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ABSTRACT

Occurrence, distribution and toxicity of cyanobacteria from the
Patos Lagoon estuary, Southern Brazil

Several blooms oMicrocystis aeruginoséave been observed in the Patos Lagoon estuary during
the last fifteen years without a proper investigation of their ecological importance or possible toxicity.
The present study has identified and quantified the presence of cyanobacteria in the Patos Lagoon
estuary, particularly oM. aeruginosa During this survey, identification and quantification of the
main phytoplankton groups were done in relation to geographical distribution in the estuary. The pre-
sence ofM. aeruginosacolonies in the estuarine region confirmed their superficial distribution
throughout the estuarine waters during twelve months with a maximum of®1g8lis0-2 in December,

1994 and a minimum of 1,5.16ells. tin August, 1995 and also confirmed tit aeruginosaori-

ginated from waters in the north of the estuary. The period of the highest cell and colonies densities
was coincident with high chlorophydl-levels in surface waters. Toxicity M. aeruginosabloom
material was determined by bioassay and concentrations of hepatotoxins microcystins were identified
by HPLC-DAD.M. aeruginosalooms were considered highly toxic, presenting a 24 h - lover

than 100 mg.Kg b.w. and a toxin content higher thamug.mg? d.w. Several microcystin variants

were found in the extracts with microcystin—LR predominating.

Key words cyanobacteriaylicrocystis aeruginosahepatotoxins, Patos Lagoon estuary, microcystins.

RESUMO

Diversas floragfes da cianobactéviicrocystis aeruginosé€m sido observadas nas aguas do estuério

da Lagoa dos Patos nos ultimos 15 anos, sem o devido estudo de sua distribuicdo e ocorréncia ou
do risco de contaminacgdo do ecossistema aquético. Neste estudo, foram realizadas a identificacao
e a quantificacdo das cianobactérias da regido estuarina da Lagoa dos Patos, particiareente

ginosa incluindo um levantamento quali-quantitativo dos principais grupos microfitoplancténicos em
relacé@o a sua distribuicdo geografica no estuéario. Evidenciou-se que, ao longo de 1Rlitresystis
aeruginosaesteve presente na regido estuarina, com valor maximo de®t@&.16 em dezembro de

1994 e minimo de 1,5.1@él.L-*em agosto de 1995, evidenciando a regido norte do estuario da Lagoa
dos Patos como sua principal fonte de entrada. Os periodos de maior abundancia celular e colonial
dessa cianobactéria foram consistentes com os resultados obtidos para os niveis deactmsfila-
aguas de superficie. Foram realizados testes de toxicidadge{R4& h) em camundongos com os
extratos das florac6es d& aeruginosae foram determinadas, através de HPLC-DAD, as concen-
tracdes e algumas das variantes da hepatotoxina microcistina. As florabiemetleginosaobservadas

foram consideradas altamente tdxicas, com concentrac¢des celulares de toxinas atingindo valores maiore:s
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que 1pg.mg'p.s. e DL — 24 h menores que 100 mg.Kg.c. Encontraram-se diversas variantes

da toxina microcistina, sendo microcistina—LR a principal.

Palavras-chavecianobactériaMicrocystis aeruginosahepatotoxinas, estuario da Lagoa dos Patos,

microcistinas.

INTRODUCAO

Floragdes algais sdo resultado da interagéo
de fatores fisicos, quimicos e bidticos, caracte-
rizadas por um crescimento explosivo, autolimi-
tante e de curta dura¢do dos microorganismos de
uma ou poucas espécies, freqiientemente produ-
zindo coloragdes visiveis nos corpos de aguas
naturais (Torgan, 1989). Os taxa Cyanophyta (cia-
nobactérias), seguidos de Crysophyta, constituem
os principais componentes das flora¢des algais na
Lagoa dos Patos, a semelhanga do que ocorre em
outras regides do mundo (Torgan, 1989).

A ocorréncia de flora¢des de M. aeruginosa
no estuario da Lagoa dos Patos ¢é coincidente com
ventos fracos ou ausentes, juntamente com tem-
peratura da agua acima de 20°C, pH em torno
de 8, concentragdes de nutrientes nitrogenados e
de fosforo nao-limitantes e relacdo N:P soluveis
proxima a 13:1 (Yunes et al., 1996).

Dentre as espécies de cianobactérias produ-
toras de toxinas que formam floragdes estdo: Ana-
baena flos-aquae, Microcystis aeruginosa, Apha-
nizomenon flos-aquae, Oscillatoria agardhii e
Nodularia spumigena (Carmichael, 1989).

Microcystis aeruginosa € um dos organis-
mos mais freqiientes entre as cianobactérias da
comunidade fitoplanctdnica do Guaiba, ao nor-
te da Lagoa dos Patos (Amazarray, 1994). Em
agosto de 1994, um cruzeiro realizado na regido
norte da Lagoa dos Patos revelou um deposito de
Microcystis na Lagoa do Casamento (30°21°’S e
50°44’W), em uma camada 7 cm abaixo da su-
perficie do sedimento, com as células sem ativi-
dades fisiologicas, evidenciando uma provavel
fonte para a proxima fase planctonica desses orga-
nismos (Yunes et al., 1994).

Ao contrario de outras cianobactérias (que
produzem acinetos), as células de dorméncia de
M. aeruginosa nao sdo diferenciadas das células
vegetativas, sendo capazes de sobreviverem por
varios anos, a espera de periodos mais favoraveis
ao seu desenvolvimento e reprodugéo (Paerl, 1988).
Como possivel conseqiiéncia, muitas floragdes de
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M. aeruginosa foram registradas na regido estua-
rina da Lagoa dos Patos nos ultimos 15 anos (Kan-
tin & Baumgarten, 1982; Bergesch, 1990; Ode-
brecht et al., 1987). Em fevereiro e maio de 1994,
Yunes ef al. (1994) observaram uma grande flo-
ragdo de Microcystis ao longo de todo o canal de
navegagdo entre a cidade de Rio Grande e o Canal
da Feitoria (cerca de 45 milhas nauticas), com
niveis de clorofila-a de até 9.000 pg.L™'. As amos-
tras dessa floragdo, coletadas em diferentes locais
da regido estuarina, apresentaram toxicidade va-
riavel, sendo encontradas mais de duas variantes
de microcistina (Yunes ef al., 1996).

