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RESUMO

Pseudo-nitzschia € um género cosmopolita de diatomaceas penadas capazes de
formar cadeias lineares de células sobrepostas, e de produzir o aminoéacido
neurotoxico acido doméico (AD), normalmente sob situacdes de estresse, quando hi
diminuicdo no metabolismo primario da célula. Neste estudo, foi realizada uma
busca por espécies potencialmente toxicas de Pseudo-nitzschia em areas préximas
a parques de cultivo de bivalves nos estados do Parani e Santa Catarina, com o
intuito de se estabelecer o cultivo laboratorial a partir de cepas isoladas, avaliar a
capacidade de producéo e liberacdo de AD ao longo de suas curvas de crescimento,
e medir as taxas alimentares e de acumulo de toxinas em bivalves expostos aos
cultivos. Amostras foram tomadas para quantificar o AD por cromatografia liquida
com deteccgéao ultravioleta (HPLC-UV). Foram isoladas 23 cepas entre 2011 e 2013,
gue se somaram a outras 4 previamente isoladas em 2003. As cepas PSN-11
(Pseudo-nitzschia calliantha) e PSN-4 (P. cf. multiseries) produziram baixos niveis
de AD (méaximo de 0,054 fg.cél.' e 0,152 pg.cél.?, respectivamente). Um
experimento com a cepa PSN-40 (P. calliantha) buscou testar o desencadeamento
da producdo de AD sob estresse luminoso (luz continua) e agitacdo mecanica
constante. Nao foi detectada producéo de toxina sob nenhum tratamento. Porém, a
agitacdo promoveu a manutencdo das células em longas cadeias por todo
experimento, indicando que a turbuléncia altera a disponibilidade das células a
ingestdo por organismos planctivoros no ambiente natural. A resposta alimentar dos
bivalves comerciais cultivados no sul do Brasil — as ostras Crassostrea gigas e C.
brasiliana e o mexilhdo Perna perna — frente a floracdes simuladas de Pseudo-
nitzschia foi avaliada por meio de: (i) dois ensaios onde aos bivalves foi ofertada
uma dieta exclusiva de Pseudo-nitzschia em camaras de incubagdo, comparando
as taxas de clareamento (TC, ml.min™) em cada espécie; e (b) um experimento para
se medir o acumulo e a detoxificagcdo de AD em ostras Crassostrea spp. e mexilhdes
P. perna expostos a uma dieta de P. multiseries toxica por 23 h, seguido da
depuracdo em dieta ndo toxica (Isochrysis galbana) por 168 h. Mexilhdes
apresentaram TC’s (4,1 ml.min™) significativamente maiores do que as de C. gigas
(1,7 ml.min™?) e C. brasiliana (1,4 ml.min™). Entretanto, ndo acumularam AD em
niveis detectaveis por HPLC-UV, sugerindo uma baixa assimilacéo e/ou alta taxa de
detoxificagédo de AD em P. perna. Ostras Crassostrea spp. acumularam mais AD
(max. 4,85 pg g?), mas ainda abaixo do limite maximo permitido para
comercializacdo (20 pug AD g?). Foi relatado no presente estudo uma baixa
toxicidade das espécies de Pseudo-nitzschia spp. isoladas no sul do Brasil, e um
baixo acumulo com alta taxa de detoxificacdo de AD nas espécies de bivalves
investigadas, porém o monitoramento continuo do fitoplancton e de toxinas deve ser
mantido para se prevenir possiveis eventos de intoxicacdo durante floracoes mais
toxicas e/ou mais densas do que as condi¢des testadas no presente estudo.

Palavras chaves: toxicologia, ASP, maricultura, cultivo de bivalves, floracdo de algas
nocivas, acido domaico, Brasil
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ABSTRACT

Pseudo-nitzschia spp. are cosmopolite diatoms able to form stepped cell chains,
capable of producing the neurotoxic amino acid domoic acid (DA), normally
synthesized under stressing situations, when primary metabolism decreases. This
study carried out an extensive search for potentially toxic Pseudo-nitzschia species
near bivalves farms in the states of Parana and Santa Catarina, in order to: (a)
establish clonal cultures by isolating local cells; (b) evaluate the capacity for DA
production and release throughout the growth curve; and (c) measure feeding rates
and toxin accumulation in bivalves exposed to the cultures. Periodic samples were
taken to quantify the DA concentrations by HPLC-UV. Twenty three strains were
isolated between 2011 and 2013, besides 4 previously isolated in 2003. Strains
named PSN-11 (Pseudo-nitzschia calliantha) and PSN-4 (P. multiseries) produced
low DA levels (max. 0.054 fg.cell® and 0.152 pg.cell®, respectively). Another
experiment was designed to infer whether constant light and/or turbulence would
boost DA production in PSN-40 (P. calliantha). No DA production was detected under
any conditions tested. However, constant swirling sustained the long cell chains
throughout the experiment, indicating that turbulence might affect the cell availability
for planktivorous organisms in the field. The feeding responses of commercially
raised bivalves in southern Brazil, the oysters Crassostrea gigas and C. brasiliana
and the mussel Perna perna, exposed to simulated Pseudo-nitzschia blooms, were
evaluated in: (i) short-term assays where bivalves were fed monoalgal Pseudo-
nitzschia diets in incubation chambers, and the clearance rate (CR, ml.min™?) was
compared; and (ii) long-term DA accumulation experiments, in which oysters
Crassostrea spp. and brown mussels P. perna were exposed to a toxic P. multiseries
diet for 23 h, followed by a 168-h depuration period on a non-toxic diet (Isochrysis
galbana). Mussels exhibited significantly higher CR’s (4.1 + 0.39 ml min™) than
oysters C. gigas (1.7 * 0.45 ml.min-1) and C. brasiliana (1.4 + 0.39 ml.min™?),
although no DA accumulation was detected by HPLC in the first, suggesting low toxin
assimilation and/or rapid elimination. Crassostrea spp. accumulated higher DA levels
(4.85 pg.g™t), but they remained well below the regulatory limit of 20 pg DA g™. We
reportedlow toxicity among the Pseudo-nitzschia spp. in southern Brazilian waters,
as well as low DA accumulation and high detoxification rates for commercial bivalve
species in this study, but continuous monitoring of plankton and toxins must be
performed in order to detect prevent intoxications during blooms either more toxic
and/or denser than the moderate conditions tested herein.

Keywords: toxicology, ASP, aquaculture, bivalve farming, harmful algal blooms,
domoic acid, Brazil.
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CAPITULO 1

Respostas na curva de crescimento e producéo de toxinas por diatomaceas

do género Pseudo-nitzschia spp. sob diferentes condi¢cdes de cultivo.

Resumo

As diatomaceas do género Pseudo-nitzschia spp. sdo conhecidas pela capacidade
de producdo da toxina amnésica acido doméico (AD). Com o intuito de fornecer
dados sobre o potencial de producdo de AD por espécies que ocorrem no sul do
Brasil, o presente estudo se focou no isolamento e cultivo de morfotipos diferentes
de Pseudo-nitzschia spp. provenientes de areas proximas a fazendas de cultivo de
moluscos bivalves nos estados do Parana e Santa Catarina, investigando a
producdo de AD nas curvas de crescimento. O crescimento e a producédo de AD,
medido por HPLC-UV, foram avaliados sob as condi¢cfes descritas para diversas
cepas de espécies potencialmente toxigénicas de Pseudo-nitzschia. Adicionalmente,
os efeitos do estresse luminoso (luz continua) e da turbuléncia (agitacédo rotacional
constante) na producdo de AD e a formacgdo de cadeias de células foram avaliados
em uma cepa selecionada, P. calliantha (PSN-40). Foram isoladas 23 cepas
potencialmente téxicas de Pseudo-nitzschia spp. entre Maio de 2011 e Junho de
2013, que se somaram a outras 4 previamente isoladas em 2003, sendo
selecionadas 12 para 0s experimentos. A taxa de crescimento exponencial nas 12
cepas testadas variou entre 0,16 e 0,39 d*. Apenas as cepas PSN-11 da espécie P.
calliantha e PSN-4 P. cf. multiseries produziram AD em cultivo, atingindo,
respectivamente, concentracdes intracelulares maximas de 0,054 fg e 0,15 pg cél. ™,
ambas na fase estacionaria de crescimento. O estresse luminoso limitou o
crescimento, mas néo elevou a producao de AD na cepa PSN-40 P.calliantha, que
permaneceu sempre em niveis abaixo do limite de deteccdo do método. A
turbuléncia, simulada pela agitacdo constante, praticamente triplicou a formacéo de
cadeias de células (30%) durante a fase exponencial de crescimento de PSN-40,
aumentando o tamanho médio das particulas, podendo afetar a capacidade de
ingestdo de células toxicas e, consequentemente, o acumulo de AD por
determinados bivalves e outros vetores da toxina. Embora o presente estudo tenha
relatado populagbes pouco toxicas de Pseudo-nitzschia spp. na regido, a sua
presenca e abundancia e de sua toxina em areas de cultivos de bivalves devem ser
constantemente monitoradas para se prevenir intoxicagdes sob condigbes
ambientais especiais.

Palavras- chave: ficologia, toxicidade, ASP, riscos de intoxicacao, toxicidade, acido
domaico, aquacultura, ostreicultura, litoral sul do Brasil.
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1.1 Introducéo

O primeiro relato sobre a toxicidade da diatomacea Pseudo-nitzschia a
humanos se deu em um evento de floracdo nociva de P. multiseries em Prince
Edward Island (PEI), na costa leste do Canada, em 1987, associado a intoxicacéo
de mais de 100 pessoas pelo consumo de mexilhdes azuis (Mytilus edulis). Apds a
ocorréncia desse caso, a intoxicacdo e a molécula organica responsavel foram
descritas, conforme relatos de Wright et al. (1989): “153 casos de uma intoxicagao
aguda relacionada ao consumo de mexilhdes foram descritos, (...) 0s sintomas
incluiam vémito, diarreia e, em alguns casos, eram seguidos de perda de memodria,
confusdo, desorientacdo e até mesmo coma. Trés pacientes idosos morreram. Em
casos mais severos, 0s danos neurolégicos persistiram, sendo proposto o termo
Amnesic Shellfish Poisoning (ASP; envenenamento amnésico por consumo de
mariscos) para esta nova intoxicagdo”. Na ocasiao, o acido domadico (AD), uma
molécula ndo proteica, polar, hidrossolivel, foi isolado de extratos de mexilhfes e
identificado como o composto responsavel pela intoxicacao.

O AD é um aminoacido excitatorio estruturalmente relacionado ao acido
cainico, que compete pelos receptores para o acido glutdmico nas regides das
sinapses, causando despolarizagcdo dos neurbnios, aumentando as concentragdes
intracelulares de calcio, resultando na ativacéo incessante de enzimas sensiveis ao
célcio, e finalmente levando a deplecédo energética, turgidez e morte celular (MOS,
2001). Pode, em casos mais graves, causar danos neurologicos por astrocitose na
regido do hipocampo (APPEL et al.,1997), regido responsavel pela consolidagéo da
memaria. A substancia, que até entdo havia sido reportada na macroalga vermelha
Chondria armata (MAEDA et al. 1986), foi entdo classificada como uma ficotoxina, a
primeira conhecida por ser produzida por uma diatomacea.

As diatomaceas penadas Pseudo-nitzschia spp. séo caracterizadas por
formarem cadeias lineares de células sobrepostas (forma de escada). Além de P.
multiseries, o AD tem sido entdo encontrado em floracdes de outras espécies de
Pseudo-nitzschia, em baias e regides costeiras ao redor do mundo. Ao todo, foram
descritas 37 espécies de Pseudo-nitzschia, das quais 14, todas consideradas
cosmopolitas (HASLE, 2002), sdo capazes de produzir a toxina (revisto em
TRAINER et al., 2012).
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Pouco ainda se pode generalizar sobre os fatores que podem desencadear
uma floracdo e a producdo de AD pelas células, visto que ha grande variabilidade
nas taxas de crescimento e de producdo de toxina entre clones isolados de uma
mesma area e cultivados sob condicbes ambientais idénticas (KUDELA et al., 2003).

Determinadas condicbes do meio sdo associadas ao aumento da producao
de AD, que geralmente é inversamente relacionada a taxa de multiplicacao celular,
ou seja, a toxina é produzida em maior quantidade sob condi¢cdes que causem
reducdo no metabolismo primario, limitando o crescimento celular (PAN et al.,1998).
Tais condicbes incluem: deficiéncia de ferro labil e a presenca de cobre toxico
(MALDONADO et al., 2002), alteracdes no fotoperiodo (FEHLING et al., 2005), a
forma de nitrogénio disponivel (HOWARD et al., 2006), pH e fonte de carbonato
(BATES e LEGER, 2006), concentracdo de metais (SUBBA RAO et al., 1998), entre
outros. Acredita-se ainda que o AD pode ser usado pelas microalgas como
sideroforo, substancia que € lancada no meio e tem a capacidade de se ligar a
nutrientes, tornando-os disponiveis, ou ligando-se a elementos téxicos para reduzir
sua toxicidade (MALDONADO et al., 2002).

