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RESUMO

Morfotaxonomia e toxicidade de espécies de Raphidophyceae (Ochrophyta) do Rio de
Janeiro e Santa Catarina

Suema Branco

Dra. Mariangela Menezes

Dr. Luis Antonio de Oliveira Proenca

Resumo de dissertacdo de Mestrado submetido ao Programa de Pé6s-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas (Botanica), Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como
parte dos requisitos necessarios a obtengéo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Botéanica).

A classe Raphidophyceae caracteriza-se principalmente pelas células nuas com dois flagelos
heterodinamicos e citoplasma diferenciado em uma regido ectoplasmastica e uma endoplasmatica.
Apresenta ampla distribuicdo e algumas espécies sdo nocivas a biota aquatica. O presente trabalho
apresenta o estudo morfotaxonémico e sobre a toxicidade de quatro espécies de Raphidophyceae
(Chattonella subsalsa, C. marina var. antiqua, Heterosigma akashiwo e Fibrocapsa japonica)
isoladas da Baia de Guanabara (RJ) e em Santa Catarina (SC). Além disso, apresenta um estudo de
caso sobre floragdes recorrentes de H. akashiwo registradas no periodo de marco de 2007 a mar¢o
de 2008 na Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ), avaliando a influéncia de alguns fatores abioticos na
formagéo das floracGes e investigando a presenca de brevetoxinas em uma floragdo. As cepas
foram mantidas em meio de cultivo f/2 sem silica, temperatura de 21-23 C°, irradiancia de 70
umol fotons.m?s™, fotoperiodo de 12 horas e salinidade variando de 20 a 30. A analise
morfoldgica e taxondmica foi realizada com base em dados de estrutura (microscopia 6tica) e de
ultrastrutura (microscopia eletrénica de transmissdo). Procedeu-se, também, analise de biologia
molecular com base nas sequéncias de rRNA 26S (LSU e ITS) em dois isolados de Chattonella. A
toxicidade foi avaliada a partir de testes hemoliticos com a incubacdo de eritrocitos de coelho em
diversas concentracGes de extratos das cepas e a hemolise foi lida por absorbancia em 540nm. As
células mantidas sob cultivo mostraram morfologia como as descrita em literatura. Dentre as
quatro espécies, C. marina var. antiqua foi a que mostrou maior variacdo de tamanho e forma
celular, podendo ser confundida com outras espécies desse género se observada apenas as formas
jovens. Os dados morfométricos e ultraestruturais diacriticos aplicados na separagéo entre as duas
espécies de Chattonella (C. marina var. antiqua e C. subsalsa) isoladas foram corroborados pelos
dados de biologia molecular, confirmando a identidade taxonémica de ambos os taxons. O
resultado do teste hemolitico foi positivos para as quatro cepas, sendo F. japonica a que
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apresentou maior atividade hemolitica. As floracGes de H. akashiwo na Lagoa Rodrigo de Freitas
apresentaram densidades que variaram de 1,6 x 10° a 4 x 10% cel.L™ e estiveram restritas ao Canal
do Piraqué. As elevadas abundancias de H. akashiwo estiveram associadas aos baixos valores de
salinidade e profundidade do canal (p < 0,05), parecendo determinar a formacéo de floracdes
restritas a esse compartimento da lagoa. Ndo se observou mortalidade de peixes associada aos
eventos de floragOes, tampouco foi detectada a presenca de brevetoxinas no extrato celular obtido
a partir da floracdo ocorrida em marcgo de 2007.

Palavras chave: Raphidophyceae, Chattonella, Heterosigma, Fibrocapsa, Morfologia,
Taxonomia, Toxicidade, Floragoes.

Rio de Janeiro
Fevereiro 2012



ABSTRACT

Morphotaxonomy and toxicity of Raphidophyceae (Ochrophyta) isolated from Rio de

Janeiro and Santa Catarina

Suema Branco

Dra. Mariangela Menezes

Dr.Luis Antdnio de Oliveira Proenca

Abstract de Dissertacdo de Mestrado submetido ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas (Botanica), Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Botanica).

The class Raphidophyceae is mainly characterized by naked cells with two heterodynamic flagella
and cytoplasm divided into ectoplasmatic and endoplasmatic regions. The class presents a wide
word distribution and some species are harmful to aquatic biota. This dissertation deals with the
morphotaxonomical and toxicity studies on four Raphidophyceae species (Chattonella subsalsa,
C. marina var. antiqua, Heterosigma akashiwo and Fibrocapsa japonica) isolated from Rio de
Janeiro and Santa Catarina states. Moreover, this work presents a case study on recurrent blooms
of H. akashiwo registered from March 2007 to March 2008 in the Rodrigo de Freitas Lagoon (RJ),
evaluating the influence of some abiotic factors that triggers the bloom and investigating the
presence of a brevetoxins in one bloom. The strains were maintained in f/2 culture medium
without silica, at of 21-23 °C, 70 umol photon.m™?.s™ on a 12:12h light/dark cycle and salinity
ranging from 20 to 30. The taxonomic and morphological analysis was based on structure (optical
microscopy) and ultrastructure (transmission electron microscopy) data. The molecular analysis of
the 26S rRNA sequences (ITS and LSU) was done in two strains of Chattonella. Toxicity was
assessed using hemolytic tests with the incubation of rabbit erythrocytes in different
concentrations of strains extracts. The hemolysis was read by absorbance at 540 nm. Cells
maintained in culture showed morphology as described in the literature. Among the four species,
C. marina var. antiqua showed the greatest variation in cell size and shape and the young forms
this species may be confused with other species of this genus. The ultrastructural and
morphometric diacritic data used to distinguish between the two species of Chattonella (C. marina
var. antiqua and C. subsalsa) were corroborated by data from molecular biology, confirming the
taxonomic identity of both taxa. The hemolytic test results were positive for four strains, with F.
japonica showing the highest hemolytic activity. The H. akashiwo blooms at Rodrigo de Freitas
Lagoon had densities ranging from 1.6 x 10° to 4 x 108 cell.L™* and they were restricted to the
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Piraqué Channel. The high abundances of H. akashiwo were associated with low values of salinity
and depth of the channel (p <0.05), this seemed to restrict the blooms to this compartment of the
lagoon. Fish mortality was not observed during the bloom events and brevetoxins was not detected
in the cell extract obtained from the bloom on March 2007.