As hepatotoxinas de cianobactérias sdo molé-
culas ciclicas com 5 ou 7 peptideos, de baixo peso
molecular, chamadas nodularinas ou microcistinas.
Animais com hepatotoxicose sdo levados a morte
apos alteragdo citoesquelética das células do fi-
gado, causando hemorragia intra-hepatica letal ou
insuficiéncia hepatica. A hepatotoxina mais co-
mum ¢ a microcistina (MC, com DL, — 24 h entre
43 e 250 mg.Kg! de p.c.) (Volterra, 1993). Em
nivel molecular, as microcistinas agem como inibi-
dores das proteinas fosfatase 1 (PP1) e 2A (PP2A)
(MacKintosh et al., 1990). Portanto, sua exposi¢do
a doses subletais pode contribuir, a longo prazo,
para o desenvolvimento de tumores cancerigenos
(Fujiki, 1992; MacKintosh & MacKintosh, 1994).

Varios problemas de saude humana, ap6s o
contato com aguas com cianobactérias em floracao,
foram reportados mundialmente, em atividades
recreacionais ou pelo consumo de aguas de reser-
vatorios contaminadas (Elder et al., 1993; Codd
et al., 1989; Carmichael, 1986). Em abril de 1996,
foi detectada a presenga da toxina MC—LR no
Acgude Tabocas, em Caruaru, PE, o qual fornecia
agua ao reservatorio do Instituto de Doengas Renais
(IDR) desta cidade, e em amostras de figado e
sangue de pacientes de hemodialise deste Insti-
tuto. Foram também encontradas altas doses no
filtro de carvao ativado que purificava a agua usada
pelo IDR (Azevedo, 1996). Até o presente mo-
mento, mais de 40 pacientes morreram de hepatite
toxica (Barreto ef al., 1996). Outras ocorréncias
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de floragdes toxicas, no Brasil, foram comprovadas,
através de bioensaios, em reservatéorios de agua
do Rio de Janeiro (Aguiar & Azevedo, 1993; Bo-
beda & Azevedo, 1993; Azevedo et al., 1994) e
em Sao Paulo (Zagatto & Aragdo, 1992; Zagatto,
1995).

A Lagoa dos Patos compreende uma area
aproximada de 200.000 Km? de bacia de drena-
gem. Ao longo de suas margens, mais de 3.000.000
de habitantes vivem em cidades, vilas e povoa-
dos, utilizando as aguas da lagoa para pesca, agri-
cultura, industria, navegagdo, consumo doméstico
e lazer (Yunes et al., 1994). A regido estuarina (Fig.
1) representa, aproximadamente, um décimo da
area total da Lagoa dos Patos (Castello, 1978) e
esta definida entre o Canal da Barra de Rio Grande
e a Feitoria. O estuario da Lagoa dos Patos esta
sujeito a grandes variacdes de salinidade, tempe-
ratura ¢ de nutrientes. Segundo Calliari (1980),
suas aguas podem apresentar variagdes de sali-
nidade de até 20 unidades num periodo de 1 h,
ocorrendo, também, situa¢des de grande homo-
geneidade. As maiores salinidades sdo observa-
das no verdo, com menores valores na primavera
e outono (Kantin & Baumgarten, 1982). Varia¢des
de temperatura de até 15°C também ocorrem em
curto espago de tempo e acompanham as varia-
¢oes sazonais (Kantin & Baumgarten, 1982). A
entrada de nutrientes na regido estuarina ocorre,
principalmente, através da drenagem continental.

Aproximadamente 85% do total de agua doce
que entra no sistema provém dos rios tributarios
localizados na parte superior da Lagoa dos Patos
(Niencheski & Windom, 1994). Dentro do estuario,
as concentracdes dos nutrientes provenientes do
Canal de Sdo Gongalo sdo resultado, principal-
mente, de atividades agriculturais da bacia hidro-
grafica da Lagoa Mirim. As aguas de superficie,
proximas a desembocadura do estuario, apresentam
grandes concentragdes de nutrientes, provavelmente
devido a contaminagdo por esgotos domésticos e
a descarga atmosférica local do parque industrial
da cidade de Rio Grande (Niencheski et al., 1994).
O estuario da Lagoa dos Patos é considerado uma
area de alta producdo primaria (Kantin &
Baumgarten, 1982), em que a acdo dos ventos e
a adveccdo de diferentes massas de dgua sdo os
principais fatores determinantes da distribui¢do
espacial e temporal do fitoplancton (Odebrecht
et al., 1988). A intensidade dos ventos e a sua
diregdo também determinam os fluxos de marés

enchentes e vazantes em relag¢do a saida ao Oceano
Atlantico. As amplitudes de maré na regido es-
tuarina sdo pequenas (aproximadamente 0,47 m)
(Proenga, 1990), porém, em condi¢des em que os
ventos ndo interferem, as taxas de descarga no
estuario sdo condicionados pelas marés (Mata &
Moller, 1993).

O presente trabalho teve por objetivos avaliar
a ocorréncia ¢ a distribuic¢do das floragdes de ciano-
bactérias, ao longo de um ano, no estuario da Lagoa
dos Patos, além de caracterizar e quantificar as
toxinas encontradas nas células em floragéo e livres
na agua.

Ainda, buscou-se identificar as principais
classes e estimar os valores de abundancia do
microplancton que ocorre nos periodos que an-
tecedem, sucedem e acompanham uma floragdo
de cianobactérias e, assim, obter uma melhor com-
preensao do estuario como um sistema dindmico.

MATERIAL E METODOS

Coletas

Os locais de coleta das amostras estenderam-
se por 6 estacdes fixas dentro do estuario da La-
goa dos Patos: 2 estagdes em areas de baixa pro-
fundidade — estacdo Marambaia (32°00°15”S e
52°05°30”W) e estagdo Torotama (31°55°00”S e
52°09°00”W); uma estagao no Canal de Sao Gon-
calo (31°47°19”’S € 052°13°30”W); e trés estagdes
situadas no canal de navegag¢do, sendo uma
em frente a Praia do Laranjal (estagdo Farolete,
31°44°25”S e 52°06°05”W), uma na Ponta da Feito-
ria (estacdo Feitoria, 31°43°24”S e 52°00°12”W) e
outra proxima a desembocadura da Barra do Rio
Grande (estagdo Barra, 32°08°02”S ¢ 52°05°51”W)
(Fig. 1).