A abundéancia e a toxicidade de espécies de Pseudo-nitzschia séo variaveis
ao longo do ano, ligadas a mudancas nos parametros ambientais dominantes.
Muitos eventos de ASP ocorrem em zonas temperadas, onde a duracdo do dia é
particularmente variavel em funcdo da estacdo do ano (FEHLING et al., 2004b).
Nessas regides, floracbes de espécies potencialmente nocivas sdo mais comuns no
outono e na primavera (revisto em BATES et al.,, 1998). Da mesma forma, a
primavera e o fim do verdo/ inicio do outono sdo as €pocas em que abundancias
elevadas de Pseudo-nitzschia spp. foram mais visualizadas no litoral do Parana e
norte de Santa Catarina, regido subtropical da costa brasileira (MAFRA et al., 2006;
TAVARES, et al, 2009; TIBIRICA, 2013). Nestas mesmas épocas, a taxa alimentar
de mexilhdes cultivados na regido € mais alta (MARENZI e BRANCO, 2005),
teoricamente aumentando o risco de acumulo de toxinas algais.

No Brasil, o AD foi observado pela primeira vez no ambiente durante o veréo
de 2001, durante uma floracdo proxima ao parque de cultivo de moluscos marinho
de Armacédo do Itapocoroy, SC. A toxina foi observada em amostras de plancton
concentradas, nas quais , Pseudo-nitzschia calliantha dominava em concentracdes
maiores que 100.000 cel.L™ (TAVARES et al.2009).0 AD n&o havia sido encontrado

em moluscos bivalves em concentra¢cdes acima do nivel regulatério no Brasil até
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janeiro de 2009, quando a toxina foi detectada em mexilhées marrons (Perna perna)
Neste evento, até 98.5 ug AD g no tecido vivo de mexilhdes de duas fazendas de
cultivo no norte do estado de Santa Catarina, na ocasiao onde se apresentou uma
floracdo dominada por P. Pseudodelicatissima, que alcancou concentracdes
celulares acima de 2x10* cel mlI™* (FERNANDES et al., 2013). Houve o fechamento
do comércio de moluscos bivalves por cerca de 30 dias, até que as concentracoes
da toxina se mantivessem dentro do nivel de seguranca estipulado no Brasil, de 20
ug AD g™ de tecido fresco de bivalve.

O objetivo deste trabalho foi o de isolar e cultivar espécimes de Pseudo-
nitzschia spp. provenientes de dguas costeiras da regido sul do Brasil, em regides
produtoras de moluscos bivalves e avaliar o seu potencial de crescimento e
toxicidade dos cultivos, bem como suas respostas a condigbes estressantes que

possam desencadear a producéo de AD.

1.2 Metodologia

1.2.1 Isolamento de cepas e estabelecimento de cultivos

Amostras de fitoplancton foram coletadas com redes cilindrico-cénicas (malha
20 um, 1,20 m de comprimento e 40 cm de abertura de boca), por tragdo manual em
arrastos de 3 a 5 minutos. O material foi obtido em diferentes pontos de coleta em 8
municipios no litoral dos estados do Parana e Santa Catarina, desde a Baia Sul de
Florianopolis (SC) até o Complexo Estuarino de Paranagua (PR), nos periodos de
agosto de 2002 a setembro de 2003, conforme descrito em Mafra (2005), e de maio
de 2011 a junho de 2013 (Tabela 1), buscando-se encontrar células viaveis de
Pseudo-nitzschia spp. para o estabelecimento de cultivos monoclonais.

O concentrado obtido em cada arrasto foi diluido em agua do local em gal6es
de 5 L, e analisado por microscopia Optica em camaras de Uthermdl sob
microscoépio invertido Zeiss® Axiovision, buscando-se encontrar células ou cadeias
de células de Pseudo-nitzschia spp. aparentemente saudaveis (frustulas intactas,
turgidez nos cloroplastos) para isolamento e posterior cultivo. Cepas isoladas por

micropipetacdo e depositadas em placas de cultivo celular contendo 700 ul de meio
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de cultivo /2 (GUILLARD, 1975), em agua do mar esteéril, salinidade entre 25 (cepas
advindas de éareas estuarinas) e 32, e mantidas em estufas-incubadoras D.B.O
ajustadas para 20-22 °C, fotoperiodo de 12:12 h ou 14:10 h (claro : escuro),
conforme a cepa, e irradiancia de 100-140 uE m™? s™. O crescimento celular foi
acompanhado por microscopia oOptica e o volume de meio foi sucessivamente
aumentado (escalonamento do cultivo) Frascos de vidro do tipo Erlenmeyer (50,
125, 250 e 500 ml). Ao atingir 100 ml, os cultivos foram considerados como
estabelecidos, e amostras foram retiradas para posterior identificagdo da espécie
por microscopia eletrénica de transmisséo (MET) em um microscépio Jeol® JMI200
EXIl, no Centro de Microscopia Eletrébnica da UFPR. Aspectos morfoldégicos com
importancia taxondmica foram observados nas fristulas, tais como o ndmero de
fileiras de aréolas e a forma e disposicdo das mesmas, e compradas com literatura

especializada.
1.2.2 Producéo de toxina ao longo das curvas de crescimento

Para cada cepa foi estabelecida a curva de crescimento a partir de um cultivo
estatico obtido por repique de um cultivo em crescimento exponencial em 300-500
ml de meio novo e in6culo de 10-15% do volume total, com amostras de 1-5 ml
sendo tomadas a cada 1 a 3 d durante as fases exponencial, estacionaria e de
declinio do cultivo, ao longo de 21 a 33 d, conforme detalhado mais adiante para
cada cepa. As amostras eram fixadas em solucdo de lugol (1%) para posterior
contagem em camaras tipo Sedgewick-Rafter, visando a quantificacdo da densidade
celular, e célculo da taxa de crescimento. Para algumas cepas, a propor¢cao de
células formando cadeias lineares também foi computada.

Cultivos das cepas PSN-1, 2, 3 e 4 foram preparados em triplicata, com um
volume inicial de 500 mL e mantidos em meio /2, salinidade 25, temperatura 20 °C,
fotoperiodo de 14:10 h e intensidade luminosa de 100 pE.m?.s™. Em intervalos de 3
d, durante 33 d, aliquotas de 1 ml foram retiradas de cada frasco para contagem
celular e 5 ml adicionais foram filtrados a vacuo em filtros de fibra de vidro de 25 mm
de diametro (tipo Whatman GF/C; 25mm de diametro e porosidade nominal 1,2 pum)
para determinacdo da concentragcdo de AD nas fragOes particulada (filtros) e
dissolvida (filtrado). As cepas PSN-11,13,15 e 16 foram mantidas com 300 ml de
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meio de cultivo f/2, em duplicata. A cada 2 d, durante 25 d, aliquotas de 5 ml foram
retiradas para contagem e aliquotas de 30 ml para filtracdo a vacuo e quantificacao
de AD. Por fim, as cepas PSN-20, 27, 28 e 40 foram cultivadas em 300 ml de meio
f/2, inoculado com 10% de cultivo concentrado da cepa, de onde foram retiradas, a
cada 2 d ao longo da fase exponencial e a cada 3 a 5 d nas fases estacionaria e de
declinio do cultivo, aliquotas de 5 ml para contagem e de 50 ml para filtracdo e
determinacao das concentracdes intra- e extracelulares de AD.

A analise de AD foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), seguindo diferentes métodos: (a) deteccéo por fluorescéncia (LC-FLD) em
um sistema de HPLC Shimadzu® LC10 na Universidade do Vale do ltajai (UNIVALLI,
Itajai-SC), conforme protocolo descrito por Pocklington et al. (1990) para as cepas
PSN-1, 2, 3 e 4; (b) deteccao por ultravioleta (LC-UVD) em um sistema de HPLC
Shimadzu® Prominence com detector de foto diodo SPD-M20A no Instituto de
Oceanografia da Universidade Federal de Rio Grande (I0-FURG, Rio Grande - RS),
seguindo método descrito por Mafra et al. (2009c) para as cepas PSN-11, 13, 15 e
16; ou (c) LC-UVD em sistema de HPLC Hitashi® Chromaster VWR no Instituto
Federal de Santa Catarina (IF-SC, Itajai - SC), conforme método harmonizado da
Unido Europeia (EURLMB, 2008) para as cepas PSN-20, 27, 28 e 40.

1.2.3 Producéo de toxina sob condicdes estressantes de crescimento

A taxa de crescimento celular e a producdo de AD da cepa PSN 40 foram
adicionalmente testadas em cultivos sob estresse Iluminoso (luminosidade
constante) e de turbuléncia (agitacdo rotacional continua). Neste experimento, a
influéncia da luminosidade constante (114 pE m™ s™) sobre o crescimento celular e
a producéo de AD foi avaliada em frascos estaticos e em mesa agitadora orbital a
80 rpm, em triplicata, e comparados aqueles obtidos em frascos estaticos, onde a
homogeneizacgdo das células e do meio de cultivo foi realizada manualmente 2 a 3
vezes ao dia. Amostras foram tomadas diariamente nos primeiros 7 d de cultivo
(fase exponencial de crescimento), a cada 2 d até o 18° dia (fase estacionaria) e
uma amostra ao 24° dia (fase de declinio). Amostras de 50 ml foram tomadas para
analise de AD por LC-UVD nos dias 0, 3, 7, 11, 16, 18 e 24 do experimento,

processadas e analisadas conforme descrito anteriormente para esta cepa.
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1.3 Resultados

1.3.1 Isolamento de cepas e estabelecimento de cultivos

Centenas de espécimes (células ou cadeias de células) de Pseudo-nitzschia
spp. pertencentes a diferentes morfotipos foram isolados de amostras diversas,
sendo possivel se estabelecer o cultivo com 27 das cepas isoladas (Tabela 1). As
cepas escolhidas para a avaliacdo das taxas de crescimento, formacdo de cadeia
de células e producédo de AD foram: PSN-1, 2, 3, 4, 11, 13, 15, 16, 20, 27, 28 e 40,
gue demonstraram maior adaptacao/resisténcia as condicbes de cultivo e que
pertenciam a morfotipos que incluem espécies potencialmente téxicas, conforme

analise inicial por microscopia Gtica e confirmacao por microscopia eletrénica.

Tabela 1: Cultivos estabelecidos a partir de cepas isoladas no litoral de Santa Catarina e Parana,

entre marco de 2003 e julho de 2013.

Municipio, estado Localidade Data Codigo dacepa Coordenadas
(més /ano) geograficas

Paranagud, PR Baia de 02-03/2003 PSN-1, 2, 3,4 25° 29'S;
Paranagua 48° 31' W
Paranagud, PR Ilha do Mel 05/2011 PSN-11, 13,15, 25°32" S;
16 48°18" W
Guaratuba, PR Baia de 06/2011 PSN-19, 20, 21, 25°52'S;
Guaratuba 22 48°33' W
Florianopolis, SC Baia Sul 05/2012 PSN-27, 28 27°46’ S;
48°34° W
Itajai, SC Praia Brava 11/2012 PSN-30, 31, 32, 26°57’S;
33 48°37°' W
Pontal do Parana, Pontal do Sul 11/2012 PSN-34 25°34’ S;
PR 48°20° W
Florianopolis, SC Pantano do Sul 11/2012 PSN-35, 36 27°46’ S;
48° 30' W
Pontal do Parana, Vila do Maciel 04/2013 PSN-37 25°33’ S;
PR 48°26° W
Itapod, SC Itapema do 06/2013 PSN-38 26°04’ S;
Norte 48°36° W
Pontal do Parana, Pontal do Sul 06/2013 PSN-39 26°36’ S;
PR 48°23° W
Matinhos, PR Caioba 06/2013 PSN-40 25°50’ S;
48°32' W
Sao Francisco do Canal do 07/2013 PSN-41, 42 26°18’ S;
Sul, SC Linguado 48°42° W
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A identificacdo das cepas PSN-1, 2, 3 e 4 foi prejudicada devido a um
processo erosivo nas valvas, que impossibilitou a visualizacdo das aréolas e de
outras estruturas importantes para a sua identificacdo, sob microscopia eletrénica
(ndo mostrado). Baseado em microscopia o6tica (Figura 1-g), a cepa PSN-1 foi
identificada como Pseudo-nitzschia pungens; as cepas PSN-2 e 3 provavelmente
espécies do complexo P. pseudodelicatissima / cuspidata; e as caracteristicas de
tamanho, forma e padrdo de sobreposicdo das células da cepa PSN-4 foram
semelhantes as descritas para P. multiseries (MAFRA, 2005). As cepas PSN-11, 13,
15, 16 e 40 foram identificadas como P. calliantha por MET (Fig.1a-f), enquanto que
a cepa PSN 27, apesar de ter sido analisada quanto ao crescimento e producéo de
AD, nao pode ser identificada por perda de material. As cepas PSN 20 e PSN 28
nao foram identificadas e a perda do cultivo por contaminacéo impediu a descricao

da curva de crescimento.