Keywords: Raphidophyceae, Chattonella, Heterosigma, Fibrocapsa, Morphology, Taxonomy,
toxicity, Blooms.

Rio de Janeiro

Fevereiro 2012
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. CARACTERIZAGAO DA CLASSE RAPHIDOPHYCEAE

A classe Raphidophyceae (Ochrophyta) caracteriza-se pelas células nuas, isto €, auséncia de
revestimento externo a membrana celular, e pelos dois flagelos heterodindmicos que emergem de
uma depressdo rasa apical ou subapical, sendo o maior com mastigonemas e direcionado para
frente, e o menor liso direcionado para tras (Hallegraeff e Hara 1995). A auséncia de um
revestimento externo rigido resulta na desintegracdo ou deformacdo das células na presenca de
solucgdes preservativas, 0 que inviabiliza, em geral, a identificacdo de material fixado (Throndsen
1993; Hargraves e Maranda 2002).

A reproducdo usualmente é por divisdo vegetativa longitudinal, porém ha registros de
sexualidade na classe, tanto em populacgdes naturais como em cultura, com ciclo de vida dipléntico
(Cronberg 2005; Figueroa e Rengefors 2006). Esse ciclo de vida inclui a formacéo de cistos, que
em geral se depositam nos sedimentos (Nakamura et al. 1990). Entretanto, os resultados
observados em representantes de ambiente marinho sdo contraditorios no que diz respeito a fusao
celular e como/onde ocorre a meiose e a diploidizacdo (Imai et al. 1998), quando comparados
aqueles registrados para os representantes de agua doce (Cronberg 2005; Figueiroa e Rengefors
2006).

Esta classe é formada por cinco géneros marinhos e trés géneros de dgua doce. Os géneros
marinhos, com excecdo de duas espécies de Haramonas Horiguchi (H. viridis Horiguchi &
Hoppenrath e H. pauciplastida Yamaguchi, Hoppenrath, Takishita & Horiguchi) e o género
Chlorinimonas Yamaguchi, Nakayama, Murakami & Inouye, apresentam fucoxantina como
principal carotenoide o que lhes proporciona coloracdo amarela ou amarela acastanhada, enquanto
0s géneros de agua doce, juntamente com o género Chlorinimonas e as duas espécies de
Haramonas apresentam diatoxantina como principal carotendide conferindo-lhes coloracao
esverdeada (Yamaguchi et al. 2010a).

Diversas espécies marinhas e a espécie de agua doce Gonyostomum semem (Ehrenberg)
Diesing podem formar flora¢des, fendmeno que consiste em um aumento do numero de individuos
da populagdo em curto espaco de tempo (Imai et al. 1998; Tiffany et al. 2001; Pg¢czuta 2007,
Shikata et al. 2008; Rengefors et al. 2008; Yamaguchi et al. 2010b). Além disso, algumas espécies
formadoras de floracdo com capacidade de producéo de cistos podem permanecer no sedimento,
constituindo um risco potencial para a iniciacdo de futuras floragoes (Itakura et al. 1996; Imai e
Itakura 1999; Cronberg 2005).



Seis tdxons marinhos (Chattonella globosa Hara & Chihara, C. marina (Subrahmanyan)
Hara & Chihara, C. marina var. antiqua (Hada) Demura & Kawachi, C. subsalsa Biecheler,
Fibrocapsa japonica Toriumi & Takano e Heterosigma akashiwo Hada ex Hara & Chihara) estéo
na lista de espécies toxicas elaborada pela IOC (Intergovernmental Oceanographic Commission of
UNESCO). Essas espécies tém sido reportadas entre as que provocam as maiores mortandades de
peixes em vérias partes do mundo, causando grandes perdas econdémicas principalmente para
maricultura (Khan et al. 1997; Tiffany et al. 2001). Estudos mostram que a morte de peixes esta
associada a producdo de brevetoxinas e analogos (Khan et al. 1996; Haque e Onoue 2001),
compostos hemoliticos (Fu et al. 2004a; Bell et al.2007) substancias reativas ao oxigénio (Oda et
al. 1997) e muco que provoca uma anoxia mecanica (Bourdelais et al. 2002).

1.2. JUSTIFICATIVA

As rafidoficeas séo reportadas mundialmente como formadoras de floragGes, na maioria dos
casos associadas a mortandades de peixes (Imai et al. 1998; Tiffany et al. 2001; Hiroishi et al.
2005; Kempton et al. 2008), e muitas delas sdo comuns em sistemas costeiros brasileiros
(Bergesch e Odebrecht 2001; Mafra et al. 2006). Embora as floracdes sejam consideradas
fendmenos naturais, estes eventos tem incrementado em intensidade e em distribuicdo geogréfica
nas trés Ultimas décadas, principalmente floragdes ocasionadas por fitoflagelados. O aumento nas
floracBes estd relacionado ao enriquecimento nutricional das aguas costeiras em escala global
(Smayda 1989). Por sua vez, a expansdo da ocorréncia de floracdes de algas potencialmente
nocivas (FANS), que causam algum tipo de dano ao homem ou ao ambiente, pode estar associada
ao crescente impacto antropogénico sobre as areas costeiras, devido a alteracbes ambientais,
introducdo de espécies exdticas entre outros (Hallegraeff 1998; Cloern 1996; Hallegraeff 1993,;
Smayda 1990).

De um modo geral, os flagelados marinhos da costa brasileira, principalmente aqueles que
ndo possuem um revestimento rigido, como as rafidoficeas, sdo pouco conhecidos (Bergesch e
Odebrecht 2001). No Brasil, pelo menos um caso de mortandade de peixes foi associado a uma
floracdo de H. akashiwo em um evento que ocorreu na Baia de Guaraquegaba, complexo estuarino
de Paranagud, no verdo de 2001 (Proenca e Fernandes 2004). Outras floragdes de rafidoficeas
foram observadas na costa do Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Odebrecht et
al. 2002; Proenca 2005).