Os cruzeiros foram realizados com a lancha
Larus, da Universidade do Rio Grande, tendo perio-
dicidade mensal e duracdo de 2 dias. As amos-
tragens foram complementadas com coletas oca-
sionais, em funcdo da presenca de floragdes de
cianobactérias na regido estuarina da Lagoa dos
Patos: Yacht Club (32°02°S e 52°07°W) e Nas-
cimento Norte (31°45°S ¢ 52°06°W), e na Praia
do Cassino (32°11°S e 52°09°W).

Biomassa

A biomassa do fitoplancton foi determinada
mediante analise de clorofila-a, na Unidade de
Pesquisa em Cianobactérias da Universidade do
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Rio Grande. O teor de clorofila-a dos extratos  em espectrofotometro e calculado segundo o coefi-
metandlicos das amostras foi determinado a 663 nm  ciente de Mackinney (1941).
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Fig. 1 — Mapa da Lagoa dos Patos (RS) e regido estuarina com os respectivos locais de amostragem.
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Levantamento quali-quantitativo do
microplincton

Para a identificacdo ¢ a quantificagdo da co-
munidade microplanctonica, volumes de amostras
de 100 ml foram fixados (1:100 ml) em solugdo de
Lugol. A determinacdo da composi¢ao microplancto-
nica foi realizada mediante a concentra¢do do ma-
terial por sedimentacdo, em volumes de 2 a 10 ml,
em camaras de Utermdhl (Utermohl, 1958) e con-
tagem em microscopio invertido. A identificagdo
do microplancton realizou-se em nivel de classes
(segundo Desikachary, 1959; Dodge, 1985; Maeda
& Carey, 1985; Priddle & Fryxell, 1985; Komarek
& Anagnostidis, 1986; Sournia, 1986; Ricard, 1987,
Anagnostidis & Komarek, 1988; Balech, 1988;
Komarek & Anagnostidis, 1989).

Quantificag¢do de Microcystis aeruginosa

Foi realizado um experimento seletivo para
a quantificagdo das células de Microcystis
aeruginosa. As amostras de agua coletadas da
superficie e conservadas em solugdo de Lugol, das
estagOes Feitoria, Torotama e Barra, foram sub-
metidas a digestdo a quente (90°C) com NaOH,
solugdo final 0,01 M (Reynolds & Jaworski, 1978;
Box, 1981) por 90 min. Apds a digestao, foi rea-
lizada a contagem em Camara de Sedgewick-
Rafter, através de microscopia 6tica, no aumento
de 200 x, e um total de 35 a 40 campos.

Testes de toxicidade com camundongos

Material algaceo foi coletado de duas manei-
ras diferentes para os testes de toxicidade. Nas es-
tacdes ocasionais (ndo-fixas) — Yacht Club Rio
Grande e Praia do Cassino, em dezembro de 1994,
e Nascimento Norte, em janeiro de 1995 —, as
amostras da floragdo foram coletadas por meio de
balde, e mantidas em sacos plasticos a 5°C. Nas
estagoes fixas (Farolete, Feitoria, Marambaia ¢ Bar-
ra, todas em dezembro de 1994), as amostras da
floragdo foram concentradas por meio de arras-
to com rede fitoplanctonica (144 pm de malha), du-
rante trés minutos, a velocidade de 3 milhas.h™'.
Essas amostras foram congeladas e, posteriormente,
liofilizadas.

O material liofilizado foi pesado em balanca
analitica e dividido em, no minimo, 6 concentra-
¢oes de extrato algaceo, preparadas em solugdo
fisiologica 9g.L-! NaCl, seguindo, inicialmente,
a dupla diluigdo entre 0 ¢ 1.000 mg.Kg™' de peso
corporal (p.c.) do camundongo. Posteriormente,

as dosagens variaram entre 15 ¢ 100 mg.Kg™' p.c.,
para se obter maior precisdo da dose letal média
em 24 h (DL, — 24 h).

Foram utilizados 5 camundongos machos
“Swiss-albinos” para cada dose (peso médio: 22,5
), e os extratos foram aplicados intraperitonialmente,
no volume de 10 pl.g™' de peso dos camundongos.
Os controles foram realizados com a aplicagdo de
solugdo fisiologica e uma amostra de cianobactéria
ndo-toxica (Aphanotece microscopica RSMan9201,
Colegdo de Culturas da UPC, Universidade do Rio
Grande) na mais alta dosagem. O célculo da DL~
24 h foi obtido pelo método estatistico de Spearman-
Karber, com intervalo de confianga de 95%
(Hamilton et al., 1977). Camundongos moribun-
dos e comportamentos anormais nao foram consi-
derados como parametros de mortalidade.

Andlises quali-quantitativas das toxinas

Em cada estacdo (fixa e ndo-fixa), 1 litro de
agua superficial foi filtrado (filtros GF/C 70 mm),
em bomba de vacuo com pressdo inferior a 20 mm
de mercurio. Os filtros foram, entdo, liofilizados
durante 24 horas e extraidos em 25 ml de metanol
absoluto, durante 1 hora, a temperatura ambiente.
Apds o tempo decorrido, o extrato metanolico foi
separado e essa operagdo foi repetida. Terminada
a segunda extragdo, juntaram-se os 2 extratos, e
o metanol foi evaporado a 40°C a vacuo, em eva-
porador rotatdrio. O residuo foi solubilizado em
5 volumes de 200 pl de metanol, resultando em
1 ml de metanol contendo as toxinas. O volume
final foi, entdo, estocado a —20°C para a analise
de HPLC-DAD, utilizando-se, como padrdo, uma
amostra pura de MC-LR.