1.3.2 Producgéo de toxina ao longo das curvas de crescimento

As cepas de P. calliantha, PSN-13, 15, 16 e 40, foram comparadas em suas
curvas de crescimento (fig. 2), mas nao foi constatada a producédo de AD em niveis
detectaveis em nenhuma das fases. A cepa PSN-13 (fig. 2a) ndo teve crescimento
significativo durante o cultivo, enquanto que a cepa PSN-15 (fig. 2b) apresentou a
maior taxa crescimento exponencial (u) de 0,39 d*, atingindo densidade méxima de
32 x 10* cel.mI™ no 7° dia de cultivo. A cepa PSN-16 (fig. 2 c) obteve p de 0,24 d™ e,
ao 7° dia de cultivo, atingiu a mais alta densidade celular dentre as cepas
analisadas, ultrapassando 7 x 10° cél.mI™. A cepa PSN-40 (fig. 2-e) apresentou p de
0,37 entre os dias 1 e 5, atingindo o pico de densidade celular (3 x 10° cél.ml™) ao 7°
dia de cultivo, entrando na fase estacionaria a partir do 9° dia.
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Figura 1: Pseudo-nitzschia spp.: microfotografias em microscopia eletrénica de transmisséo (a-f) de
P. calliantha: cepas PSN 11 (a), PSN 13 (b), PSN 15 (c), PSN 16 (d) e PSN 40 (e, f), evidenciando as
auréolas na fibula e poroides subdivididos em 4 a 6 himenens, caracteristicos da espécie; e em
microscopia optica (g-i) de espécies com identifica¢cdo ndo confirmada, provavelmente: P. multiseries
- PSN 4 (g), P. pungens - PSN 1 (h) e P. pseudodelicatissima - PSN 2 (i).

A producgdo de AD detectada durante o crescimento de P. multiseries, cepa
PSN-4, e P. calliantha, cepa PSN-11 (fig. 3, 4 e 5), foi baixa. Enquanto que o

acumulo de ADy4 (particulado, intracelular) foi detectado em ambas as cepas, as
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concentragdes de ADyss (dissolvido no meio de cultivo) foram detectaveis somente
para PSN-4. A cepa de P. calliantha PSN-11 apresentou crescimento exponencial
de 0,16 d* e menor producéo de AD, atingindo o pico maximo de densidade celular
(37,4 x 10 * cél.mI'™") no dia 18 e a produgéio de ADpar maxima de 0,054 fg cél.™ no
14° dia de cultivo (fig. 3). A densidade celular maxima de PSN-4 (P. multiseries) foi
de 1 x 10* cél.mI™* ao 12° dia, (fig. 4) com taxa de crescimento exponencial de 0,30
d*. Esta cepa alcancou a concentracdo maxima de ADpar (0,152 + 0,022 pg cél.h)
no 15° dia de cultivo (fig. 4) e de ADgiss (1,23 = 0,19 ng mI™) no 24° dia (fig. 5).

As cepas nao identificadas PSN-20 e 28 ndo se adaptaram ao cultivo e suas
curvas de crescimento ndo foram tracadas, todavia se manteve a coleta de amostra
para analise de AD nos dias programados, que ndo revelaram a presenca de
concentracfes detectaveis da toxina. A cepa nao identificada PSN-27 apresentou a
taxa de crescimento exponencial de 0,19 d*, com densidade celular maxima de 2,0
x 10* cél.mI™* ao 3° dia de cultivo, mas, assim como as anteriores, ndo produziu a
toxina em niveis detectaveis por HPLC-UV.

O padréo de formacdo de cadeias de células foi diferente para cada cepa
testada (fig. 6), embora tenha sido predominantemente durante a fase exponencial
de crescimento em todos os casos. Para PSN-13, a proporcéo de células formando
cadeias foi baixa durante toda a curva de crescimento. Ao 7° dia de cultivo, somente
cerca de 1% das células formaram cadeias curtas (2 células). Em PSN-15, houve
uma maior proporcao de células formando cadeias, chegando a 7% do total no 4°
dia, e em PSN-16, ~20% das células se encontravam em cadeias ao 4° dia de
cultivo, formando cadeias de até 6 células. PSN 27 apresentou maior proporcéo de
cadeias ao 3° dia de cultivo, com 35% das células formando cadeias e PSN-40
apresentou a maior capacidade de formacdo de cadeias entre todas as cepas
avaliadas, com aproximadamente 45% das células formando cadeias de até 8

células ao 3° dia de cultivo (fig. 6).
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Figura 2: Curvas de crescimento tracadas para diferentes cepas de Pseudo-nitzschia spp.
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Figura 3: Concentragdo intracelular de acido domoéico (AD) ao longo da curva de crescimento da

cepa de P. calliantha PSN-11, em cultivo estatico.
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Figura 4: Concentracdo intracelular de acido domdico (AD) ao longo da curva de crescimento da

cepa de Pseudo-nitzschia multiseries PSN-4, em cultivo estatico.
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Figura 5: Concentracdo de acido domdico (AD) dissolvido no meio de cultivo ao longo da curva de

crescimento da cepa de Pseudo-nitzschia multiseries PSN 4, em cultivo estatico.
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Figura 6: Percentual de células solitarias ou formando cadeias de 2 a 8 células durante o crescimento
em cultivo estatico para as cepas de P. calliantha PSN-11,13,15,16. A area em destaque mostra a
distribuicdo dos mesmos dados, detalhando o limite superior da escala (90—100%).

1.3.3 Producéo de toxina sob condi¢des estressantes de crescimento

Durante o experimento que descreveu a curva de crescimento para PSN-40
sob estresse luminoso (fig. 7), ndo foi detectada a producdo de AD em nenhuma
das fases do crescimento celular. As cepas ndo apresentaram crescimento celular
significativo. A densidade celular decresceu até atingir um minimo de 1,1 x 10* cél.

ml™* ao 4° dia para o tratamento estatico e 2,4 x 10* cél. ml™ ao 7° para o cultivo
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agitado. A taxa de crescimento exponencial foi praticamente nula (0,044 d* no
tratamento estatico e 0,041 d* no agitado) na fase em que houve algum crescimento
(do 3° ao 11° dia e do 7° a 16°, respectivamente). Entretanto, quando avaliada a
formacdo de cadeias de células, os cultivos mantidos sob agitacdo mantiveram as
células em cadeias até o fim do experimento, atingindo propor¢cdes maiores do que
aquelas do tratamento estatico, onde houve rompimento da maioria das cadeias até

0 4° dia do experimento (fig. 8).
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Figura 7: Curvas de crescimento de dois cultivos de Pseudo-nitzschia calliantha (cepa PSN-40) sob
estresse de luminosidade constante, mantidos sob agitacdo mecanica ou de forma estatica.
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Figura 8: Percentual de células formando cadeias de 2 a 6 células nos cultivos de Pseudo-nitzschia
calliantha (cepa PSN-40) sob estresse de luminosidade constante, mantidos sob agitacdo mecéanica
ou de forma estética. A area em destaque mostra a distribuicdo dos mesmos dados, detalhando o
limite superior da escala (75-100%).

1.4 Discussao

O isolamento e o estabelecimento de cultivos a partir de diferentes morfotipos
de Pseudo-nitzschia visou identificar a presenca de espécies potencialmente toxicas
na regiao investigada. Houve um grande esfor¢co no presente estudo, que abrangeu
uma extensa area amostral e o isolamento de centenas de espécimes ao longo de
diferentes épocas, para que o potencial téxico de Pseudo-nitzschia spp. fosse
avaliado nas areas de cultivos de moluscos bivalves do litoral paranaense e centro-
norte catarinense. Apesar da ocorréncia de espécies toxigénicas, como P.
calliantha, P. multiseries e P. pungens, os cultivos estabelecidos neste estudo
revelaram um baixo potencial toxico entre as populacdes locais de Pseudo-nitzschia
Spp. na regiao.

Durante o isolamento de células ou cadeias de células de Pseudo-nitzschia
spp., 0 grupo taxon6mico ao qual a espécie pertencia foi inferido com base em
caracteristicas como a inser¢cdo das cadeias, porte e angulosidade da célula
(CAVALCANTE, 2011). Todavia, a identificacdo soO foi confirmada por visualizacao
em MET apoOs o estabelecimento do cultivo, quando se dispunha de quantidade
maior de material. O isolamento de morfotipos como base para a identificagdo das
espécies encontradas em uma dada regido é complicado pela similaridade entre as
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espécies do género. Assim, uma espécie de potencial nocividade pode nao ser
isolada porque outras similares ja o foram, ou ainda ser isolada mas o cultivo ser
perdido nas fases iniciais de estabelecimento, antes das andlises de producdo de
toxinas, seja por contaminag¢do do cultivo por bactérias e/ou outras microalgas, ou
por ma adaptacdo as condicdes laboratoriais. Esses problemas levariam a uma
subestimacédo da real diversidade e potencial toxico das espécies presentes em um
determinado local. Desta forma, apesar do grande esforgco amostral deste estudo,
ndo se pode eliminar a possibilidade de que existam outras espécies ou populacdes
mais toxicas de Pseudo-nitzschia spp. além das avaliadas na regido. De fato, em
2009, durante uma floracdo de Pseudo-nitzschia spp. em duas regides produtoras
de bivalves em Santa Catarina, concentracoes elevadas de AD foram encontradas
em mexilhées nas regides onde a floracdo foi dominada por P. pseudodelicatissima
(FERNANDES et al., 2013).

Cultivos monoclonais de Pseudo-nitzschia spp. tendem a declinar apos
sucessivos repiques ao longo do tempo em laboratério. Sucessivas divisées binarias
causam a reducdo gradativa do comprimento das células e o decréscimo na
producdo de AD (BATES et al.,1999), até que as células atingem um tamanho no
gual a divisdo equacional se torna impraticavel. Neste ponto, a célula passa a ser
invidvel fisiologicamente e ocorre a morte celular, caso ndo ocorra reproducao
sexuada células com outras cepas da mesma espécie para o re-estabelecimento do
tamanho original por meio da formagéo de auxdsporos, como descreve Amato et al.
(2005). Em seu estudo, Amato et al. (2005) realizaram diversos cruzamentos de
cepas da espécie ndo toxica Pseudo-nitzschia delicatissima, resultando em “células-
filhas” de comprimento maximo, e dando origem a cultivos monoclonais que tiveram
uma reducdo gradual no tamanho celular ao longo de divisbes assexuadas
sucessivas, rapidamente chegando a 50% do tamanho original. Da mesma forma,
os cultivos isolados do litoral de Santa Catarina e Parana durante o presente estudo
chegaram a um ponto no qual o seu escalonamento ndo rendeu mais um
crescimento celular satisfatorio e o material foi perdido. Em alguns casos, isto
aconteceu antes de se testar o potencial de crescimento e toxicidade da cepa em
questéo.

Todavia, com base nos cultivos estabelecidos no periodo abordado pelo
trabalho, é possivel observar que a producéo de toxinas nas condi¢des testadas foi
particularmente baixa. A cepa PSN-4 alcancou o maior nivel de AD intracelular
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(0,152 pg cel™) dentre os cultivos testados, e ainda liberou concentracdes
quantificaveis de AD dissolvido no meio (1,230 ng ml™). Neste estudo, a quantidade
de cepas téxicas obtidas representou uma pequena parcela do n amostral, tendendo
a sustentar a afirmacdo de que a ocorréncia de producdo de AD na regido ndo é
comum nem tampouco expressiva, corroborando com o0s resultados de
monitoramento na regido de Florianépolis- SC, onde a auséncia desta toxina foi
relacionada a auséncia ou baixa ocorréncia das espécies toxicas (ALVES et al.,
2010).

No presente estudo, as taxas de crescimento, densidade celular, fase de
crescimento em que ocorreu 0 pico de abundancia, formacdo de cadeias e até
mesmo a produgéo de AD variaram consideravelmente entre cepas de uma mesma
espécie sob condi¢cBes similares de cultivo, o que foi notério para Pseudo-nitzschia
calliantha. Isto indica uma alta variabilidade genética entre as cepas adquiridas do
ambiente e ressalta a dificuldade em se prever o potencial nocivo de diferentes
floracbes de Pseudo-nitzschia spp., ainda que de uma mesma espécie, numa dada
regido. Outros fatores que afetam a producdo de AD por uma mesma espécie de
Pseudo-nitzschia, como a limitagdo de metais-traco no meio (SUBBA RAO et
al.,1998) a associacdo com bactérias (HAGSTROM et al., 2007) e a concentragio
de diferentes fontes de nitrogénio (HOWARD et al.,2007) no ambiente ndo foram
investigados neste trabalho, mas devem ser considerados em estudos futuros para
se ter uma avaliacdo mais segura sobre o potencial de ocorréncia de floracdes
toxicas de Pseudo-nitzschia na regido. As lacunas no conhecimento sobre a biologia
de Pseudo-nitzschia e a fisiologia da producdo de AD dificultam a previsibilidade
guanto a severidade de eventos de floragdes toxicas em diversas regides do globo.
Em particular, condi¢cdes locais de metais, fatores bidticos e a composicdo de
espécies tém de ser incorporados na previsao de floragdes, resultando em modelos
mais confiaveis em escalas geograficas e temporais (LELONG, 2012).