Apesar de ampla distribuicdo geogréfica, ndo existem estudos taxonémicos tampouco
toxinologicos de representantes marinhos de Raphidophyceae no Brasil. Mesmo na América do
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Sul, ha apenas um estudo realizado em H. akashiwo com base em material oriundo do Chile por
Parra et al. (1991). A escassez de estudos ocorre principalmente em decorréncia da necessidade da
analise de material vivo, utilizacdo de técnicas especiais para a sua correta identificacdo

taxonémica e do reduzido numero de especialistas neste grupo de algas.

1.3. OBJETIVOS
Geral

Estudar a morfotaxonomia e a toxicidade de espécies de Raphidophyceae da costa dos estados

do Rio de Janeiro e Santa Catarina.
Especificos

e Analisar a variagdo morfoldgica na populagdo natural e em cultivo dos caracteres

diacriticos utilizados na identificacdo dos representantes da classe Raphidophyceae.

e Avaliar a identidade taxondmica das cepas isoladas durante o estudo com base em dados
de biologia molecular.

e Detectar a presenca de atividade hemolitica nas cepas de Raphidophyceae isoladas e

comparar a atividade hemolitica entre as cepas de Raphidophyceae isoladas.

e Caracterizar a morfologia de populacdes naturais de H. akashiwo observadas durante

eventos de floracdo na Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ.

e Verificar a influencia de fatores abidticos nas floracGes recorrentes de H. akashiwo na

Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ.

e Verificar a produgdo de brevetoxina em um evento de floragdo de H. akashiwo na Lagoa
Rodrigo de Freitas, RJ.

e Subsidiar trabalhos voltados a citologia, genética, ecologia, fisiologia, bioquimica, assim
como 0 monitoramento costeiro, que demandem a identificacdo taxonémica de

representantes da classe Raphidophyceae.



1.3. ESTRUTURACAO DA DISSERTACAO

Os estudos realizados durante o desenvolvimento dessa dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de trés capitulos. O capitulo 3 ja foi submetido a revista Brazilian Journal of Biology e os
demais estdo em processo de preparacdo para submissdo visando as respectivas publicacGes. A

discriminacdo de cada capitulo segue abaixo:

O CAPITULO 1 discute a taxonomia dos quatro isolados dos géneros Chattonella, Heterosigma e
Fibrocapsa, reunindo dados morfoldgicos de estrutura (microscopia Otica) e de ultrastrutura
(microscopia eletrénica), além de dados de biologia molecular com base em LSU e ITS de dois

isolados de Chattonella;

O CAPITULO 2 avalia a toxicidade dos quatro isolados dos géneros Chattonella, Heterosigma e

Fibrocapsa através da atividade hemolitica e compara a toxicidade dos extratos de cada cepa;

O CAPITULO 3 aborda aspectos morfoldgicos em microscopia 6tica e eletrénica de transmissdo
de floragbes recorrentes de Heterosigma akashiwo registradas no periodo de marco de 2007 a
mar¢o de 2008 no Canal do Piraqué, Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ), avaliando a influéncia de
alguns fatores abidticos na formacdo desses eventos, além de investigar a presenca de

brevetoxinas em uma das floracfes observadas.



2. CAPITULOS

2.1 MORFOTAXONOMIA DE RAPHIDOPHYCEAE (OCHROPHYTA) ISOLADAS DO RI10 DE JANEIRO E

SANTA CATARINA

Resumo

Cepas das rafidoficeas Chattonella subsalsa, Chattonella marina var. antiqua, Heterosigma
akashiwo e Fibrocapsa japonica foram isoladas da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, RJ e da
costa norte do estado de Santa Catarina, Brasil. As cepas foram mantidas em meio f/2 sem silica,
temperatura de 21-23C°, irradiancia de 70 pmol fétons.m? s e fotoperiodo de 12:12
(claro/escuro) e os valores de salinidade foram estabelecidos de acordo com o ambiente onde cada
espécie foi coletada, que variou de 20 a 30. Células vegetativas das quatro espécies foram
analisadas por microscopia Optica e eletrénica e mostraram morfologia como a descrita na
literatura. Dentre as quatro espécies de rafidoficeas, C. marina var. antiqua foi a que mostrou
maior variagdo de tamanho e forma celular, podendo ser facilmente confundida com outras
espécies desse género se forem observadas apenas as formas jovens. Os dados morfométricos e de
ultraestrutura das duas espécies de Chattonella isoladas do Rio de Janeiro e de Santa Catarina

separam-as como téxons distintos, o que foi sustentado pela anélise de biologia molecular.

Palavras chave: Chattonella, Heterosigma, Fibrocapsa, morfologia, taxonomia.

2.1.1. Introducéo

As espécies de Raphidophyceae (Ochrophyta) apresentam o citoplasma diferenciado em
uma regido ectoplasmastica e uma endoplasmatica (Mignot 1967, 1976; Heywood 1980). A regido
ectoplasmatica apresenta numerosos vacuolos, algumas vezes distribuidos abaixo da membrana
celular acompanhando-a em toda a sua extensdo separando, entéo, a plasmalema dos cloroplastos,
como em Heterosigma Hara ex Hara & Chihara e Chlorinimonas Yamaguchi, Nakayama,
Murakami & Inouye (Yamaguchi et al. 2010a). O ectoplasma contém, ainda, os cloroplastos e 0s
extrusomas (mucocistos ou tricocistos) (Mignot 1967, 1976; Heywood 1980). Os cloroplastos séo
numerosos, discéides, parietais, com disposicdo variada na célula, com os tilacdides reunidos em
grupos de trés. Os principais pigmentos fotossintéticos sdo as clorofilas a e ¢, com a fucoxantina
ou diatoxantina como os carotendides dominantes. Os pirendides, quando presentes, podem conter