Para a andlise das toxinas livres na agua, 1 litro
de agua superficial foi coletado nas estagdes nao-
fixas e filtrados (GF/C 70 mm) em bomba de vacuo.
Cada amostra foi dividida em 2 subamostras de 500
ml e a uma delas foram adicionados 150 pl de solugdo
de MC—LR pura contendo 5 pg da toxina, a qual foi
utilizada como padrdo. Em ambas as subamostras
foram adicionados 5 ml de Acido Trifluoroacético
(TFA) 10%, agitados e filtrados novamente em GF/
C. A extragdo de fase solida foi realizada em uma
estacdo de vacuo (Vac Elut SPS—24, Varian Analytical
Instruments, CA, USA), acoplada a colunas de reten-
¢do C , Isolute 1 g/3 ml (Millipore, USA). As colunas
de retengdo foram ativadas com 10 ml de metanol
absoluto seguidos de 10 ml de agua Milli-Q
(Millipore, MA, USA) com fluxo de 10 ml.min™'. As

Rev. Brasil. Biol., 58): 361-376



366 MATTHIENSEN, A., YUNES, J. S. e CODD, G. A.

subamostras foram, entfo, passadas através das
colunas de retencdo e estas foram secas com a
passagem de ar durante 30 min. A extrag@o das
toxinas foi realizada passando-se 3 ml de metanol
acidificado (metanol: TFA 0,1%, v/v) pelas colunas.
Os extratos coletados foram secos por
borbulhamento com nitrogénio a quente (45YC) e
ressuspensos em 100 pl de metanol. As amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante foi analisado
em HPLC-DAD.

A analise em HPLC-DAD foi executada em
aparelho Waters (Chromatography Division,
Millipore Corp., USA) e um auto-amostrador 717
WISP. A detecgdo foi realizada por meio de um
Detector de Foto-Diodo 991, entre 200 € 300 nm
de comprimento de onda, com 3 nm de resolugéo.
Uma coluna Waters pBoundpack C , 3,9/300 mm
(Millipore Corp., USA), foi utilizada para todos
os procedimentos analiticos. Volumes de 100 pl
de extrato metanolico das amostras foram colo-
cados no auto-amostrador e 25 pl foram injeta-
dos na coluna. A separagao foi realizada com um
gradiente linear (dgua:acetonitrila) de 70% de agua
e 30% de acetonitrila, e trocado, gradualmente,
para 100% de acetonitrila apds 40 min.

RESULTADOS

Variagdo sazonal do micropldncton no estudrio

A variagdo sazonal da clorofila-a (cl-a) nos
12 meses estudados (Fig. 2) apresentou, na maio-
ria das estagdes, um padriio anual abaixo dos 10 pg.L .
Em determinadas épocas, predominantemente no verao,
os valores foram superiores, ocorrendo um aumento
das concentragdes de clorofila-a em fungdo de uma
maior biomassa fitoplanctonica em todo o estua-
rio. Picos ocorreram em fevereiro de 1995, atin-
gindo valores de até 25 pg.L™!, em algumas esta-
¢oes do estuario. O pico observado em setembro
de 1994, na estagdo Farolete, atingiu 29 pg.L™'. Esse
pico ¢ atipico e € resultado da agdo de fortes ventos
de NE na regido. As médias dos valores de clorofila-
a para o estudrio (excluindo-se a estagdo Sao Gon-
¢alo) no inverno e na primavera sdo semelhantes,
com 7,23 pg.L'e 7,27 pg.L!, respectivamente, e
0 outono apresentou os mais baixos valores, com
média de 2,14 pg.L'. No verdo, o valor médio de
clorofila-a para o estuario ficou em torno de 13
pg L.

A abundancia do microplancton durante os
12 meses estudados, no estuario da Lagoa dos Pa-
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tos, foi dividida em 5 grupos (bacillariophyceae,
chlorophyceae, cyanophyceae, dinophyceae ¢ cilia-
ta), ¢ um grupo denominado “outros” (o restan-
te do microplancton), e plotada em fung@o de suas
localizagdes geograficas (Fig. 3).

O grupo bacillariophyceae apresentou as
maiores concentracdes, alcangando valores pro-
ximos a 1.10° cél. L', no més de janeiro de 1995,
nas estacdes ao norte do estuario (Farolete e Fei-
toria) (Fig. 3a). Outras concentrag¢des elevadas
(0 3.10° cél. L") foram observadas nas esta¢des
Torotama (em dezembro de 1994) e Sao Gongalo
(em fevereiro de 1995).

O grupo chlorophyceae teve concentragao
mais elevada no Canal de S&o Gongalo (Fig. 3b),
composto, particularmente, por espécies predomi-
nantes em agua doce. Entretanto, a maior concen-
trag@o observada desse grupo (em outubro de 1994)
ndo ultrapassou o valor de 1,5.10° cél. L.

Por questoes metodoldgicas, o grupo cyano-
phyceae foi quantificado em colonias.L™" e tri-
comas.L™! (Fig. 3¢). A maior concentragdo obser-
vada, em fevereiro de 1995, na estagdo Sdo Gongalo
foi composta de Anabaena spiroides, a qual atin-
giu valores de 3,3.10° e de 1,2. 10*tricomas.L!, em
agosto de 1994, na estacdo Feitoria. Nesta estagdo,
esta espécie continuou aparecendo, porém em
menor quantidade, no més seguinte e também em
dezembro de 1994. Nesse més, na estagdo Farolete,
as cianobactérias apresentaram grandes concen-
tragdes de colonias, sendo este o tinico més em que
foi encontrada, nessa estacdo, a espécie A.
spiroides. Os demais valores correspondem, prin-
cipalmente, a coldnias de Microcystis aeruginosa,
as quais mostraram um aumento significativo em
suas concentragdes no més de dezembro de 1994 em
quase todas as estagdes, com maior valor na estagdo
Barra (9.000 colénias.L ). Na Feitoria, as colonias
de Microcystis aeruginosa em dezembro ficaram
em torno de 6.000 col6nias.L!, enquanto na estagdo
Farolete, os valores mais elevados de M.
aeruginosa foram encontrados em janeiro (5.250
colénias.L™).

O grupo dinophyceae teve seu pico maximo
na estacdo Barra, durante os meses de janeiro e
fevereiro de 1995 (Fig. 3d), com um acompanha-
mento deste aumento, em fevereiro, nas estagoes
Marambaia ¢ Torotama.