Assim, sabendo-se que a producéo, emissédo e degradacdo do AD varia de
acordo com a genética das cepas e os fatores ambientais dominantes (HAGSTROM
et al., 2007), a avaliacdo das respostas de uma mesma cepa sob condicdes
ambientais variadas em ambiente simulado de laboratorio, testando combinacdes
distintas destes fatores, levard a uma previsdo sobre as respostas esperadas das
espécies sob determinadas condi¢cdes no ambiente, o que diminuiria 0 peso da
variabilidade genética na previsibilidade de eventos toxicos.
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A luminosidade — tanto os niveis de irradiancia quanto a duracdo do
fotoperiodo — € um fator importante a ser considerado no crescimento de cepas de
Pseudo-nitzschia em laboratorio. As espécies de Pseudo-nitzschia sdo bem
tolerantes a variagcdes de luminosidade, o que pode ser evidenciado pelo fato destas
espécies serem cosmopolitas. Lewis et al. (1993), por exemplo, reportaram taxas de
divis&o celular similares em P. multiseries em irradiancias de 80 e 180 pE m?s™. O
fotoperiodo, por sua vez, pode ser um dos principais fatores que determinam as
caracteristicas dos eventos de ASP em altas latitudes, influenciando na composicdo
das espécies, desencadeamento, densidade e toxicidade de uma floracdo de
Pseudo-nitzschia (FEHLING et al., 2004b).

Os efeitos do fotoperiodo no crescimento celular e na producdo de AD de
Pseudo-nitzschia spp. vém sendo estudados para diversas espécies. Sabe-se que a
producdo de AD é favorecida quando ha uma limitacdo no metabolismo primario
(BATES e RICHARDS, 1996) e um concomitante desvio de ADP e NADPH" para o
metabolismo secundario (PAN et al., 1998); entretanto uma certa quantidade de
energia fotossintética se faz necesséaria para a sintese de toxina. Bates (1998)
verificou producéo similar de AD em cepas de P. multiseries sob irradiancia variando
de 90 a 200 pE m? s?, e afirma que a espécie é capaz de produzir AD sob
luminosidade constante, assim como sob ciclos diarios de claro: escuro.
Controversamente, no presente estudo, a cepa PSN-40 de P. calliantha néo
produziu AD sob luz constante, apesar de seu crescimento ter sido severamente
limitado sob tal condicdo. Entretanto, esta cepa n&o representou um modelo
satisfatério para se testar tal variavel, ja que a mesma nao produziu concentracdes
detectaveis da toxina sob um fotoperiodo de 12:12 h. Considerando que na regiao
sul do Brasil ha uma variacdo substancial no fotoperiodo ao longo das estacfes do
ano, a importancia do fotoperiodo e da intensidade luminosa para a producédo de AD
por P. calliantha e outras espécies deve ser melhor investigada em trabalhos
futuros. Tendo em vista sua baixa toxicidade, entretanto, métodos analiticos mais
sensiveis, como LC-MS/MS, devem ser aplicados para uma quantificacdo precisa,
evitando que se negligencie a variagdo na producao de baixos niveis de AD.

Assim como o fotoperiodo, o papel de outras variaveis fisico-quimicas, e da
combinacao entre elas, sobre o crescimento de Pseudo-nitzschia e a producdo de
AD deve ser avaliado. Mafra et al. (2009a) realizaram cultivos de P. multiseries em

galdes aerados e frascos estaticos. Naqueles galées onde foi bombeado ar
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constantemente, as células atingiram niveis de AD superiores aquelas dos cultivos
estaticos ao fim da fase exponencial; entretanto ndo ficou claro se 0 aumento na
toxicidade se deu pelo efeito da turbuléncia ou pela adicdo de uma fonte extra de
carbono via aeracdo. No presente estudo, a turbuléncia foi simulada por agitacao
rotacional, sem aeracéo, para se isolar tal fator. Entretanto, conforme mencionado
anteriormente, a cepa de P. calliantha utilizada ndo produziu AD em quantidades
detectaveis sob nenhuma condicdo testada. Nao obstante, o tratamento com
agitacdo manteve um percentual de células formando cadeias superior aquele do
tratamento estatico durante todo o tempo de experimento, o que denotou um efeito
da turbuléncia sobre esta variavel. Mesmo que isto ndo tenha influenciado na
producdo de AD, este resultado pode estar ligado a outros fatores ainda nao
abordados na fisiologia deste género de diatomaceas marinhas. Estudos realizados
no “hot spot” Juan de Fuca, na costa oeste dos EUA, revelaram que floragbes
recorrentes de Pseudo-nitzschia, sobretudo de P. australis, s&o mais toxicas em
periodos precedidos por fortes ventos, mas isso deve estar mais relacionado ao
aporte de nutrientes decorrente da ressurgéncia gerada (MACFADYEN e HICKEY,
2010) do que a turbuléncia. Adicionalmente, espera-se que a presenca de longas
cadeias lineares de células diminua a eficiéncia de ingestdo de Pseudo-nitzschia e,
portanto, o acumulo de AD por alguns moluscos bivalves como as ostras do género
Crassostrea (MAFRA et al., 2009b)

No presente estudo, destacou-se a presenca da espécie toxica P. calliantha
em diversos pontos proximos a cultivos de bivalves no Parand e em Santa Catarina,
ressaltando a existéncia de espécies toxinogénicas em toda a regido. A espécie P.
calliantha, que foi a principal espécie isolada e testada no presente estudo, mas que
apresentou baixa toxicidade, tem formado floracbes subsequentes a floragdes de
espécies de maior toxicidade, como P. australis na costa norte do Chile (MARINO et
al., 2009) e P. pseudodelicatissima em Santa Catarina, Brasil (FERNANDES et al.,
2013). Da mesma forma, uma floracéo de P. pseudodelicatissima ocorreu logo apés
uma floragdo mais toxica de P. australis na baia de Monterrey, California, EUA
(SCHOLIN et al., 2000). Isso gera o questionamento sobre a possibilidade de uma
espécie menos toxica se favorecer do AD lancado previamente por outra espécie na
agua, o que possivelmente facilitaria a aquisicdo de nutrientes pela espécie menos
toxica, e poderia prolongar o tempo de uma floragdo multiespecifica e um eventual

periodo de proibicdo de comercializagdo de moluscos bivalves contaminados.
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Estudos futuros devem investigar a associacdo de espécies toxicas, 0
desencadeamento de floracdes de espécies menos téxicas associadas ao declinio
da floracdo de uma espécie com maior producédo de AD, e uma possivel aquisicdo
oportunista de nutrientes previamente ligados ao AD dissolvido por espécies menos
toxicas de Pseudo-nitzschia.

O litoral sul do Brasil, na regidao entre a costa do Parana e o litoral centro-
norte de Santa Catarina, possui apenas um registro de concentragdes de AD acima
do nivel permitido em mexilhdes (FERNANDES et al., 2013), apesar da presenca de
diversas espécies toxinogénicas (MAFRA et al.,, 2006, CAVALCANTE, 2011,
TIBIRICA, 2013; FERNANDES et al., 2013) e do monitoramento da toxina em
algumas areas de cultivo de Santa Catarina ha mais de 15 anos (PROENCA et al.,
2012). O presente estudo aponta a possivel razdo, sendo a principal, que é o baixo
nivel de AD nas cepas isoladas da regido, alcancando somente 0,054 fg a 0,154 pg
cel.¥ em meio de cultivo repleto de nutrientes. A baixa toxicidade no ambiente,
portanto, pode estar associada, além de fatores genéticos das populag@es locais de
Pseudo-nitzschia spp., a alta disponibilidade de nutrientes nas aguas costeiras da
regido, supridas por grandes aportes de rios e baias no Parana e Norte de Santa
Catarina e por sistemas transientes de ressurgéncia costeira na regidao ao sul da llha
de Santa Catarina (FERNANDES et al.,, 2013). Uma vez que o AD pode ser
produzido mais intensamente na deficiéncia de nutrientes (PAN et al.,, 1996;
FEHLING et al., 2004a), a presenca de espécies e populacdes pouco toxicas, aliada
a condicdes suficientes de nutrientes, sugerem que o risco de intoxicacdo amnésica
(ASP) pelo consumo de bivalves advindos destas areas de cultivo é
majoritariamente baixo. Ainda assim, somente 0 monitoramento da presenca de AD
e de espécies potencialmente toxicas de Pseudo-nitzschia podera assegurar a
seguranca alimentar do produto de cultivo na regido e conferir uma vantagem sobre

aqueles coletados de bancos naturais em areas nao monitoradas.



31

1.5 Referéncias

ALVES, T. P.; SCHRAMM, M. A.; TAMANAHA, M. S.; PROENCA, L. A. O.
Implementacgao e Avaliacdo do Monitoramento de Algas Nocivas e de Ficotoxinas
em um Cultivo de Moluscos em Florianépolis — SC. Atlantica - Rio Grande, v.
32(1), p. 71-77, 2010.

APPEL, N. M.; RAPOPORT, S. I.; OCALLAGHAN, J. P. Sequelae of parenteral
domoic acid administration in rats: comparison of effects on different anatomical
markers in brain. Synapse, v. 25, p. 350-358, 1997.

AMATO, A.; ORSINI, L.; D’ALELIO, D.; MONTRESOR, M. Life cycle, size reduction
patterns, and ultrastructure of the pennate planktonic diatom Pseudo-nitzschia
delicatissima (Bacillariophyceae). J. Phycol., v. 41, p. 542-556, 2005.

BATES, S. S.; RICHARD, J. Domoic acid production and cell division by Pseudo-
nizschia multiseries in relation to light: dark cycle in silicate-limited
chemostatculture. Can Tech Rep Fish Aquat Sci, v. 2138, p. 140-143, 1996.

BATES, S.S.; GARRISON, D.L.; HORNER, R.A. Bloom dynamics and physiology of
domoic acid-producing Pseudo-nitzschia species. In: ANDERSON, D.M.;
CEMBELLA, A.D.; HALLEGRAEFF, G.M. (Eds.). Physiological Ecology of
Harmful Algal Blooms. Heidelberg: Springer-Verlag, p. 267-292, 1998.

BATES, S.S. Ecophysiology and Metabolism of ASP Toxin Production. In
ANDERSON, D. M.; CEMBELLA, A. D.; HALLEGRAEFF, G. M. (Eds.),
Physiological Ecology of Harmful Algal Blooms. Springer-Verlag, v. 41, p.
407-426, 1998.

BATES, S. S.; HILTZ, M. F.; LEGER, C Domoic acid toxicity of large new cells of
Pseudo-nitzschia multiseries resulting from sexual reproduction. In: Martin JL,
Haya K (eds) Proceedings of the 6th Canadian workshop on harmful marine
algae. Can Tech Rep Fish Aquat Sci, v. 2261, p. 21-26, 1999.

BATES, S. S.;: LEGER, C. Effects of Bicarbonate Addition on Domoic Acid Poduction
by Pseudo-nizschia multiseries in Batch Culture. In Fisheries and Oceans
Canada, Gulf Fisheries Centre, New Brunswick, Canada, 2006.



32

CAVALCANTE, K. P. Taxonomia da diatomé&cea potencialmente téxica Pseudo-
nitzschia peragallo (Bacillariophyceae) em areas de maricultura de Santa
Catarina. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Botanica) Setor Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2011.

EURLMB - EUROPEAN UNION REFERENCE LABORATORY FOR MARINE
BIOTOXINS. EU-harmonised standard operating procedure for determination
of domoic acid in shellfish and finfish by RP-HPLC using uv detection. v.

1, 2008.

FEHLING, J.; GREEN, D. H.; DAVIDSON, K.; BOLCH, C. J.; BATES, S. S. Domoic
Acid Production by Pseudo-nitzschia seriata (Bacillariophyceae) in Scottish
Waters. J. Phycol., v. 40, p. 622—630, 2004b.

FEHLING, J.; DAVIDSON, K.; BOLCH, C. J.; BATES, S. S. Growth and Domoic Acid
Production by Pseudo-nizschia seriata (Bacillariophyceae) Under Phosphate and
Silicate Limitation. J. Phycol., v. 40, p. 674-683, 2004a.

FEHLING, J.; DAVIDSON, K.; BATES, S. S. Growth dynamics of non-toxic Pseudo-
nitzschia delicatissima and toxic P. seriata (Bacillariophyceae) under simulated
spring and summer photoperiods. Harmful Algae, v. 4, p. 763—-769, 2005.

FERNANDES, L. F.; CAVALCANTE, K. P.; PROENCA, L. A. O.; SCHRAMM, M. A.
Blooms of Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima and Pseudo-nitzschia calliantha,
and associated domoic acid accumulation in shellfish from the South Brazilian
coast. Diatom Res. 2013. Disponivel em
http://dx.doi.org/10.1080/0269249X.2013.821424

GUILLARD, R.R.L. Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates. In:
SMITH, W.Il.; CHANLEY, M.H. (Eds). Culture of marine invertebrates. Plenum,
New York, 1975, p. 29-59.