lamelas de tilacoides em sua matriz ou invagina¢Ges (Hara e Chihara 1987; Potter et al. 1997;
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Yamaguchi et al. 2010a). Os tricocistos sdo estruturas naviculdides com tendéncia a se agruparem
em regides especificas da célula, p. ex. Fibrocapsa Toriumi & Takano e Gonyostomum Diesing,
enguanto que os mucocistos sdo esferas refringentes (Mignot 1967). Ambos consistem de fibrilas
osmiofilas provenientes dos dictiossomos contendo mucopolissacarideo, que sdo descarregados
sob alterac6es fisicas e quimicas (Mignot 1976; Heywood 1980). O endoplasma contém o nucleo,
dictiossomos e as mitocéndrias (Mignot 1967, 1976; Heywoo0d1980). O nucleo é grande e
conspicuo podendo ocupar até 1/7 do volume celular como em G. semen (Ehrenberg) Diesing
(Figueiroa e Rengefors 2006). Os dictiossomos sdo agrupados em inumeros anéis ao redor da
parte anterior do ndcleo (Mignot 1976). As mitocdndrias sdo numerosas, esféricas ou elipticas,
com cristas tubulares e, em geral com maior concentragdo ao redor do nucleo, as vezes em contato

com os cloroplastos (Mignot 1967; Heywood 1980; Yamaguchi et al. 2010a).

2.1.2. Breve Histérico Taxondmico

As rafidoficeas foram agrupadas originalmente na classe Chloromonadophyceae Papenfuss
1955, contudo essa nomenclatura € invalida uma vez que Chloromonas constitui um género de
algas verdes, o que fez com que Silva (1980) propusesse a classe Raphidophyceae Chadefaund ex
Silva, nome valido e legitimo de acordo com o Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica
(Mcneill et al. 2007).

A classe Raphidophyceae Chadefaud ex Silva pertence ao filo Ochrophyta (=
Heterokontophyta) Cavalier-Smith, e compartilha com as outras classes desse Filo a presenca de
dois flagelos de comprimento e morfologia desiguais: um maior com mastigonemas com
extremidade tripartida em ambos os lados do eixo principal do flagelo e, um menor, liso; presenca
das clorofilas a e c, arranjo dos tilacdides e a morfologia das cristas mitocondriais (Andersen
2004). A classe é amplamente reconhecida dentro do grupo dos heterocontos e mesmo sem
consenso sobre as suas relacdes filogenéticas com as demais classes desse grupo, alguns estudos
indicam as Raphidophyceae divergindo cedo dentro do Filo Ochrophyta (Cavalier-Smith e Chao
1996). Atualmente, estudos filogenéticos com base na subunidade 18S do rRNA sustentam
fortemente que a classe é monofilética (Potter et al. 1997).

Inicialmente, a classe reunia a ordem Raphidomonadales e a Unica familia Vacuolariaceae
sensu Chadefaud, 1960. Posteriormente, Throndsen (1993) prop6s a ordem Chattonellales, com

base na presenca da fucoxantina como carotendide dominante e no habitat marinho, mantendo a



ordem Raphidomonadales com a familia Vacuolariaceae proposta originalmente por Chadefaud
para agrupar os representantes de dgua doce e com pigmentos semelhantes aos de Xanthophyceae.

Mais recentemente, os estudos filogenéticos realizados por Yamaguchi et al. (2010a)
sugerem que o habitat marinho e a presenca de fucoxantina sdo caracteres plesiomorficos em
Raphidophyceae. Segundo estes autores, a migracdo de alguns representantes do grupo para
ambiente de &gua doce foi acompanhada de uma mudanca drastica na composic¢éo dos pigmentos,
tendo ocorrido uma Unica vez na classe. Dessa forma, Yamaguchi et al. (2010a) propdem para a
classe Raphidophyceae uma anica ordem, Chattonellales Trondsen in Tomas 1993 emend.
Yamaguchi, Murakami & Inouye, reunindo uma Unica familia Vacuolariaceae Luther 1899
emend. Yamaguchi, Murakami & Inouye.

A classe Raphidophyceae apresenta um numero relativamente pequeno de representantes,
com 0s géneros Gonyostomum (quatro espécies), Merotricha Mereschkowsky (uma espécie) e
Vacuolaria Cienkowski (nove espécies e trés variedades que ndo as tipicas de suas espécies) de
agua doce e Chattonella Biecheler (trés espécies e duas variedades que ndo as tipicas da espécie),
Chlorinimonas (uma espécie), Fibrocapsa (uma espécie), Haramonas (trés espécies) e
Heterosigma (uma espécie) de ambiente marinho. A excecdo dos géneros psamicos
Chlorinimonas e Haramonas, os demais sdo planctonicos (Horiguchi 1996; Horiguchi e
Hoppenrath 2003; Yamaguchi et al. 2008, 2010a). O género marinho Olisthodiscus N.Carter foi
tratado por muito tempo como um membro da classe Raphidophyceae, entretanto caracteres
ultrastruturais (Hara et al. 1985) e de biologia molecular com base na subunidade menor do
ribossomo (SSU rDNA) (Yamaguchi, dados ndo publicados) indicam que essa alga ndo é uma
rafidoficeas. A espécie Chattonella verruculosa Hara & Chihara, com base em dados moleculares
e caracteres morfologicos, foi transferida para a classe Dictyochophyceae, sob a nova combinacéo
Pseudochattonella verruculosa (Hara e Chihara) Hosoi-Tanabe, Tanabe-Hosoi, Honda, Fukaya,
Inagaki & Sako (Hosoi-Tanabe et al. 2007).

Atualmente, os taxons marinhos, a exemplo dos representantes de aguas doces, sdo
separados pela morfologia da célula, presenca de uma invaginagdo tubular posterior na célula,
insercdo flagelar, tipo de movimento natatério, nimero e arranjo dos cloroplastos, presenca e
localizac&o dos tricocistos, disposicdo dos cloroplastos e dos tilacoides, presenca de pirendides, e
presenca de lamelas de tilacdides no interior dos pirenoides (Hara et al. 1987; Yamaguchi et al.
2008, 2010a).



2.1.3 Material e Métodos

2.1.3.1 Amostragem

As coletas foram realizadas de janeiro a dezembro de 2010 em nove estacGes na Baia de
Guanabara, estado do Rio de Janeiro, e em 20 estacOes ao longo da costa de Santa Catarina entre
as cidades de Laguna e S&o Francisco do Sul. Em cada amostragem foi coletada agua de sub-
superficie acondicionada em garrafa de plastico transparente, medindo-se a temperatura da agua e

salinidade no local durante a amostragem.