Essas 3 estagdes tém, como caracteristica em
comum, a maior proximidade com a desemboca-
dura do estuario, tanto que, em junho de 1995, foi
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Fig. 2 —Variagdo sazonal das concentragfes de clorafilas seis estagdes do estuario da Lagoa dos Patos (RS), durante

12 meses.

observado um novo aumento na concentragdo de
dinoflagelados na estagdo Barra.

O grupo ciliata apresentou concentragdes
baixas durante praticamente o ano todo (Fig. 3e).
Esse grupo foi separado do grupo denominado
“outros” pela presenga, durante o outono de 1995,
do ciliado autotréfico Mesodinium rubrum, o qual
atingiu concentragdo maxima em junho de 1995
na estacdo Farolete (13.500 cél.L™).

O grupo “outros” compreendeu espécies de
chrisophyceae, euglenophyceae, raphydophyceae
e demais microplanctons, os quais ndo foi possivel
a identificacdo, em baixas concentragdes (Fig. 3f).
Nessa categoria também foram incluidos as formas
cistonicas e granulos de amido. A variagdo total
desse grupo oscilou de 27.200 a menos de 1.000
cél.L .

Variagcdo geogrdfica do microplincton
no estudrio
Analisando por estagdes, a Estagdo Barra,
apesar de situar-se em zona de maior profundidade
e estar na desembocadura ocednica, apresentou
semelhanca, na predominancia dos grupos micro-
plancténicos, as estagdes Marambaia e Torotama.
Na estagdo Marambaia houve predominéncia
de bacilarioficeas durante quase todo o ano (de
setembro a julho). No més de dezembro, 2 gé€neros
tiveram altos valores: Melosira (92.400 cél. L")
e Skeletonema (58.600 cél. L™). Isto indica uma
possivel troca de dominéncia entre estes 2 géneros,

pois, no més seguinte, Skeletonema compreendeu
87% das diatomaceas. Em fevereiro de 1995, as
maiores concentracdes foram de Skeletonema,
Asterionelopsis e Coscinodiscus. Na estagdo Toro-
tama, o maior pico de diatomaceas, em dezem-
bro de 1994, foi constituido, basicamente, por
Melosira sp. Os valores elevados de janeiro, feve-
reiro e abril de 1995 também compreenderam o
género Skeletonema. Em geral, as diatomaceas
predominaram de novembro a fevereiro, além de
abril, maio e julho.

A estagdo Sdo Gongalo, um canal de con-
tribui¢do de agua doce ao estuario, apresentou-
se de forma bastante heterogénea das demais. Hou-
ve alternancia de predominancia do fitoplancton
entre cloroficeas, em que se destacaram os géneros
Planktonema e Scenedesmus, e entre diatomaceas, com
pico em fevereiro (362.800 cél.L™"), e, ainda, em maio
e julho, com predominancia do género Melosira
em todos os meses. As cianobactérias da estagdo
Sado Gongalo foram mais abundantes em fevereiro,
com 337.900 tricomas.L™! de 4. spiroides. Foi
observada uma maior concentragido de células de
M. aeruginosa no periodo correspondente ao verao,
com pico maximo no més de dezembro. Ainda,
evidenciou-se um pequeno aumento na concen-
tragdo de Microcystis, nos meses de setembro de
1994 e julho de 1995.

Nas esta¢des mais ao Norte no estuario, Faro-
lete e Feitoria, registrou-se uma tendéncia de au-
mento fiotoplanctonico durante os meses de verao,
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Fig. 3 — Abundéancia dos principais grupos microfitoplancténicos nas seis esta¢g8es do estuario da Lagoa dos Patos (RS),
durante 12 meses: (a) bacillariophyceae; (b) chlorophyceae; (c) cyanophyceae.
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Fig. 3 — Abundéancia dos principais grupos microfitoplancténicos nas seis estacdes do estuario da Lagoa dos Patos (RS),
durante 12 meses: (d) dinophyceae; (e) ciliata; e (f) outros.
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com destaque para o grupo bacillariophyceae
(>9,0.10°cél.L") e menor evidéncia para o grupo
dynophyceae (< 10.000 cél.L™"), enquanto outros
grupos (Fig. 3f) foram ressuspensos durante os
fortes ventos de outubro de 1994.

Ocorréncia de Microcystis aeruginosa

A Fig. 4 mostra a estimativa da distribuigao
da abundancia de M. aeruginosa, quantificada em
camara de Sedgewick-Rafter, em 3 estagdes (Fei-
toria, Torotama e Barra) ao longo dos 12 meses,
em que se evidencia que essa espécie esteve sempre
presente na regido estuarina, mesmo em concen-
tragOes reduzidas.

Os meses de maior concentragdo celular de
M. aeruginosa foram entre dezembro de 1994 e
margo de 1995 (entre 0,5 e 1,5.10° cél.L™"), mos-
trando a mesma tendéncia anual da varia¢do da
clorofila-a no estuario da Lagoa dos Patos, RS.

Toxicidade das floragoes e toxinas no estudrio

Os dados de concentragdo de toxinas e
toxicidade nas estagdes de coleta sdo apresentados
na Tabela 1. Durante a floragdo de dezembro de
1994, nas estag¢des Feitoria, Farolete, Marambaia
e Barra, foi observado um pequeno gradiente nas
concentracdes das toxinas totais das células de M.
aeruginosa, assim como na biomassa das floragdes
(clorofila-a). A estagdo Feitoria apresentou me-
nores valores de clorofila-a (7,57 ug.L™") e me-
nores valores de toxinas (0,161 pg.mg™). No outro
extremo, a estacdo Barra teve o mais alto valor

1.500.000

de clorofila-a (41,0 pg.L™") e a maior concentracao
de toxinas nas células (1,121 pg.mg™'). Quanto a
variedade das microcistinas encontradas, uma
variante (possivelmente MC—FR) predominou nas
amostras da estag@o Farolete e compos metade do
total de toxinas na estagdo Marambaia, ocorrendo
em menor quantidade na esta¢do Barra. Ja a va-
riante MC—LR compds a outra metade das toxi-
nas da estagdo Marambaia e, aproximadamente,
um quarto das toxinas da estagdo Barra, sendo que
as demais variantes apresentaram tempos de re-
ten¢do maiores (dados ndo apresentados).