HAGSTROM, J. A.; GRANELI, E.; MANEIRO, |.; BARREIRO, A.; PETERMANN, A.;
SVENSEN, C. Release and degradation of amnesic shellfish poison from
decaying Pseudo-nizschia multiseries in presence of bacteria and organic matter.
Harmful Algae, v. 6, p. 175-188, 2007.

HASLE, G. R. Are most of the domoic acid-producing species of the diatom genus
Pseudo-nitzschia cosmopolites? Harmful Algae, v. 1, p. 137-146, 2002.


http://dx.doi.org/10.1080/0269249X.2013.821424

33

HOWARD, M. D. A.; COCHLAN, W. P.; LADIZINSKY, N.; KUDELA, R. M.
Nitrogenous preference of toxigenic Pseudo-nitzschia australis
(Bacillariophyceae) from field and laboratory experiments. Harmful Algae, v. 6, p.
206-217, 2007.

KUDELA, R.; ROBERTS, A.; ARMSTRONG, M. Laboratory analyses of nutrient
stress and toxin production in Pseudo-nitzschia spp. from Monterey Bay,
California. In: STEIDINGER, K.A.; LANDSBERG, J. H.; TOMAS, C. R.; VARGO,
G. A. (Eds.) Harmful Algae 2002. Florida and Wildlife Conservation Commission,
Florida Institute of Oceanography, and Intergovernmental Oceanographic
Commission of UNESCO. In press. 2003.

LELONG, A.; HEGARET, H.; SOUDANT, P.; BATES, S. S. Pseudo-nitzschia
(Baclilariophyceae) species, domoic acid and amnesic shellfish poisoning:
revisting previous paradigms. Phycologia, v. 51, n. 2, p.168-216, 2012

LEWIS, N. I.; BATES, S. S.; MACLACHLAN, J. L.; SMITH, J. C. Temperature effects
on growth, domoic acid production, and morphology of the diatom Nizschia
pungens f. multiseries. In: SMAYDA, T. J.; SHIMIZU, Y. (Eds.) Toxic
Phytoplankton Blooms in the Sea, Elsevier, Amsterdam, p. 601-606, 1993.

MACFADYEN, A., HICKEY, B.M. Generation and evolution of a topographically
linked, mesoscale eddy under steady and variable wind-forcing. Cont. Shelf Res.,
v. 30, p. 1387-1402, 2010.

MAEDA, M.; KODAMA, T.; TANAKA, T.; YOSHIZUMI, H.; TAKEMOTO, T,;
NOMOTO, K.; FUJITA, T. Structures of isodomoic acids A, B and C, novel
insecticidal amino-acids from the red alga Chondria armata. Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, v. 34, p. 4892-4895, 1986.

MAFRA, L.L.Jr. Microalgas nocivas e ficotoxinas no complexo estuarino de
Paranagua, PR e toxicidade de Cepas Cultivadas. 79 f. Dissertagdo (Mestrado
em Botéanica), Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2005.

MAFRA, L. L. Jr., FERNANDES, L. F., PROENCA, L. A.O. Harmful algae and toxins
in Paranaguéa Bay, Brazil: Bases for monitoring. Brazilian Journal of
Oceanography, v. 54, p. 107 — 121, 2006.

MAFRA, L.L. Jr., BRICELJ, V.M., OUELLETTE, C., LEGER, C., BATES, S.S.
Mechanisms contributing to low domoic acid uptake by oysters feeding on
Pseudo-nitzschia cells. I. Filtration and pseudofeces production. Aquatic Biology,
V. 6, p. 201-212, 2009a.



34

MAFRA, L.L. Jr., BRICELJ, V.M., WARD, J.E. Mechanisms contributing to low
domoic acid uptake by oysters feeding on Pseudo-nitzschia cells. Il. Selective
rejection. Aquatic Biology, v. 6, p. 213-226, 2009b.

MAFRA, L.L.Jr., LEGER, C., BATES, S.S., QUILLIAM, M.A. Analysis of trace levels
of domoic acid in seawater and plankton by liquid chromatography without
derivatization, using UV or mass spectrometry detection. Journal of
Chromatography A, v. 1216, p. 6003- 6011, 2009c.

MALDONADO, M.T.; HUGHES, M.P.; RUE, E.L.; WELLS, M.L. The effect of Fe and
Cu on growth and domoic acid production by Pseudo-nitzschia multiseries and
Pseudo-nitzschia australis. Limnology and Oceanography, v. 47, p. 515-526,
2002.

MARENZI, A. W. C; BRANCO, J. O. Avaliar o desenvolvimento do mexilhdo Perna
perna em relagcéo a variaveis ambientais; indice de sobrevivéncia em um cultivo
comercial em armacéo do itapocoroy-penha-SC. Revista Brasileira de Zoologia,
V. 22(2), p. 394-399, 2005.

MARINO, C.; BLANCO, J.; ALVAREZ, G.; URIBE, E.; QUIJANO-SCHEGGIA, S.;
LOPEZ-RIVERA, A.; Domoic acid production by Pseudo-nitzschia australis and
Pseudo-nitzschia calliantha isolated from North Chile. Harmful Algae, v. 8, p.
938-945, 20009.

MOS, L. Domoic acid: a fascinating marine toxin. Environmental Toxicology and
Pharmacology, v. 9 (3), p. 79-85, 2001.

PAN, Y.; SUBBA RAO, D. V.; MANN, K. H. Changes in domoic acid production and
cellular chemical composition of the toxigenic diatom Pseudo-nizschia multiseries
under phosphate limitation. J. Phycol., v. 32, p. 371-381, 1996.

PAN, Y.; BATES, S. S.; CEMBELLA, A. D. Environmental Stress and Domoic Acid
Production by Pseudo-nitzschia: a Physiological Perspective. Natural Toxins, v.
6, p. 127-135, 1998.

POCKLINGTON, R.; MILLEY, J. E.; BATES, S. S.; BIRD, C. J.; DE FREITAS, A. S.
W.; QUILLIAM, M. A. Trace determination of domoic acid in seawater and
phytoplankton bhigh-performance liquid chromatography of t derivate.
International Journal of Analytical Chemistry, v. 38, p. 351-368, 1990.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/15689883
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13826689
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13826689
http://www.sciencedirect.com/science/journal/13826689/9/3

35

PROENCA, L.A.O.; FONSECA, R.S.; PINTO, T. O. Microalgas em é&rea de cultivo
do litoral de Santa Catarina. Rima, Séo Carlos, 2012, 80p. Relatorio técnico.

TAVARES, J.T.; PROENCA, L. A. O.; ODEBRECHT, C. Assessing the harmful
microalgae occurrence and temporal variation in a coastal aquaculture area,
southern Brazil. Harmful Microalgae in a Marine Aquiculture Area. Atlantica,
Rio Grande, v. 31, p. 129-144, 2009.

TRAINER,V.L. et al. Pseudo-nitzschia physiological ecology, phylogeny, toxicity,
monitoring, and impacts on ecosystem health, Revista Harmful algae v 14, p.
271-300, 2012

TIBIRICA, C.E.J.A. Microalgas potencialmente nocivas na Baia de Guaratuba,
Parand: Distribuicdo espaco-temporal e fatores controladores. 102f.
Dissertacdo (Mestrado em Botanica) Setor Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Paran4, Curitiba, 2013.

SCHOLIN, C.A.; GULLAND, F.; DOUCETTE, G.J.; BENSON, S.; BUSMAN, M.;
CHAVEZ, F.P.; CORDARO, J.; DELONG, R.; DE VOGELAERE, A.; HARVEY, J.;
HAULENA, M.; LEFEBVRE, K.; LIPSCOMB, T.; LOSCUTOFF, S.; LOWENSTINE,
L.J.; MARIN, R.; MILLER, P.E.; MCLELLAN, W.A.; MOELLER, P.D.R.; POWELL,
C.L.; ROWLES, T.; SILVAGNI, P.; SILVER, M.; SPRAKER, T., TRAINER, V,;
VAN DOLAH, F.M. Mortality of sea lions along the central California coast linked
to a toxic diatom bloom. Nature, v. 403, p. 80—-84, 2000.

SUBBA RAOQO, D. V.; PAN, Y.; MUKHIDA, K. Production of Domoic Acid by Pseudo-
nitzschia multiseries Hasle, Affected by Lithium. Marine Ecology, v. 19 (1), p. 31-
36, 1998.

WRIGHT, J.L.C.; BOYD, R.K.; DE FREITAS, A.S.W.; FALK, M. et.al. Identification of
domoic acid, a neuroexcitatory amino acid, in toxic mussels from eastern Prince
Edward Island. Canadian Journal Chemistry, Canada, v. 67, p. 481-490, 1989.



36

CAPITULO 2

Respostas alimentares de diferentes espécies comerciais de bivalves a
microalga nociva Pseudo-nitzschia spp.: taxas de filtracdo e acumulo de

toxinas

Resumo

Floracbes de algas nocivas podem causar a mortalidade de plantéis de organismos
marinhos cultivados, ou a inadequacao de produtos, sobretudo moluscos bivalves,
destinados ao consumo humano. Considerando que o acumulo de toxinas varia
bastante entre espécies de bivalves, e de acordo com as condi¢cdes do meio, o
presente estudo buscou investigar as taxas de ingestdo e de acumulo de toxina
amnésica acido domdico (AD) em bivalves cultivados no sul do Brasil, em resposta
a floracdes téxicas de Pseudo-nitzschia spp. simuladas em laboratério. Taxas de
clareamento e de filtracdo de células (TC e TF) foram calculadas para as ostras
Crassostrea gigas e C. brasiliana e para o mexilhdo Perna perna, mediante o
fornecimento de células cultivadas de Pseudo-nitzschia spp. em fase exponencial ou
estacionaria de crescimento. Bivalves das espécies obtidas foram dispostos em
camaras experimentais de filtracdo e as taxas alimentares foram calculada a partir
da variacdo da concentracdo celular de Pseudo-nitzschia durante um tempo de
incubacdo, usando-se uma camara controle para descontar a sedimentacdo ou
ressuspensdo de células. Um experimento adicional verificou o acumulo e a
detoxificacdo de AD em P. perna e Crassostrea spp. alimentados com Pseudo-
nitzschia multiseries por 23h, seguido por 168 h de depuracdo em dieta ndo téxica
de Isochrysis galbana. A TC néo diferiu (p = 0,428) entre os estagios de crescimento
dos cultivos de Pseudo-nitzschia spp. usados nas dietas, mas variou
significativamente (p < 0,001) entre as espécies analisadas (P. perna > C. gigas = C.
brasiliana). Apesar das TCs de mexilhdes P. perna (4,1-5,4 ml min™ ind.™) terem
sido superiores as de ostras de biomassa equivalente (1,3—1,7 ml min™* ind.™?), eles
ndo acumularam nivel detectavel de toxina. As ostras acumularam niveis
moderados da toxina, atingindo uma concentracdo maxima de 4,85 + 1,86 ug AD g
! que diminuiu exponencialmente (2,1% h™) a partir do fornecimento da dieta nao
toxica. Mexilhdes P. perna, pelo contrario, acumularam niveis indetectaveis de AD, o
gue pode ser resultante de altas taxas de eliminagcdo e/ou baixas taxas de
assimilacdo da toxina, dando suporte a uma proposta de manejo diferenciado por
espécie de bivalve, em caso de proibicdo da comercializacdo de bivalves devido a
floracdes toxicas de Pseudo-nitzschia.

Palavras-chave: taxa de clareamento, acumulo de toxinas, depuracdo, toxinas
amnésicas, acido doméico, ASP, Crassostrea spp., Perna perna.
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2.1 Introducéo

Floracdo de algas nocivas (FAN) é o termo designado para descrever um
evento onde ha uma rapida multiplicacdo de uma ou mais espécies de microalgas,
com algum tipo de prejuizo ao ecossistema, a sautde humana ou as comunidades
humanas adjacentes ao sistema costeiro. Tais eventos podem causar a deplecéo de
oxigénio na agua, a mortalidade de organismos aquaticos por lesdes fisicas ou pela
producdo de substancias nocivas, como as ficotoxinas, capazes de afetar
organismos aquaticos e humanos (HALLEGRAEFF, 2003). A toxicidade e outros
efeitos negativos de algas nocivas nao estao limitados a uma classe de algas, mas
sim distribuidas entre varios grupos taxondmicos (ZINGONE; ENEVOLDSEN,
2000).

Além disso, as FAN’s podem causar impactos econdbmicos severos ao
comércio de pescados (ROELKE, 1993), turismo e saude publica. Em todo o
mundo, as ficotoxinas séo responsaveis por 600.000 casos de intoxicacdo por ano
(VAN DOLAH, 2000). O numero de eventos toxicos, com variavel grau de impacto,
também vem aumentando nas ultimas décadas em nivel nacional (PROENCA e
MAFRA, 2005; PROENCA et al., 2007; FERNANDES et al., 2013), alertando para a
necessidade de um monitoramento das espécies nocivas na costa do Brasil. Os
danos a saude humana ou animal associados a estas toxinas sdo geralmente
observados apOs intoxicagcdes agudas, ao passo que os efeitos de exposicao
sucessiva ou cronica a baixos niveis de toxina s&o pouco documentados (VAN
DOLAH et al., 2001).