2.1.3.2 Isolamento

O método usado para o isolamento das células seguiu o0s procedimentos gerais descritos por
Schmidt (2007), que consiste no isolamento por meio de manipula¢do de um capilar de vidro e
sucessivas lavagens. O isolamento foi realizado no Laboratério de Estudos Aplicados em
Fotossintese, Instituto de Quimica/UFRJ (LEAF), no Laboratério de Estudos sobre Algas Nocivas
da UNIVALI (LEAN), e no Laboratorio de Ficologia do Museu Nacional/UFRJ (LABFICO).

Para facilitar a obtencdo de cepa monoalgal e visando evitar a contaminagdo por
diatoméceas, muito comuns e abundantes em ambientes marinhos e estuarinos, adicionou-se ao
meio de cultura uma solucéo de dioxido de germanio (GeO,) em uma concentracao final entre 1 a
10mg.L™* (Lewin1 966).

2.1.3.3 Manutencao das cepas

As cepas de rafidoficeas foram mantidas em meio f/2 sem silica (Andersen 2005),
condicionadas em salas de cultivo a uma temperatura entre 21-23C°, irradiancia de 70 pmol
fotons.m?.s™ e fotoperiodo de 12 horas. Os valores de salinidade foram estabelecidos de acordo
com o ambiente onde cada espécie foi coletada, que variou de 20 a 30.

Os repiques foram realizados de 15 em 15 dias, sendo adicionados 10 mL da cultura antiga
em 200 mL de meio novo. Os procedimentos foram feitos em capela de fluxo laminar, mantendo
um ambiente estéril para evitar contamina¢des. Como medida de preucaucdo, as cepas foram
mantidas em duplicata no LABFICO e no Laboratério de Cultivo de Macroalgas, Instituto de
Biologia/UFRJ.

2.1.3.4 Morfologia e taxonomia
Para o detalhamento morfolégico utilizou-se um conjunto de técnicas que envolvem

diferentes tipos de ilumina¢do em microscopia Optica (campo claro, contraste de fase, contraste de



interferéncia, epifluorescéncia) em amostras com células vivas, assim como a utilizacdo de
microscopia eletronica de transmissdo (MET).

As culturas de Raphidophyceae foram analisadas e fotografadas vivas atraves de uma
camara digital acoplada aos microscopios Olympus BH2 e BX51, com sistema de captura de
imagem para fotos e software de analise de imagem Image Pro Plus version 6.1° (Media
Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, USA) e QCapture Suite version 2.68® (QImaging, Bethesda,
MD, USA). Foram medidas no minimo 30 células de cada cultura.

Para microscopia eletronica de transmissdo (MET), a metodologia utilizada seguiu Tiffany
et al. (2001), na qual a solucdo fixadora contém glutaraldeido, sacarose, tampéo de cacodilato de
sodio e tetroxido de 6smio. A adicdo da sacarose na solucdo fixadora objetiva minimizar as
mudancas osmaticas ocorridas durante o processo de fixacdo, preservando com mais eficiéncia a
morfologia das células (Katano et al. 2009). O tetroxido de 6smio é empregado por conferir maior
dureza e condutividade elétrica as células, e em conjunto com glutaraldeido é indicado para
manter formas celulares mais delicadas, assim como os flagelos (Boltovskoy 1995). Foram
preparadas duas solucdes, uma contendo glutaraldeido a 4% e 800 m osmol de sacarose em
tampéo de cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,2) e outra de tetroxido de 6smio a 4%. Para cada 1 mL
de cultura adicionou-se 1 mL da primeira solucéo, e logo em seguida 0,5 mL da segunda solucao.
Depois de 20 minutos em temperatura ambiente, as células da cultura foram lavadas trés vezes
com o mesmo tampdo da solucdo fixadora. Em seguida, as células foram concentradas por
centrifugacdo, desidratadas em séries crescentes de etanol, e em seguida embebidas em resina
Spurr (SEM,Washington, EUA). As secdes foram contrastadas com acetato de uranila (1%) e
citrato de cobre (1%) e analisadas a partir de imagens obtidas em microscépio eletrénico de
transmissdo JEOL 1200 EX, operado em 80 kV. O preparo do material para microscopia
eletronica de transmissdo e as fotografias foram realizadas no laboratorio de Biomineralizagcdo do
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A identificacdo do material foi fundamentada em Tomas (1997), além de literatura
especifica e atualizada sobre Raphidophyceae. O sistema de classificacdo e a circunscricdo dos

taxons até o nivel genérico seguiram Yamaguchi et al. (2010a).

2.1.3.5 Biologia molecular
Essa técnica foi aplicada visando confirmar a identidade taxonémica das células isoladas.
Aliquotas de cada cultura foram retiradas para a extracdo do DNA. A extracdo foi realizada

utilizando o “DNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), segundo as instru¢des do fabricante. A



amplificacdo foi realizada pela técnica de PCR usando o kit “GoTaq DNA polymerase kyt”
(Promega Corporation). Para os dominios D1 e D2 do rRNA 26S, foram utilizados os primers
DIR (5’- ACC CGC TGA ATT TAA GCA TA-3") e D2C (5’-CCT TGG TCC GTG TTT CAA
GA-3’). Para a regiao ITS foram utilizados os primers ITSF (59’-TAGAGGAAGGTGAAGTCG-
39°) e ITSR (59’-TTACTAGGGGAATCCGAG-39’). O programa de PCR realizado em
termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystem) incluiu uma etapa de
desnaturacdo (5 minutos a 95 °C), seguido por 35 ciclos de desnaturacdo (1 minuto a 95 °C),
hibridizacdo (45 segundos a 55 °C) e elongacdo (1 minuto e 15 segundos a 72 °C). A etapa final
de elongacdo se realizou a 72 °C durante 7 minutos. Os produtos de PCR obtidos foram
purificados usando as colunas de purificagdo “QIAquick” (Qiagen) segundo as especificagdes do
fabricante. O sequenciamento foi realizado usando-se um Kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing version 3.0 (PE Biosystems®) e um ABI PRISM model 377 (version 3.3) na Estacédo
Cientifica de Roscoff (Franga) usando os mesmos primers mencionados anteriormente.