Outros valores de toxicidade nas células de
M. aeruginosa durante essa floragdo também fo-
ram obtidos para amostras da Praia do Cassino,
Yacht Club e Nascimento Norte. Nas coletas rea-
lizadas na Praia do Cassino, valores médios de 76,2
pg.L! de clorofila-a e concentragdes de 4,55 g
de toxinas por litro de filtragdo foram encontrados,
compreendendo, exclusivamente, uma variante (pos-
sivelmente MC—FR), enquanto a concentragdo de
toxinas livres na agua foi de 0,65 pg.L.

As amostras do Nascimento Norte atingiram,
em média, 4.786 Ug.L™! de clorofila-a, com a con-
centrag@o de microcistinas na agua desse local, em
janeiro de 1995, de 244,8 pg.L' e a concentragio
de toxinas nas células de 0,276 pg.mg™' p.s., se-
paradas em 4,3% de MC-LR ¢ 95,7% da possivel
variante MC-FR.

A floragdo coletada nas aguas do Yacht Club
de Rio Grande possuia valores de clorofila-a de
1.066,9 pg.L™!, a qual apresentou uma concentragao

1.000.000 +

-1

cél.L

500.000 +

94

Fig. 4 — Média da distribuicao dMicrocystis aeruginosao longo de 12 meses, quantificado em Camara de Sedgewick—

Rafter, nas estacdes Feitoria, Torotama e Barra.
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TABELA 1

Concentracio de toxinas nas células, toxicidade (95% de intervalo de confianca) e biomassa de Microcystis aeruginosa, e
seus métodos de coleta, em diferentes estacdes no estuirio da Lagoa dos Patos, RS. Analises de M. aeruginosa PCC7813 e
Aphanothece microscopica RSMan9201 foram utilizados para comparagio e controle, respectivamente.

Local de Dat Método de | Clorofila-a | MC—LR | *MC—FR | MC—Total| MC -0l 1 541,
amostragem aa coleta (gL | (gmg) | (igmg) | (gmg) | EAEE ] (gkg?)
Cassino 15/12/94 Superficie 76,2 0 *4,559 *4,554 0,65 1414
Yacht Club 20/12/94 Superficie 1.066,9, 0,054 0,415 0,46p 0,64 70|17
mgft‘;'me”to 10/01/95 | Superficie 4.786,7 0,012 0,264 0,276 244.8 n.t
Feitoria 20/12/94 Arrasto 7,5 0 0 0,161 - 57,4
Farolete 20/12/94 Arrasto 15,0 0 0,33 0,33 - n.t.
Marambaia 20/12/94 Arrasto 16,0 0,427 0,431 0,85 - 37,1
Barra 20/12/94 Arrasto 41,0 0,278 0,102 1,121 — 35,
M. aeruginoséPCC7813 Cultura - 0,512 0,008 1,145 - 70,7
A. microscopic&RSMan 9201| Cultura — 0 0 0 — 1.587,4

n.t.: ndo testado; * emg.L ™ de agua filtrada; ** possivel variante

de toxinas 2 vezes maior que as células do Nasci-
mento Norte, porém com concentragao de toxinas
na agua até 200 vezes menor.

As concentragdes de toxinas nas células fi-
caram em 11,5% de MC-LR e 88,5% da outra va-
riante (possivelmente MC—FR), enquanto foram en-
contradas, livres na agua, 21% de MC-LR e 79%
da possivel MC-FR.

Nos bioensaios com camundongos, observou-
se uma pequena variagdo nas toxicidades das amos-
tras das estacOes fixas do estuario. As estacoes
Feitoria, Marambaia e Barra apresentaram valores
de DL, - 24 h entre 35 ¢ 57 mg.Kg' p.c., enquanto
as floragdes que ocorreram na Praia do Cassino e
no Yacht Club tiveram valores relativamente mais
altos de DL, — 24 h, entre 70 e 140 mg.Kg™"' p.c.
A cultura de Microcystis aeruginosa PCC7813
apresentou a maior concentracao de toxinas por peso
de células em relagéo as florag¢des (1,145 pg.mg™
p.s.) e teve uma DL, — 24 h de 70,7 mg.Kg™' p.c.
Outra cultura, Aphanothece microscopica
RSMan9201, apresentou DL, — 24 h 1.587,4 mg.
Kg™' p.c., sendo utilizada como controle, juntamente
com a solugdo fisiologica.

DISCUSSAO

A variagdo da concentragdo da clorofila-a
foi superior a 10 pug.L' em duas ocorréncias no
estuario da Lagoa dos Patos durante o periodo
estudado. Em setembro, na estagdo Farolete, foram

encontrados valores de até 29 pg.L™'. Fortes ventos
NE que atuaram nesta regido, durante esse periodo
do ano, provocaram a ressuspensao de pellets de
M. aeruginosa, depositados por uma grande flo-
ragdo ocorrida em maio de 1994, a qual produ-
ziu concentragdes de clorofila-a de até 9.000 pg.L™!
(Yunes et al., 1994). No verdo de 1995, os valores
ficaram entre 20 e 30 pug.L!' e esse aumento ocor-
reu devido, principalmente, a grande abundancia
de bacillariophyceae nas estagdes ao norte do es-
tuario e de cyanophyceae proximo ao canal de Sdo
Gongalo, devido a maior descarga de nutrientes
nessas regides, que beneficiaram assim os grupos
de agua doce. Por outro lado, os menores valo-
res de clorofila-a para o estuario foram encontrados
no outono de 1995. Abreu (1987) sugere que os
baixos valores de Cl-a do outono podem estar
relacionados com a pressdo de pastagem e com
o grande volume d’agua exportado pelo estuario
nessa época.