As intoxicagbes mais comuns causadas por microalgas sdo o
envenenamento paralisante, diarreico e amnésico por consumo de mariscos (PSP,
DSP e ASP, respectivamente), associadas ao consumo de moluscos bivalves, que
acumulam e transferem as toxinas algais ao longo da cadeia tréfica. O ASP, que é
causado pela neurotoxina acido domoéico (AD), produzida por diatomaceas, foi
registrado pela primeira vez em 1987, em Prince Edward Island (PEI), costa leste do
Canada (BATES et al., 1989). Naquela oportunidade, foram registrados 153 casos
de uma intoxicacdo aguda relacionada a ingestdo de mexilh6es (Mytilus edulis),

manifestando sintomas que evoluiam desde vomitos, colicas e diarreia, até a perda
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de memoria, desorientacdo, e coma, com quatro obitos registrados (WRIGHT et al.,
1989).

O AD é um aminoacido similar ao neurotransmissor acido glutamico,
competindo por seus sitios de ligagdo nos neurbnios. Assim, o AD se liga aos
receptores sinapticos do glutamato, podendo levar a perda de memdria de curto
prazo e outros danos persistentes ao sistema nervoso (PERL et al.,1990), pois
promove o aumento no nivel intracelular de Ca®*, levando & despolarizacdo massiva
nos neurénios, turgidez e morte dos mesmos (PULIDO et al.,2008). Os receptores
para o glutamato sdo mais numerosos na regido cerebral do hipocampo, associada
a funcbes como o aprendizado e memaria (revisto em BATES et al. 1998). Em
casos extremos, ou em pacientes com insuficiéncia renal, o AD pode levar a morte
apos 48 h da ingestdo (PERL et al.,, 1990; TEITELBAUM et al.,, 1990). Ainda, a
medicacdo com fortes anti-inflamatérios causa a maior permeabilidade das células
intestinais a toxinas (POVOA, 2002), favorecendo o mecanismo da intoxicacao.

O comércio de bivalves pode ser fechado durante floragdes de microalgas
produtoras de AD, principalmente Pseudo-nitzschia spp., visando proteger a saude
humana e evitar casos de intoxicacdo. No verdo de 2009, nos municipios de Penha
e Floriandpolis (SC), a toxina foi encontrada em concentracdes acima do nivel
regulatério estipulado pelo ministério da aquicultura, pesca e abastecimento
(MAPA), de 20 ug AD g™ de tecido fresco de bivalve, associada a uma floracdo de
células do complexo Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (P. pseudodelicatissima
e P. calliantha), resultando em um fechamento comercial de bivalves por 25 dias,
com seérias implicagcbes econdmicas para os produtores de moluscos e para o
turismo (FERNANDES et al., 2013). A presenca de espécies de Pseudo-nitzschia
potencialmente téxicas também vem sendo registrada no estado vizinho do Parana
(PR) (MAFRA et al., 2006; TIBIRICA, 2013).

O tempo de depuracdo (detoxificacdo) que segue um episodio de floracéo
toxica varia conforme a espécie de bivalve contaminado, a composi¢cao do séston,
as condi¢cdes ambientais dominantes, entre outros fatores. Blanco et al. (2002a,
2002b), estudando a detoxificacdo de AD em bivalves contaminados, reportaram
gue a eliminagcdo de toxinas € muito mais rapida em mexilhdes Mytilus
galloprovincialis (reducéo de 56-86% do AD em 4 d) do que em vieiras Pecten
maximus (reducdo de 90% em 300 d), e que a detoxificacdo seria afetada por

fatores como salinidade e a afinidade de diferentes 6rgaos/tecidos dos bivalves pelo
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AD. Mexilhdes Mytilus edulis também eliminaram a toxina mais rapidamente do que
ostras Crassostrea virginica apos contaminacdo com AD em laboratorio a 12 °C,
sendo que neste caso o tamanho corporal pode afetar a taxa de eliminacdo da
toxina, que foi mais rapida em ostras menores, mas similar para mexilhdes de
tamanho variado (MAFRA et al., 2010a).

A concentracdo de toxinas também depende da taxa de ingestdo de células
toxicas pelos bivalves e sua capacidade de assimilacdo. Para ostras C. virginica, por
exemplo, a menor taxa de acumulo de AD comparada a de mexilhdes M. edulis
(MAFRA et al., 2010b) é resultante de (i) uma ingestdo limitada de células toxicas e
nado-toxicas de P. multiseries, evidenciada por uma reducdo na taxa de clareamento
(i.e., volume de agua filtrado por unidade de tempo) de ostras alimentadas
exclusivamente com Pseudo-nitzschia, aliada a (ii) um mecanismo de rejeicao pré-
alimentar nas pseudofezes, principalmente para células mais longas e cadeias de
células (MAFRA et al., 2009a, 2009b).

O presente estudo buscou investigar as taxas especificas de clareamento e
filtracdo de células de Pseudo-nitzschia spp., e de acumulo e detoxificacdo de AD
por ostras (Crassostrea gigas e C. brasiliana) e mexilhdes (Perna perna) cultivaveis
no litoral dos estados do PR e SC, regido passivel da ocorréncia de floracGes
toxicas e sensivel a um fechamento comercial pela dependéncia econdmica do
turismo e da maricultura. Através de um conjunto de experimentos em laboratério,
gue simularam a exposicdo dos bivalves a floragbes naturais de Pseudo-nitzschia
spp., 0 estudo investigou o potencial de cada espécie de bivalve comercial para
atuar como vetor de ASP sob condicbes comumente encontradas no ambiente, e
avaliou a possibilidade de se realizar um manejo distinto por espécie de bivalves, no
caso da contaminacdo multiespecifica durante floraces toxicas de Pseudo-nitzschia

em cultivos comerciais de bivalves na regiao.

2.2 Metodologia

2.2.1 Aquisicdo e manutencéo dos organismos

Para a determinacdo das taxas alimentares, as ostras da espécie exotica

Crassostrea gigas e a nativa C. brasiliana foram obtidas do cultivo da Universidade
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Federal de Santa Catarina (UFSC), em Florianépolis-SC, e os mexilhdes Perna
perna de cultivo comercial em Penha-SC. As ostras nativas, usadas no experimento
de acumulo e detoxificacdo de AD, foram provenientes do assentamento de larvas
em coletores de um cultivo comercial na Ilha do Mel, Paranagua-PR, sendo tratadas
como Crassostrea spp. pela impossibilidade de se determinar a propor¢dao de
espécies que compunham o lote. Os bivalves foram mantidos em bandejas
flutuantes, em aquérios contendo 140 L de agua do mar filtrada e esterilizada, a 22
+1 °C e salinidade 30 * 2, e alimentados com cultivos de e duas ou mais espécies
de microalgas néo toxicas (principalmente Isochrysis galbana e Tetraselmis sp.) em
baixa densidade celular. Todos os bivalves adquiridos possuiam pequeno porte
(adultos jovens), visando minimizar a demanda por alimento e a troca d’agua, e
estes foram mantidos conforme descrito previamente durante alguns meses entre
2013 e o inicio de 2014, em paralelo aos cultivos de Pseudo-nitzschia estabelecidos
para uso nos experimentos.

Para a determinacéo das taxas alimentares em ostras, foi utilizado um cultivo
monoclonal de Pseudo-nitzschia calliantha, PSN 40, cujas células mediam 63,58 x
4,39 um (comprimento x largura), em média, no momento do experimento. Para o
experimento de alimentagdo com mexilhdes, foi utilizado outro cultivo do grupo P.
calliantha, PSN-41, com tamanho celular similar (64,33 x 4,59 um). Ambas as cepas
foram isoladas de aguas costeiras em Caiob4, Matinhos-PR e Canal do Linguado,
Sao Francisco do Sul-SC, respectivamente (ver capitulo 1). Por fim, para medir as
taxas de acumulo e detoxificacdo de AD, foi utilizada uma cepa conhecidamente
toxica de Pseudo-nitzschia multiseries, SOCAL-164 (77,41 x 4,85 um), proveniente
da California, EUA, e gentilmente cedida por Christopher Scholin e Holly Bowers

(Monterey Bay Aquarium Research Institute, Moss Landing, CA).

2.2.2 Taxas alimentares: clareamento e filtragéo

Todos os experimentos foram realizados em ambiente climatizado a 22 °C,
na sala de incubacgéo e cepério do Laboratério de Microalgas (LaMic), no Centro de
Estudos do Mar da Universidade Federal do Parand (CEM-UFPR). Baterias de
experimentos foram realizadas em momentos distintos para se medir as taxas
alimentares das espécies de mexilhbes P. perna e das ostras C. gigas e C.

brasiliana, expostas a 2 tratamentos cada: células de Pseudo-nitzschia em fase



41

exponencial (6-10 d de crescimento em cultivo) ou estacionaria (15-20 d),
totalizando 6 baterias experimentais.

Em preparagéo para os experimentos, os bivalves foram dispostos por 12-18
h em um aparelho multi-misturador para monitoramento de moluscos, desenvolvido
exclusivamente para experimentos como este (Figura 1). Durante este periodo de
aclimatacéo, foi fornecida a dieta experimental composta por cultivo de Pseudo-
nitzschia diluido em 10-12 L de agua do mar filtrada, salinidade 30, buscando atingir
uma densidade celular de ~4000 cél. mI™*. A suspenséo (dieta) foi armazenada em
um galédo-estoque (Fig. 1-a) com capacidade total de 50 L, onde era constantemente
misturada por aeracéo e distribuida por mangueiras de acrilico para o sistema de
camaras que continham os bivalves. O multi-misturador conta com seis camaras
cilindricas em acrilico, de 355 ml cada, dotadas de uma pa homogeneizadora
giratéria (Fig. 1-e), com velocidade regulavel, para evitar a sedimentacdo das
microalgas. Cada camara é munida de véalvulas de admissado (Fig. 1-c) e escape
(Fig. 1-d) de agua na sua porcdo superior, sendo a de admisséo ligada ao galéo-
estoque de microalgas e a de escape ligada um sistema receptor, de onde uma
bomba peristaltica (Gilson®, Miniplus Evolution) (Fig. 1-g) bombeia o escape de volta
ao galdo-estoque, promovendo a recirculacdo do sistema. O fluxo era ajustado por
meio de torneiras (Fig.1-b), resultando em uma vazao total de 178 ml min™, ou 44,6

ml min?, em média, por camara.
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Figura 1: Esquema ilustrativo do sistema utilizado nos experimentos de alimentagdo com bivalves: o
galdo-estoque (a), que contém cultivos de Pseudo-nitzschia, distribui a dieta por gravidade as
torneiras de ajuste do fluxo (b), que dai é conduzida a valvula de admisséo (c) das camaras
experimentais; a suspensdo é homogeneizada em cada camara pelas pas agitadoras (e), e
conduzida pelas vélvulas de escape (d) ao receptor (f), de onde a agua é recolhida e bombeada
através da bomba peristaltica (g) de volta ao galao-estoque.

Em cada experimento, bivalves medindo em média 25 mm de altura de
concha foram alocados em 5 camaras experimentais (réplicas), sendo 4 a 5
individuos por camara, com excecao da camara controle, que continha conchas
vazias para a quantificacdo da taxa de sedimentacdo ou ressuspensao das células
de Pseudo-nitzschia. Para a obtencdo da taxa de clareamento (TC), foi realizada a
amostragem de 5 ml de agua para quantificacdo da densidade celular inicial em
cada camara, seguida da interrupcao do fluxo de agua por um tempo que variou de
6 a 25 min para mexilhdes e 20 a 40 min para ostras. Tal diferenga no tempo de
incubacéo se deu em funcéo da velocidade de remocéo de células da coluna d"agua
ser notavelmente maior para mexilhdes. Ao final deste periodo, durante o qual os
bivalves permaneceram removendo as células suspensas na agua, novas amostras
foram coletadas de cada céamara, usando uma seringa, para contagem da
densidade celular final. A diferenca entre a concentracéo final e a inicial representou
a remocédo de particulas pela filtracdo dos bivalves, que foi finalmente somada a
sedimentacao celular. Esta ultima foi medida pela diferenca nas contagens (final —
inicial) da camara controle. A densidade celular foi quantificada nas amostras
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fixadas em solucdo de lugol acético (1%), por meio de contagem em camaras
Palmer-Maloney de 100 pl, sob microscépio 6tico (Olympus® BX41). A TC média por
individuo (ml min™ ind.™) foi obtida através da férmula (COUGHLAN 1969):

TC (ml min™ ind.™) = [(IogeC;i - 10geCy) - (I0geCci - 10geCei)] x (V x T nY)  (Eq.
1)
onde C; & a concentracdo celular inicial e C; a concentragdo final na camara
experimental, e C; e C séo, respectivamente, a concentracao inicial e final na
camara controle, V é o volume da camara, T € o tempo e n € 0 numero de animais
por camara.