As arvores filogenéticas considerando as sequéncias de rRNA 26S e a regido ITS foram
realizadas separadamente e incluiram tanto as sequéncias obtidas das cepas geradas neste
trabalhno como também outras sequéncias de Raphidophyceae disponiveis no GenBank (NBCI
2009) (Anexo 1 e 2). Para a arvore em ITS utilizou-se sequéncias de Haramonas dimorpha como
“outgrup”e para arvore em LSU utilizou-se sequéncias de Fibrocapasa japonica, ambas obtidas
também do GenBank. Todas as sequéncias foram alinhadas utilizando a versao on line do software
MAFFT 6 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/index.html). As arvores filogenéticas foram
entdo construidas com base nos métodos de parcimdénia maxima (MP) e verossimilhanca (ML) e
inferéncia Bayesiana (BI) utilizando-se PAUP* v. 4.0b10 (Swofford 2002), GARLI v. 0951
(Zwickl 2006) e MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist et al. 2005).

2.1.4 Resultados

2.1.4.1 Morfologia e taxonomia

Quatro cepas de diferentes espécies de rafidoficeas foram isoladas: Chattonella marina var.
antiqua isolada na Baia Sul, Floriandpolis (SC) em setembro de 2008; Fibrocapsa japonica
isolada na Praia do Pereque, Porto Belo (SC) em abril de 2010; Chattonella subsalsa isolada na
Baia de Guanabara (proximo a Foz do Rio Imboagu), Rio de Janeiro (RJ) em maio de 2010 e

Heterosigma akashiwo isolada na praia de S8 Miguel, Municipio de Biguacu (SC) em maio de
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2010. A seguir apresentam-se as descri¢des da morfologia e ultrastrutura das células das cepas
estudadas. As caracteristicas diacriticas de cada espécie estudada estdo dispostas na tabela 1.

Chattonella marina var. antiqua (Hada) Demura & Kawachi

Phycologia 48 (6): 518-535. 2009.

Basionimo: Hemieutreptia antiqua Hada, in Bull, Plank. Soc. Jap., 20: 124, f. 3-7.1974.

Figuras 1 e 2

Células isoladas, jovens ovadas a obovadas, células velhas piriformes, 49,86 - 85,50 x 26,54
- 39,45 um, assimétricas lateralmente, as vezes com achatamento dorsoventral, processo caudal
reduzido nas formas jovens (Fig. 1 A-C), desenvolvido nas adultas (Fig. 1 D)e nas células mais
velhas atingindo até ca. de 29 um de comprimento (Fig. 1 E). O citoplasma € nitidamente
dividido em duas regides, o ectoplasma amplo e altamente vacuolizado e o endoplasma denso
(Fig. 2 A). A regido ectoplasmética porta grandes vacuolos, alcancando até 6um, localizados
abaixo da plasmalema e entre os cloroplastos (Fig. 2 A e C). Os cloroplastos sdo numerosos,
parietais, alongados, organizados radialmente (Fig. 1 G-l), coloracdo castanho-amarelada
distribuidos por toda extensdo ectoplasmatica, cada um portando um pirendide, com invaginacao
de tilacdides na matriz pirenoidal e estruturas osmidfilas esféricas no estroma (Fig. 2 B). Vesiculas
esféricas proximas a plasmalema, provavelmente corpos osmidfilos (Fig. 2 C), também
observados no citoplasma (Fig. 2 D). Vesiculas achatadas abaixo da plasmalema (Fig. 2 C). A
regido endoplasmatica mostra um grande nucleo central, com cerca de 12um de comprimento,
dictiossomos e numerosas mitocondrias (Fig. 2 A e E). Nucleo esférico com nucléolo (Fig. 2 A).
Os dictiossomos sdo localizados na parte anterior da célula e laterais ao nucleo (Fig. 2 E).
Mitocondrias distribuidas por toda extensdo do endoplasma, apresentando cristas tubulares (Fig. 2
E). Glébulos lipidicos e estruturas supostamente precursoras de corpos osmiodfilos préximos ao
nacleo e também no ectoplasma (Fig. 2 D e E). Presenca de corpos osmiofilos formando
protuberancias proximas a superficie celular (Fig. 1 D-E e Fig. 2 D). Flagelos inseridos em
depressdo anterior subapical (Fig. 2 F), tamanhos desiguais, o anterior menor e atingindo quase o

comprimento da célula, o posterior maior, aproximadamente 1,3 vezes o comprimento da célula.

Material examinado: cultura estabelecida a partir de isolado do estado de Santa Catarina.
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Figura 1. Chattonella marina var. antiqua. Aspecto geral em cultura das células jovens (A-C),
adultas (D) e mais velhas (E) em microscopio de campo claro, mostrando diviséo celular (F) e em
fluorescéncia (G-1) mostrando os cloroplastos alongados dispostos radialmente e regido do nucleo

(n). Escalas = 10pm.
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Figura 2. Chattonella marina var. antiqua em microscopio eletrénico de transmissdo. Aspecto
geral da célula em corte longitudinal (A); cloroplasto com estruturas osmiofilas esféricas no
estroma (seta de ponta dupla) e pirenoide com penetracdo de tilacdides (seta), (B); vesiculas
achatadas (seta de ponta dupla) e corpos osmidfilos (setas) abaixo da plasmalema (C); corpos
osmidfilos também observados no citoplasma (D); nucleo, Golgi, percursor de corpos osmidéfilos
(seta) e mitocbndria com cristas (E); depressao anterior subapical (seta) por onde emergem 0s
flagelos (F). C = Cloroplasto, P = Pirendide, m = Mitocondria, N = Nucleo, n nucléolo, G = Golgi,
V = vesiculas.

Comentarios: A morfologia celular variou de acordo com a idade da cultura. As células
jovens mostraram-se ovadas a obovadas, muito semelhantes as células de Chattonella subsalsa
isolada do estado do Rio de Janeiro. Por outro lado, as células velhas apresentaram menor largura,

maior comprimento e conspicuo processo caudal, exibindo a tipica morfologia de C. marina var.
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antiqua. A morfologia das células velhas associada a penetragdo dos tilacOides na matriz
pirenoidal confirmaram a identidade taxonémica do presente material com C. marina var. antiqua.