A maior concentragdo de colonias de Micro-
cystis aeruginosa foi observada na estagdo Barra,
no més de dezembro (9.000 coldnias.L"). Nes-
se local, a salinidade era de 1,5, enquanto Feitoria
(6.000 colonias.L!) e Farolete (2.250 coldnias.
L") permaneciam com salinidade 0. Isso evidencia
a predominancia de massas d’agua originarias da
Lagoa dos Patos e a influéncia da agua doce no
estuario. Os periodos de maior abundancia celular
(e colonial) de M. aeruginosa estao de acordo com
as variagOes de clorofila-a no estuario.
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Outros géneros de cyanophyceae foram
registrados no estuario ao longo do ano. Em agos-
to, a estagdo Feitoria apresentou altas concentra-
¢oes de Anabaena spiroides, indicando a
proveniéncia, desta espécie, da regido norte da
Lagoa dos Patos, em fung¢éo da alta pluviosidade
naquela época do ano. Na estacdo Farolete, no
entanto, encontraram-se, em setembro, concentra-
¢oes semelhantes de Merismopedia, uma das
cianobactérias mais comuns e abundantes no delta
do Guaiba, na regido norte da Lagoa dos Patos
(Amazarray, 1994). Na estagdo Torotama foram
observadas concentracdes de Oscillatoria nos
meses de margo e julho de 1995. Essa estagdo ¢é ca-
racterizada por situar-se as margens de uma vila de
pescadores, podendo haver contribui¢des
antropogénicas associadas as cargas de nutrientes
encontradas nessas aguas.

As massas d’agua que predominam ao norte
do estuario (estagdo Feitoria e Farolete), devido
a semelhancas locais, como profundidade, velo-
cidade de corrente, turbidez e hidrodinamica (am-
bas sdo situadas em zona de canal), apresentaram
um comportamento similar nas concentragdes celu-
lares microplanctonicas. Essas esta¢des exibiram
os maiores picos de diatomaceas, durante o més
de janeiro de 1995, com concentragdes entre 9,7.10°
e 10,4.10° cél.L". Na estacdo Farolete, o ciliado
autotrofico Mesodinium rubrum predominou du-
rante os meses de maio e junho, apos o desapa-
recimento de bacillariophyceae. Segundo Abreu
(1987), M. rubrum pode dominar com o desapa-
recimento de Skeletonema costatum devido a forte
pressdo de pastagem que regula a biomassa dessa
diatomacea.

A estacdo Sao Gongalo, devido a singula-
ridade das condigdes fisico-quimicas e por pos-
suir origem distinta de nutrientes e organismos,
mostrou padrdes microplanctonicos diferentes. A
estacdo apresenta dgua doce durante quase todo
o0 ano. As cloroficeas, junto com diatoméaceas de
agua doce, foram os grupos de maior expressio
nessa estagdo. As cianobactérias da estagdo Sdo
Gongalo acompanharam o pico das diatomaceas
em fevereiro, com, principalmente, 4. spiroides,
indicando a Sdo Gongalo como outra fonte des-
ta cianobactéria filamentosa para a regido estuarina
da Lagoa dos Patos. Nessa mesma época foram
observadas floragdes de 4. spiroides, que conti-
nham MC-LR, na Barragem do Santa Barbara,
proximo ao Canal de Sdo Gongalo, o qual € res-
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ponsavel pelo abastecimento de agua da cidade de
Pelotas (Raggett et al., 1996). A toxicidade das
floragdes na Barragem foram determinadas em
torno de 400 mg.Kg ! p.c. (resultados ndo-publi-
cados).

Densidades celulares muito elevadas, em rela-
¢d0 a0 més anterior, s30 uma caracteristica do cresci-
mento exponencial de uma floragao, e conseqiiéncia
de condigdes ambientais 6timas para reprodugao.
Nos meses de dezembro de 1994 a margo de 1995,
a concentraggo celular média de M. aeruginosa, nas
3 estagdes analisadas, foi de 0,88.10° células.L™!, com
valores maximos no més de dezembro de 1,3.10°
cél. L' (estagdo Feitoria), 1,2.10°cél. L (estagdo
Torotama) e 1,4.100cél. L™ (estacdo Barra). A tem-
peratura elevada e a baixa salinidade do més de
dezembro de 1994, inclusive na estagdo mais
proxima ao oceano, propiciaram condig¢des Oti-
mas para o desenvolvimento, no estuario, de M.
aeruginosa. A razao ideal de nutrientes nitro-
genados (particularmente o nitrato) sobre o fosfato
nos meses de novembro e dezembro, bem como
os valores de pH, salinidade e temperatura, nessa
época (Yunes et al., 1998), sugerem 6timas con-
di¢des para o crescimento de M. aeruginosa e
formagao de floragdes.

Em relacdo a toxicidade das floragdes de M.
aeruginosa, na estagdo de acesso ao estuario (Fei-
toria), em uma amostragem apenas, obteve-se menor
biomassa celular ¢ menor quantidade de micro-
cistinas por peso seco de M. aeruginosa em relagdo
as demais estagdes fixas (Tabela 1). Em
contrapartida, a estacdo mais préoxima do Oceano
Atlantico (Barra) mostrou os maiores valores de
biomassa, a maior quantidade de microcistinas totais
e, também, a menor DL, — 24 h em camundongos.
Segundo Lawton et al. (1994b), concentragdes de
toxinas acima de 1,0 mg.g™' p.s. de Microcistinas
totais sdo consideradas altamente toxicas, assim
como valores de toxicidade menores que 100
mg.Kg™' p.c. para DL, — 24 h em camundongos.

Desse modo, os valores das DL, — 24 h nas
amostras coletadas no estuario da Lagoa dos Patos
(57,4 mg.Kg', 37,1 mg.Kg'e355mgKg'p.c.)
sdo considerados altamente toxicos. Valores pro-
ximos a estes, de DL, — 24 h em camundongos, no
mesmo estuario, ja haviam sido encontrados por
Yunes ef al. (1996), em margo de 1994, na esta-
¢do Feitoria (32 mg.Kg™' p.c.) e, em maio de 1994,
em localidade proxima a Barra Falsa (31°49’S e
52°13°W) (59 mg.Kg' p.c.).
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Toxicidade semelhante (Bobeda & Azevedo,
1993) também foi encontrada para Microcystis
aeruginosa isolado no Estado do Rio de Janeiro.
Esses resultados indicam a alta toxicidade da ocor-
réncia de floragdes no estuario da Lagoa dos Patos
e que estas podem se repetir em periodicidade
menor que um ano.

