidade das linhagens
isoladas da Baia de Guanabara era até entdo desconhecido, apesar da suspeita do
mesmo, devido a ocorréncia de floragbes dessas microalgas em periodos onde foram
relatados episodios de mortandade massiva de peixes na regido. Portanto, os maiores
riscos a biota se ddo durante a fase de formacao das floragdes, quando o numero de
células ainda nao atingiu os niveis maximos, € ndo quando as floragbes ja estdo
estabelecidas. Esta caracteristica deve ser levada em consideragdo durante
programas de monitoramento que visem entender possiveis relacbes de causa e

efeito entre densidade de C. subsalsa e eventos de mortandade de peixes.

As diferencas na toxicidade observadas entre as seis linhagens testadas sao
representativas de variagdes entre células de populacdes naturais de Chattonella
subsalsa. Os efeitos nocivos desta microalga no ambiente resultam, portanto, de um
mosaico de interagdes de células com potenciais toxicos variados. Um melhor
entendimento da importancia desta diversidade fenotipica no ambiente necessita
estudos abrangentes de variabilidade intra-especifica dentro da mesma populagao.
Cultivos isolados do ambiente, como os utilizados no presente estudo, bem como
ferramentas de biologia molecular para estudos de diversidade genética (taxonémica
e funcional) sao técnicas que podem ajudar a elucidar a real variabilidade de

populagdes naturais de Chattonella subsalsa.

Certamente, mais testes toxicolégicos devem ser realizados, mas trabalhos
como este contribuem na busca da compreensdo dos efeitos e mecanismos de
toxicidade de espécies potencialmente toxicas e formadoras de floragdes, como C.
subsalsa, que em casos mais graves, podem causar mortandade da biota aquatica,

especialmente de peixes.
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7.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos, mais testes devem ser feitos utilizando nao
apenas artémias, como organismo teste, mas também outros invertebrados e peixes,
em diferentes fases de desenvolvimento. Testes, principalmente, com peixes sao
imprescindiveis para que seja observada a susceptibilidade dos mesmos a espécies
de Chattonella spp., jA que essa susceptibilidade ainda é pouco entendida. Além
disso, mais estudos voltados para o isolamento de microalgas potencialmente nocivas
devem ser realizados, para que os mecanismos de toxicidade e desenvolvimento de

floragdes possam ser melhores entendidos.

Apenas através do entendimento das diferengas inter e intra-especificas das
microalgas formadoras de floragdes e as relativas interacbes destas com os fatores
bidticos e abidticos do ambiente em que elas ocorrem, é que sera possivel identificar
as adaptagcdes de cada linhagem e as condigdes que favorecem o seu
desenvolvimento. A partir disso, medidas mitigatorias poderdo ser testadas e
posteriormente implementadas para combater essas floracbes que podem ser

altamente nocivas tanto para nés, seres humanos, quanto para flora e fauna aquatica.
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