Chattonella subsalsa Biecheler

Arch. Zool. Exp. Geén. 78: 79-83.1936.

Figuras 3e 4

Células isoladas elipticas, obovadas a piriformes, 26,36 - 44,94 x 15,58 - 28,0 um, processo
caudal hialino pontiagudo ou arredondado, reduzido nas formas jovens a desenvolvidos nas
formas velhas, 6 um comprimento (Fig. 3 A-F). Numerosos cloroplastos alongados, organizados
radialmente (Fig. 3 G-1), coloracdo castanho-amarelada, cada um portando um pirendide, sem
invaginacdo de tilacoides na matriz pirenoidal e estruturas osmidfilas esféricas no estroma (Fig. 4
B). A regido endoplasmatica apresenta um grande nucleo, dictiossomos e humerosas mitocondrias
(Fig. 4 A). Nucleo esférico com nucledlo (Fig. 4 A) localizado geralmente na por¢do mediana da
célula e as vezes na regido apical. Mucocistos projetados na superficie celular (Fig. 3 F). Flagelos
inseridos em depressdo anterior subapical, tamanhos desiguais, 0 anterior menor e atingindo quase
gue o comprimento da célula, o posterior maior, aproximadamente 1,2 vezes o comprimento da

célula.

Material examinado: cultura estabelecida a partir de isolado do estado do Rio de Janeiro.

Comentarios: Nao foram encontradas diferencas morfoldgicas marcantes nas culturas com
diferentes idades. Como mencionado no comentario anterior, essa cepa Se aproximou
morfologicamente das células jovens de C. marina var. antiqua, entretanto as menores dimensoes
celulares, a presenca de mucocistos em forma de oboé e a auséncia de invaginacdo de tilacoides na

matriz pirenoidal confirmaram a sua identificacdo como C. subsalsa.
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Figura 3. Chattonella subsalsa. Aspecto geral das células vivas (cultura) em microscopio de
interferéncia (A-F) indicando os mucocistos (seta) e em fluorescéncia (G-1) mostrando o0s
cloroplastos arredondados e regido do nucleo (n). Escalas = 10um
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Figura 4. Chattonella subsalsa em microscopio eletrénico de transmissdo. Regido endoplasmatica
com nucleo (N) e nucléolo (n) e mitocondria (m) (A) e cloroplasto com pirenoide (p) e inclusbes
lipidicas (seta) (B).

Fibrocapsa japonica Toriumi & Takano

Bull. Tokai Reg. Fish. Res. Lab. 76: 25-35. 1973.

Figuras5e 6

Células isoladas elipticas, 21,75 - 23,64 - x 15,11 - 17,82 um, algumas vezes formando
agregados (Fig. 5 A-B). Citoplasma dividido em duas regides, o ectoplasma vacuolizado e o
endoplasma denso (Fig. 6 A). A regido ectoplasmatica porta vacuolos localizados abaixo da
plasmalema e entre os cloroplastos e mitocdndrias. Os cloroplastos sdo numerosos, parietais,
alongados, organizados radialmente (Fig. 5 D-E), coloracdo castanho-amarelada, distribuidos por
toda extensdo ectoplasmatica, cada um portando um pirendide, com invaginacdo de tilacoides na
matriz pirenoidal (Fig. 6 B). Mitocdndrias parecem estar distribuidas por toda extensdo
ectoplasméatica e endoplasmatica, apresentando cristas tubulares (Fig. 6 C). A regido
endoplasmatica mostra um nudcleo central, dictiossomos e precursores de tricocistos (Fig. 6 D).
Tricocistos naviculdides (Fig. 6 E e F) concentrados na regido posterior da célula. Flagelos
inseridos em depressdo anterior apical, tamanhos desiguais, o anterior menor e tdo longo quanto o

comprimento da célula, o posterior maior, aproximadamente 1,2 vezes o comprimento da célula.

Material examinado: cultura estabelecida a partir de isolado do estado de Santa Catarina.
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Figura 5. Fibrocapsa japonica. Aspecto geral das células vivas (cultura) em microscopio de
campo claro (A-C), indicando a formacédo de agregados de células (A) e tricocistos (setas), e em
fluorescéncia (D-F) mostrando os cloroplastos e os pirenoides (seta). Escalas= 50um (A), 10um
(B,C,D, E, F).

Comentarios: Fibrocapsa japonica é facilmente identificada pelos tricocistos naviculdides
concentrados na regido posterior da célula. Comparada as demais células de rafidoficeas
estudadas, F. japonica foi a espécie que apresentou movimento menos vigoroso. Além de células
isoladas, foi frequente a formacdo de agregados na fase exponencial das culturas. Ndo foram

observadas varia¢es morfoldgicas ao longo do desenvolvimento da cultura.
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Figura 6. Fibrocapsa japonica em microscopio eletronico de transmissdo. Aspecto geral da célula
(A), cloroplasto, mostrando pirenoide com penetracdo de tilactides (B), mitocondria com cristas
(C), nacleo, Golgi e percursor de tricocisto, seta (D), e tricocisto em corte longitudinal (E) e
transversal (F). C = Cloroplasto, P = Pirendide, m = Mitocéndria, N = Nucleo e G = Golgi.

Heterosigma akashiwo (Hada) Hada ex Hara & Chihara

Bot. Mag. Tokyo 100: 151-163

Basionimo: Entomosigma akashiwo Hada, Nat. Sci. 14: 1-26. 1967.