A salinidade parece ter pouca relagdo com
quantidade de toxinas, apesar de, em primeira
instancia, ser o principal fator de diferenca entre
as estagdes dos limites norte e sul do estuario.
Embora tenha havido pequena variagao de sali-
nidade, no més de dezembro (0 na Feitoria e 1,5
na Barra — dados ndo apresentados), esta con-
dicionou a diferenga de pH (7,2 na Feitoria e 7,9
na Barra), conferindo melhores condigdes para o
desenvolvimento de floragdes de Microcystis na
estagdo mais ao sul do estuario.

As concentragdes de microcistinas livres
encontradas nas aguas do estuario da Lagoa dos
Patos e Praia do Cassino (estagdes ndo-fixas) va-
riaram de 0,65 pg.L™!' (Cassino) a 244,8 pg.L™!
(Nascimento Norte). A grande concentragdo de
toxinas nas aguas do Nascimento Norte pode ser
considerada caracteristica de ambientes em que
predominam coldnias em todas as fases de cres-
cimento, sob condi¢des ambientais diferentes das
anteriores.

A tendéncia das células de uma floragdo de
M. aeruginosa € a de liberar para o meio as con-
centragdes de toxinas presentes nas células, de-
vido ao envelhecimento das coldnias (Codd et al.,
1989). As variagdes nas concentragdes de toxi-
nas intracelulares sdo resultados de condigdes
ambientais, interagdes com os demais organismos
e de diferentes linhagens das Microcystis, podendo,
em certas colonias, haver maior produgéo de to-
xinas que em outras (Costa & Azevedo, 1994).

No entanto, a manutengdo das condigdes
fisico-quimicas favoraveis ao desenvolvimento das
floragdes de Microcystis aeruginosa e o alto tempo
de retencdo da dgua no estuario, principalmente
no periodo do verdo, faz com que estas ocupem
as massas d’agua estuarinas por mais tempo, po-
dendo refletir na quantidade de toxinas por vo-
lume de agua.

Uma mesma florag@o pode produzir diferen-
tes variantes de microcistinas, em diferentes con-
centragdes, as quais podem apresentar toxicidades
distintas (Alam et al., 1973). No estuario da Lagoa

dos Patos, foram encontradas, no minimo, 7 vari-
antes da hepatotoxina microcistina, dentre as quais
se destacam a MC-LR (com leucina e arginina
como os aminoacidos variaveis) e possivelmen-
te a MC-FR (com fenilalanina e arginina).

As maiores concentragdes da possivel MC—
FR foram encontradas nas células de amostras da
regido norte do estuario (estacdo Farolete e Nas-
cimento Norte), onde existe a predominancia de
agua doce.

Entretanto, a maioria das amostras de toxinas
livres identificadas nas aguas do estuario compreen-
deu esta provavel MC-FR. Niao ha evidéncias
bioquimicas para o fato de o transporte de mem-
brana da MC—FR estar associado ao aumento da
salinidade.

Porém, dados obtidos por Raggett et al.
(1996) para M. aeruginosa PCC7813, uma linha-
gem isolada de lagos na Escoécia, a qual produz
as variantes MC-LR ¢ MC—FR em abundancia
(além de MC-LW e MC-LY), sugerem essa hi-
pétese. Nao foi possivel identificar as demais va-
riantes das microcistinas encontradas, reforgando
a necessidade de continuagdo dos estudos no es-
tuario e corpo lagunar da Lagoa dos Patos.

As concentragdes de toxinas encontradas
revelaram um grau elevado para ambientes naturais,
estando presentes tanto nas células de Microcystis
aeruginosa como livres na agua da Lagoa dos
Patos.

O acompanhamento das ocorréncias de flora-
¢oes de cianobactérias, por meio de monitoramento
constante, principalmente no periodo do verao,
torna-se imprescindivel para a compreensdo dos
ciclos de vida e desenvolvimento desses organis-
mos e o seu risco potencial para toda a biota estua-
rina e, portanto, para as populacdes locais.

Ao mesmo tempo, analises de agua de re-
servatorios publicos, os quais abastecem cidades,
vilas e povoados as margens da Lagoa dos Patos,
podem evitar futuros problemas de intoxicacgdes
por endotoxinas de cianobactérias e outras algas,
mediante o controle do desenvolvimento das flo-
ragdes e utilizagdo de sistemas de tratamento de
agua adequados.

Hepatotoxicoses, irritagdes na pele, diarréias,
entre outros, sdo casos ja reportados desse tipo de
contaminac¢do em populagdes humanas, além do ris-
co de carcinogénese, devendo ser considerado,
portanto, como um problema de saude publica.
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CONCLUSOES

Foi confirmada a presenca de colonias de
Microcystis aeruginosa, durante os 12 meses es-
tudados, para a regido estuarina da Lagoa dos
Patos, inclusive para a estagdo Feitoria, o que
indica a regido norte da lagoa como principal fonte
de entrada dessa espécie para o estuario. A pre-
senc¢a de coldnias durante, praticamente, todo o
ano na desembocadura do estuario (estacao Barra),
bem como nas areas rasas (estacdes Torotama e
Marambaia), indica a distribuicao de M. aeruginosa
na superficie d’agua de todo o estudrio, afetan-
do também a regido costeira, inclusive a Praia do
Cassino, Oceano Atlantico-Sul.

A elevada abundancia de outras espécies do
microplancton, particularmente de diatomaceas,
apesar de estas competirem pelos nutrientes do
estuario, ndo evitou a formagao e o desenvolvi-
mento de floragdes de Microcystis aeruginosa no
periodo observado.

As floragdes de Microcystis aeruginosa que
atingiram o estudrio se revelaram altamente t6-
xicas, mediante os testes de toxicidade em camun-
dongos, com DL, —24 h menores que 100 mgKg"' p.c.,
e concentragoes de toxinas nas células que superam
1,0 pg.mg™' p.s. Diversas variantes de microcistinas
foram detectadas, com predominancia das formas
MC-LR e possivelmente MC—FR.
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