Ao fim de cada experimento, os animais foram retirados das camaras,
medidos do umbo a borda da concha (altura de concha), dissecados e raspados das
conchas, para obtencdo do peso Umido e o peso seco dos tecidos moles em
balanca analitica de preciséo (Ohaus® Discovery). O peso seco foi obtido apds 24 h
em estufa de bancada FANEM® a 65 °C. Os valores de TC foram entdo
normatizados para um bivalve-padréo, calculado pela média dos pesos secos de
todos os bivalves utilizados no experimento (Wyq = 0,0203 g). A TC padronizada
(TCya) foi finalmente corrigida pela relagdo alométrica geral para bivalves (BAYNE;
NEWELL, 1983):

TCpa (Ml Min™ ind™) = (Wpa/Wexp)***® x TCexp (Eq.

2)
onde Wyq € peso seco padréo (médio), Wex, € 0 peso seco obtido na amostra
(camara) e TCexp € a taxa de clareamento obtida no experimento.

Em seguida, foi calculada a taxa de filtracdo (TF, cél. min™ ind. %), que
corresponde ao numero de particulas removidas da suspensado por unidade de
tempo e é obtida multiplicando-se a TC pela média geométrica entre a densidade
celular inicial e final ao longo do periodo de filtragéo:

TF = TC « med.geom. (C;; Cy) (Eq.3)

A comparacéo entre a TCyq das diferentes espécies de bivalves foi realizada
através de analise de variancia (ANOVA) bifatorial, considerando como fatores a
espécie de bivalve e a fase de crescimento das células de Pseudo-nitzschia
oferecidas em suspensao (exponencial ou estacionaria), seguida de teste de Tukey,
quando necessario. As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistica®
8.0 (Stat Soft, Inc.).
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2.2.3 Acumulo e depuracao de &cido domaico

Para investigar o acumulo e a detoxificacdo de AD, individuos de Perna perna
(n = 80) e Crassostrea ssp. (C. brasiliana, C. rizophorae e Crassostrea sp. em
proporcdo nao determinada) (n = 130) foram dispostos simultaneamente em
bandejas flutuantes, em um aquario com 100 L de agua do mar esterelizada, a 22
°C e salinidade 30. Depois de um periodo de 12 h de aclimatac&o, durante o qual os
bivalves receberam uma dieta ndo téxica composta pelo flagelado Isochrysis
galbana (10.000 cél. ml?), eles foram expostos por 23 h a uma dieta toxica
elaborada a partir de uma mistura de igual volume de 2 cultivos de P. multiseries
(volume total = 9 L) em fase exponencial e estacionaria de crescimento (8 e 14 d),
simulando uma floragcdo natural. Apds adicionar 150 ml da dieta toxica de P.
multiseries ao aquério para se obter uma densidade inicial de 1000 cél. ml™?, as
células que eram filtradas pelos bivalves foram repostas por meio do bombeamento
da dieta téxica a 5,5 ml min™, usando uma bomba peristaltica. A densidade celular
no aquario foi monitorada periodicamente a cada 2 h (exceto durante a madrugada)
por meio da tomada de amostras e contagens. Volumes adicionais (50 a 150 ml)
foram acrescentados ao aquario no inicio da manhd e sempre que uma queda
acentuada na densidade celular era verificada ao longo do dia. Finalmente, a
concentracao intracelular de toxinas foi mensurada em amostras (n = 3) de 50 ml do
estoque da dieta téxica, que foram filtradas em filtros Whatman® GF/C (25mm de
diametro e 1,2um de porosidade) e armazenadas a -20 °C até o momento da
analise por HPLC-UV, conforme descrito mais adiante.

Durante o periodo de acumulo de toxinas, amostras aleatérias (n = 3) de
cada uma das espécies de bivalve, compostas por 4 ostras ou 2 mexilhées cada,
foram retiradas apos 2, 6, 12 e 23 h de exposicdo as células toxicas.
Adicionalmente, amostras iniciais de bivalves foram coletadas imediatamente antes
do inicio do experimento (0 h). Todas os bivalves amostrados foram dissecados,
pesados e armazenados a -20 °C até o0 momento do processamento para a analise
do contetdo acumulado de toxinas. Apds o tempo de exposi¢do as células toxicas,
os bivalves remanescentes foram remanejados para outro aquario livre de toxinas,
onde foram alimentados com uma dieta ndo-téxica (1000-10,000 cél. I. galbana ml™;
didmetro médio 5 pm) por um periodo de 168 h, durante o qual amostras de bivalves
foram tomadas apés 3, 8, 25, 72 e 168 h do inicio do periodo de depuracéo, e
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processadas conforme descrito anteriormente. Durante a depuracédo, a densidade
celular de I. galbana foi monitorada 3 vezes ao dia.

O AD foi extraido das amostras com adigcdo de metanol 50% na proporcao de
4 ml : 1g de tecido, seguido de ruptura/desmembramento dos tecidos por sonda de
ultrassom (Cole Parmer® Ultrassonic Processor) a 14 KHz, por 3 min, com pulsos de
3 s e intervalos de 1 s. O produto da lise por ultrassom foi centrifugado a 3200 rpm
por 15 min, e 1,5 ml do sobrenadante foi passado por filtros de seringa (0,22 pm
porosidade), e armazenado em vials de vidro ambar para analise por HPLC-UV.

A analise de HPLC-UV foi realizada por meio de corrida isocrética e deteccéo
por UV em 242 nm, usando fluxo de 1ml min™, a 40°C, em colunas C-18 (250 x 4,6
mm; 5 ym), com volume de injecdo de 40 pl, seguindo método harmonizado da
Unido Europeia (EURLMB, 2008). As concentracdes de AD obtidas (ug ml™) foram
multiplicadas por 5 (fator de diluicdo dos extratos) e obteve-se a concentracdo de
toxina, em pg g™, para cada espécie de bivalve ao longo do experimento. A taxa de
detoxificagcao foi obtida pela aproximacéo a curvas exponenciais das concentracdes
de AD durante a segunda fase do experimento (depuracdo). Nesta etapa, todos 0s
valores foram acrescidos do limite de deteccéo do método (0,075 pg g™), para evitar
gue valores iguais a zero fossem atribuidos as concentracdes ndo detectaveis de
AD.

2.3 Resultados
2.3.1 Taxas alimentares: clareamento e filtrag&do

As taxas de clareamento padronizadas por unidade de peso (TC,q) de
individuos de C. brasiliana expostos a células de P. calliantha nas fases estacionaria
(1,42 ml min™*) e exponencial de crescimento (1,32 ml min™) foram equivalentes e
similares aquelas de individuos de C. gigas (1,43 ml min™ na fase estacionaria e
1,70 ml min™ na exponencial) (Tabela 1). As TCpq de mexilndes P. perna foram
aproximadamente o dobro daquelas das ostras (4,08 ml min™ na fase estacionaria e
3,44 ml min * na exponencial). Segundo a ANOVA (Tabela 2), houve diferencas
significativas entre as TCyq's das diferentes espécies de bivalves utilizadas (p <
0,001), sendo a diferenga decorrente dos valores significativamente superiores
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medidos para os mexilhdes P. perna em comparacdo a ambas espécies de ostras (p
= 0,0002 nos dois casos; Tukey); as TCpq's das ostras C. gigas e C. brasiliana néo
foram significativamente diferentes entre si (p = 0,889). Além disso, ndo houve
diferengca em decorréncia das fases de crescimento das células oferecidas como
dieta (p = 0,632), nem da interacdo entre fases de crescimento e espécies de
bivalves (p = 0,521). As taxas de filtracdo padronizadas por unidade de peso (TFpq),
produto da TCy,y e da densidade de células utilizada em cada bateria de
experimentos, variou de cerca de 1100 a 3500 cél. min™ ind.™ para ostras e de 2300
a 5000 cél. min™ ind.™ para mexilhdes (Tabela 1).

Tabela 1: Taxas (média + erro padréo) de clareamento (TC,q) e de filtragdo (TC,q) padronizadas por
individuo de peso médio (células min™ ind.'l) para as diferentes espécies de bivalves expostas a
células de Pseudo-nitzschia calliantha em fase exponencial ou estacionaria de cultivo.

Espécie Fase TChpd TFpd

C. gigas Exponencial 1,70 £ 0,45 2858 £ 594
C. gigas Estacionéria 1,43 +£0,39 3516 £ 514
C. brasiliana  Exponencial 1,32 +0,35 2996 + 460
C. brasiliana  Estacionaria 1,42 £ 0,39 1105 + 514
P. perna Exponencial 3,44 £ 0,35 2268 + 460
P. perna Estacionaria 4,08 £ 0,39 4982 + 514

Tabela 2: Resultado da andlise de variancia (ANOVA) para as taxas de clareamento padronizadas
por individuo de peso médio entre espécies de hivalve, entre fases de crescimento das células de
Pseudo-nitzschia calliantha usadas como dieta, e a interagéo entre os dois fatores.

gl. SS MS p valor F valor
Intercepto 1 120,967 120,967 1,6 x 10 198,7212
Espécies 2 30,321 15,160  0,000005 24,9051
Fases 1 0,144 0,144  0,632138 0,2367
Espécies * Fases 2 0,821 0,410 0,521301 0,6743
Erro 19 11,566 0,609
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2.3.2. Acumulo e depuracéo de &cido domaico

A administracdo da dieta monoalgal composta por células de P. multiseries,
com toxicidade média de 0,290+ 1,06 pg. cel™, manteve a concentracdo celular
entre 550 a 1180 cél. mI™* durante a fase de contaminacéo do experimento (Fig. 2).
Posteriormente, a concentracéo celular de I. galbana variou entre 1000 e 10.000 cel.
ml™ (Fig. 3) durante as 148 horas de depuracdo do experimento.

Os niveis acumulados de AD em Crassostrea spp. atingiram o pico maximo
(4,54 + 1,86 pg AD g™) apds 23 horas de exposicéo as células toxicas (Fig. 4), com
taxa de acumulo de 0,20 ug AD g™ h™. Mexilhdes P. perna ndo apresentaram niveis
detectaveis de AD (limite de deteccdo: 0,075 pg g) durante todo o experimento.

A eliminacdo de AD em Crassostrea spp. se deu de forma exponencial,
sendo mais acelerada nas primeiras horas, atingindo 1,95 + 0,73 ug AD g* apés 3 h
de depuracdo, e demorando até 168 h para reduzir os niveis de toxinas a
concentragbes abaixo do limite de deteccdo do método (Fig. 5). A taxa de
detoxificacdo exponencial durante todo o periodo de depuracdo foi de 0,021 h™.

Naturalmente, ndo se pode descrever a taxa de detoxificagéo por P. perna.

Fornecimento de Pseudo-nitzschia multiseries
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Figura 2: Densidade celular (em escala logaritmica) de Pseudo-nitzschia multiseries oferecida aos

bivalves ao longo da fase inicial (contaminacdo) do experimento de acumulo e detoxificacdo de acido
domodico.
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Fornecimento de Isochrysis galbana

= 100000
10000

o W

100

10

Abundéncia celular (cel.ml| -

1

0 50 100 150 200

Tempo (h)

Figura 3: Densidade celular (em escala logaritmica) de Isochrysis galbana oferecida aos bivalves ao
longo da fase final (depuracao) do experimento de acumulo e detoxificagdo de acido domaico.
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Figura 4: Concentracéo de acido domadico (AD) acumulado nos tecidos vivos de ostras Crassostrea
spp. e mexilhBes Perna perna durante as fases de contaminacéo e depuracdo de um experimento
em laboratério. Mexilhdes ndo acumularam niveis detectaveis de AD (limite de deteccdo = 0,075 ug

g?).
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Figura 5: Concentracdo de &cido domodico (AD) nos tecidos vivos de ostras Crassostrea spp. e
mexilhdes Perna perna durante a fase de depuragcdo de um experimento em laboratdrio. Mexilhdes
ndo acumularam niveis detectaveis de toxina (limite de deteccdo = 0,075 pg g'l). A funcéo
exponencial que representa a detoxificacdo de AD por ostras, bem como seu R?, estdo apresentados
(taxa de detoxificacdo exponencial = 0,021 h™).

2.4 Discussao

Dentre as espécies de bivalves cultivaveis no sul do Brasil investigadas no
presente estudo, a taxa de clareamento sob o fornecimento de dietas exclusivas de
Pseudo-nitzschia spp. foi superior em mexilhdes P. perna do que em ostras
Crassostrea gigas e C. brasiliana. Naturalmente, se esperaria que a taxa de
acumulo das toxinas produzidas por estas microalgas, o acido domaico (AD) fosse
também mais elevada em mexilhfes, entretanto, o que se observou neste estudo foi
o acumulo de até ~5 pg AD g™ de tecido fresco em ostras Crassostrea spp. apos 23
horas de exposicao a células toxicas de P. multiseries, enquanto que mexilhdes P.
perna acumularam a toxina em niveis abaixo do nivel de detec¢cdo do método de
HPLC-UV usado neste experimento (0,075 pg g*). Métodos mais sensiveis de
deteccdo, como por exemplo aqueles que fazem uso da espectrometria de massas
(LC-MS/MS) (e.g. MAFRA et al., 2009c), serdo aplicados futuramente a estas
amostras com o intuito de se detectar e quantificar niveis de AD abaixo do nivel

detectavel nesse experimento.
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A taxa especifica de clareamento € um fator determinante na ingestdo e
assimilacao de toxinas por bivalves expostos a altas densidades de células toxicas.
Apesar disso, somente uma maior taxa de clareamento n&o sustenta a afirmacéo de
gue o nivel téxico encontrado serd maior em uma dada espécie de bivalve, como
visto no presente estudo. Fatores como a selecdo alimentar pré-ingestiva, mais
eficiente em algumas espécies de bivalves como as ostras do género Crassostrea
(MAFRA et al., 2010b), a taxa de depuracéo especifica, que pode ser elevada em
alguns mitilideos e ostras (BLANCO et al., 2002b; MAFRA et al., 2010a), a
composicdo do séston, que pode influenciar na taxa de filtracdo (VELASCO e
NAVARRO, 2005), entre outros, afetam o aporte de toxinas, seu tempo de retencéo
nos tecidos dos bivalves e, consequentemente, o acumulo de toxinas no individuuo.
No presente estudo, o balanco entre os processos da ingestdo, assimilacdo e
eliminacdo de toxinas mostrou comportamento distinto entre o0s bivalves
investigados, conforme discutido adiante.

Os fatores interespecificos sdo os mais pronunciados diferenciais nas taxas
de acumulo e detoxificacado de toxinas algais em moluscos bivalves. Espécies como
a vieira Pecten maximus elimina AD lentamente de seus tecidos, retendo grandes
concentracfes da toxina por periodos prolongados de tempo (WOHLGESCHAFFEN
et al., 1992; BLANCO et.al., 2002a). Por sua vez, mexilhdes Mytillus edulis eliminam
a toxina rapidamente (NOVACZEK et al.,1992) e ostras Crassostrea virginica de
porte comercial, apesar de eliminarem AD mais lentamente que mexilhdes M. edulis,
acumulam concentracdes inferiores de toxinas por apresentarem uma menor taxa
de ingestdo de células téxicas de Pseudo-nitzschia, o que por sua vez se deve a
menor taxa de clareamento e uma maior capacidade de selecionar as particulas
alimentares antes da ingestdo, eliminando preferencialmente longas células e
cadeias de células de Pseudo-nitzschia (MAFRA et al., 2010Db).

O balanco entre as taxas de assimilacao e de depuracao especificas de AD
podem explicar o menor acumulo desta toxina em P. perna em relacdo a
Crassostrea spp. no presente estudo. A taxa de depuracdo dos mexilhdes foi
provavelmente mais elevada do que a de assimilacdo do AD, jA& que estes
organismos demonstraram uma maior capacidade de filtracdo de células de
Pseudo-nitzschia e mesmo assim registraram menores concentracoes de toxinas
em relagdo as ostras. Tendo em vista que as concentragdes médias de AD e a
densidade celular a que os bivalves foram expostos (0,290 + 0,106 pg DA cél.; 550-
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1180 cél. mI™) ndo representariam uma floracdo altamente toxica, o processo de
detoxificacdo pode ter sobreposto a taxa de assimilacdo dos mexilhfes, ao menos
até os niveis detectaveis pelo método de HPLC-UV utilizado, que € voltado para o
monitoramento de concentraces de AD préximas ao nivel regulatério (20 pug g™).

O tamanho da particula é outro elemento que influencia na taxa de ingestéao
especifica e pode contribuir para um acumulo diferencial de toxinas em diferentes
espécies de bivalves. Dupuy et al. (2000) demonstraram em experimentos in situ
gue ostras Crassostrea gigas ndo sao eficientes em reter particulas de porte menor
de 5 um. Adicionalmente, Mafra et al. (2010a) relataram uma taxa de acumulo de
AD entre 3 e 7,5 x menores em ostras C. virginica do que em mexilhdes M. edulis,
guando alimentadas com células de Pseudo-nitzschia de aproximadamente 24 um,
mas quando alimentadas com células maiores que 70 um, as taxas de acumulo
foram até 70x menores do que as de mexilhdes; um aumento de até 10 vezes no
acumulo de AD relacionado ao tamanho celular, a 12 °C. Sendo assim, 0s baixos
niveis de AD acumulados em ostras Crassostrea spp. (max. ~5 pg g*) no presente
estudo podem ser explicados ndo somente pela moderada toxicidade das
microalgas fornecidas, mas também pela provavel rejeicdo pré-alimentar de células
de P. multiseries nas pseudofezes, ja que as células fornecidas possuiam
comprimento médio de 77,41 + 1,41 um, que é superior ao tamanho limite (68 um)
para uma ingestdo eficiente por ostras do género Crassostrea (MAFRA et al.,
2009b).

N&o ha, até o presente momento, outros estudos que tenham quantificado o
acumulo e a depuragédo de AD em mexilhdes marrons P. perna, ja que os mexilhdes
utilizados em trabalhos desta natureza sdo normalmente do género Mytillus,
ocorrentes em regides de altas latitudes. Entretanto, Hawkins et al. (1998),
reportaram taxas alimentares superiores em mexilhdes da Malasia (Perna viridis)
em relacdo a quatro espécies de ostras tropicais, o que corrobora a expectativa de
gue mexilhdes do género Perna acumulem niveis elevados de toxinas. Entretanto,
no presente estudo, as taxas de detoxificacdo de AD foram presumidamente mais
rapidas do que sua assimilacdo. De fato, a taxa de depuracdo medida em mexilhdes
do género Mytilus é a mais elevada dentre os bivalves ja testados, ainda que uma
pequena concentracdo residual de AD, com maior tempo de residéncia e

normalmente retida no trato digestivo e nos rins (NOVACZEK et al., 1992), seja



52

comumente reportada em M. edulis (NOVACZEK et al., 1991; WOHLGESCHAFFEN
et al.,, 1992). Stewart (2008) propdés um mecanismo de depuracdo altamente
eficiente, envolvendo a presenca de bactérias no trato digestivo de M. edulis, o que
deve ser melhor investigado nesta e em outras espécies de mexilhbes, como P.
perna.

O principal resultado alcancado pelo presente estudo, ou seja, as maiores
taxas de acumulo de AD observadas nas ostras a despeito de suas menores taxas
de clareamento, pode contribuir para um planejamento integrado de proibicéo
diferencial do comércio e despesca de bivalves em um evento de floracédo toxica de
Pseudo-nitzschia spp., ndo justificando um fechamento “as cegas” do comércio para
todas as espécies de bivalves em uma area afetada. A implantacao de tanques de
depuragcéo em propriedades ou cooperativas de maricultura auxiliaria ainda mais a
manutencdo do comércio de bivalves durante periodos nos quais haja a presenca
de AD no ambiente natural.

Demais estudos devem ser realizados buscando uma comparagdo mais
precisa entre as taxas de acumulo e depuracdo entre as espécies C. gigas e C.
brasiliana, avaliando uma possivel vantagem comercial de uma espécie no que diz
respeito ao acumulo de toxinas. Estudos que verifiqguem a resposta de ambas as
espécies a um evento de floracdo mais toxica de Pseudo-nitzschia devem ser
conduzidos, trazendo mais conhecimento sobre as espécies de bivalves comerciais
brasileiras, e enriguecendo a base de dados que orientem o monitoramento de
toxinas e prevencdo de episodios de ASP nas areas de cultivos de moluscos
bivalves no Brasil.

Considerando (i) as concentragdes baixas a medianas de AD acumuladas por
ostras Crassostrea spp. e mexilhdes P. perna expostos por um curto prazo a uma
floracdo moderadamente toxica de P. multiseries simulada em laboratério (presente
estudo), a baixa toxicidade de cepas de Pseudo nitzschia encontradas no sul do
Brasil (capitulo 1), e o registro de apenas um evento de floragdo onde se observou o
acumulo de niveis de AD acima de 20 pug AD g™ no ambiente natural (FERNANDES
et al., 2013), o risco para a ocorréncia de eventos de ASP pode ser considerada
baixa nesta regido. Entretanto, 0 monitoramento da presenca de toxinas ndo deve
ser descartado em face a severidade dos sintomas desencadeados por intoxicacfes
desta natureza, e por ser esta a ferramenta mais eficaz na prevengdo e na

minimizagdo do impacto de uma possivel floracao toxica em areas de maricultura.
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CONSIDERACOES FINAIS

e O estudo da presenca e diversidade de espécies potencialmente toxicas de
Pseudo-nitzschia no plancton se faz necessario para a melhor compreensao
da sua distribuicdo e da ameaca que este género pode representar para a
maricultura e para a saude humana em regides produtoras de moluscos
bivalves. Da mesma forma, a avaliacdo das respostas alimentares e das
taxas de acumulo e eliminacdo de toxinas por espécies comerciais de
bivalves auxilia na avaliagdo do risco de ocorréncia de intoxicacbes em tais
regioes;

e Apesar de baixa, a toxicidade das células de Pseudo-nitzschia calliantha e
Pseudo-nitzschia multiseries cultivadas no presente estudo, assim como a

presenca de espécies potencialmente tdxicas na regido, juntamente com o
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fato de uma floracdo dominada por P. pseudodelicatissima em 2009 ter sido
associada a niveis de toxinas acima do limite regulatério (20 pug AD g*) em
SC (FERNANDES et al., 2013), endossam a afirmativa de que o
monitoramento da ficotoxina amnésica nestas areas deve ser continuamente
executado, visto a baixa previsibilidade de uma floracéo;

Com base nos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que as baixas
taxas de acumulo de AD reportadas em bivalves expostos a floracdes
simuladas de pequena a moderada toxicidade advém de diferencas
interespecificas nas taxas alimentares e provavelmente na afinidade com a
toxina. A rapida depuracdo de AD por ostras Crassostrea gigas e C.
brasiliana e, provavelmente, por mexilhdes Perna perna expostos a toxina
neste trabalho, demonstra que as perdas econdmicas causadas por uma
floragéo de baixa durabilidade n&o seriam um fator que poderia impor uma
ameaca ao setor produtivo de bivalves no sul do Brasil;

Estudos que relacionem as respostas fisioldgicas de producdo de toxina sob
condicBes diversas de estresse em diatomaceas do género Pseudo-nitzschia
devem ser conduzidos para se obter um espectro mais amplo de respostas,
aumentando assim a previsibilidade do potencial toxico de uma floracdo de
Pseudo-nitzschia spp. frente aos fatores ambientais dominantes. Do mesmo
modo, também se fazem necessarias observacdes adicionais acerca das
taxas de acumulo de AD por bivalves expostos a maiores niveis téxicos, junto
da simulacéo ou verificacdo in situ da influéncia de variaveis ambientais no
acumulo desta toxina. Tais informacfes poderdo contribuir para que se
construa uma base de conhecimento solida sobre a relacdo das espécies de
bivalves comercialmente cultivadas no Brasil com a presenca de ficotoxinas
no ambiente natural;

Finalmente, a contribuicdo deste trabalho, na forma de visualizacdo de novos
itens dentro de uma Analise do tipo STOW (Fortalezas, ameacas,
oportunidades e fraguezas) para a malacocultura no sul do Brasil, é reportada

abaixo (textos sublinhados se referem as novas contribuigdes):
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Fortalezas (pontos positivos intrinsecos do setor): boa aceitagcdo do

produto e produtividade na regido, uso de espécies nativas, diretrizes para

0 monitoramento de ficotoxinas:

Fraguezas (Pontos negativos intrinsecos do setor) Pouca exportacéo,

pouco habito de consumo fora do litoral, necessidade de transporte do

produto fresco, _bivalves sensiveis as condicdes da agua;

Oportunidades (Fatores positivos externos a producdo e possibilidades
de melhorias): Extensas areas proprias para cultivo ao longo da costa do
Brasil, desenvolvimento de turismo gastronémico, possibilidade de

exportacdo de espécies nativas, possibilidade de ampliacdo e oficializacédo

do monitoramento de ficotoxinas;

Ameacas (fatores externos que podem vir a prejudicar o setor): Mudancas
climaticas, presenca de parasitas ou epibiontes que afetem a producéao,

condicdo sanitaria da agua desfavoravel, floracbes de microalgas nocivas,

fechamento comercial por presenca de ficotoxinas.
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ANEXOS
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Anexo 1: Cromatogramas (a-c) e espectros de absorcdo de UV (d-f) de uma solugéo padréo de AD a
0,5 pug mi™* (a, d), uma amostra de um cultivo-estoque de Pseudo-nitzschia multiseries (“E2”) usado
no experimento de acumulo/detoxificacdo (b, €) e uma amostra de tecido fresco de ostras apds 12
horas de acumulo de toxinas (“OS-12h) durante exposigdo a células toxicas (c, f).