Figura7e8

Células ovadas, arredondadas, elipticas, 14,43 - 22,5 x 10,81 - 19,21 pm, as vezes com
achatamento dorsoventral (Fig. 7 A-C). Citoplasma dividido em duas regifes, o ectoplasma
vacuolizado e o endoplasma denso (Fig. 8 A). Regido ectoplasmatica porta vacuolos, cloroplastos
e algumas mitocondrias (Fig. 8 A). Cloroplastos 8 - 28, parietais (Fig. 7 D-F), arredondados,
organizados radialmente, frequentemente ausentes na por¢do mediana ventral (Fig. 7 E), coloragdo
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castanho-amarelada, distribuidos por toda extensdo ectoplasmatica, cada um portando um
pirendide, com invaginacao de tilacoides na matriz pirenoidal (Fig. 8 B). Mitocdndria com cristas
(Fig. 8 E). Regido endoplasmaética mostra um nucleo na porcdo central da célula, dictiossomos
(Fig. 8 D). Mucaocistos na superficie celular (Fig. 8 F). Flagelos inseridos em depressdo anterior
subapical, tamanhos desiguais, o anterior menor e tdo longo quanto o comprimento da célula, o

posterior maior, aproximadamente 1,2 vezes o comprimento da célula.

Material examinado: populacédo natural do estado do Rio de Janeiro e cultura estabelecida a partir
de isolado do estado de Santa Catarina.

Comentarios: Heterosigma akashiwo ndo apresentou variacdo morfologica ao longo do seu
desenvolvimento em cultivo.

Figura 7. Heterosigma akashiwo em microscopia 6tica. Aspecto geral das células vivas (cultura)

em microscopio de campo claro (A-F), e em fluorescéncia (G-H) mostrando os cloroplastos.
Escalas = 5pum.
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Figura 8. Heterosigma akashiwo em microscopia eletrénica de transmissdo. Aspecto geral das
células (A), cloroplasto (B), mostrando pirenoide com penetracdo de tilacoides (seta) e inclusdes
lipidicas entre as lamelas de tilacdides (C), Nucleo e Golgi, setas (D), mitocdndria com cristas (E)
e mucocisto na superficie celular (F). C = Cloroplasto, p = Pirendide, m = Mitocéndria e N =
Nucleo.

Tabela 1. Comparacdo morfolégica e de ultraestrutura das quatro espécies de rafidoficeas

estudadas.
] . . C. marina
F. japonica H. akashiwo C. subsalsa var. antiqua
Ovadas
' . Ovadas a obovadas nas
Forma celular Elipticas ar;eeci?r}?ggsas El |p;|c?rsi,fgrbrgg:\das células jovens;
P P piriformes células velhas
21,8-23,6 144-225 264~ 44.9 49,9 -855
Dimensdes (um) X X - X
15,1-17,8 10,8-19,2 15,6 -28,0 26,5 - 39,5
Até 6 um ] .
Processo caudal Ausente Ausente comprimento nas Atenzaz gérpucl:gsrr:/%rllhn;gnto
células velhas
Insergdo flagelo Apical Subapical Subapical Subapical
Cloroplastos Indmeros 8-28 Inimeros Inimeros
Tilacéides no
pirenoide Presente Presente Ausente Presente
Tricocistos Presente Ausente Ausente Ausente
Mucocistos Ausente Presente Presente Ausente
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2.1.4.2 Biologia molecular

Obteve-se resultado de produto de PCR apenas para as cepas de Chattonella. A partir das
amplificacdes da regido ITS foi encontrada uma sequéncia de bases com 670 bp para C. subsalsa e
676 para C. marina var. antiqua; e as amplificacfes da regido LSU resultaram em uma sequéncia
de 706 bp para C. subsalsa e 705 para C. marina var. antiqua. A arvore filogenética com base em
sequéncias de ITS e LSU obtidas nesse trabalho e outras sequéncias disponiveis no GenBank
detectou dois clados bem suportados. A arvore em ITS apresentou um clado com a sequéncia
obtida de C. subsalsa agrupada com outras sequéncias dessa mesma espécie, com um bootstrap de
99%, e o outro clado mostra a sequéncia de C. marina var. antiqua agrupada com outras
sequéncias dessa mesma espécie, com um bootstrap de 80% (Fig. 9). A arvore filogenética em
LSU mostraroum o mesmo resultado que aquele observado para ITS, com bootstrap de 88% para

C. subsalsa e 97% para C. marina var. antiqua (Fig. 10).

Chattonella marina AB334344 (Jap#o)
Chattonella marina var. antiqua AB334327 (Jap&o)
Chattonella marinavar. ovata AB334365 (Japao)
Chattonella minima AB334366 (Japao)
Chattonella antiqua AY858858 (Japdao)
Chattonella marina AY858860 (Japdo)
Chattonella marina AY858862 (USA)
Chattonella ovata AY858872 (Japao)
— Chattonella marina AF137074
Chattonella marinavar. ovata AB286918 (Japéo)
Chattonella marinavar. antiqua AB286925 (Japé&o)
Chattonella minima AB286928 (Japé&o)
Chattonella marina AB286927 (Japéo)
Chattonella marina AY704165 (China)
FChattonella ovata AY704166 (China)
Chattonella marina var. antiqua
Chattonella antiqua AF136761

Chartonella subsalsa

Chattonella subsalsa AF409126
99|Chattonella subsalsa AB334368 (EUA)
Chattonella subsalsa AB334367 (EUA)
Haramonas dimorpha AB334370 (Australia)

——
0.05

Figura 9. Arvore filogenética de Chattonella usando maxima verossimilhanca (ML) nas analises
de sequéncias ITS. Sequéncias obtidas neste estudo estdo em negrito, as demais obtidas do
GenBank. Valores de bootstrap ML (superior a 70%) sdo relatados nos nés. Barra de escala
corresponde a 0,05% de divergéncia.
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Chattonella marinavar. anfiqgua FJ030891
Chattonella marinavar. antigua AB217868 (Japéo)
Chattonella marinavar. ovata AB217641 (Japéo)
Chattonella marinavar. ovata AB217640 (Jap&o)
Chattonella marina AB217639 (Jap&o)
Chattonella marina AB217638 (Japéo)
Chattonella marina AB217637 (Jap&o)
85 | Chattonella marina AB217636 (Japéo)
Chattonella marinavar. antigua AB217634 ( )
Chattonella marinavar. antiqua AB217632 ( )
Chattonella marina var. antigua AB217633 (Jap&o)
Chattonella marina var. antiqua AB217631 (Japéo)
a7 Chattonella marina var. ovata AY704163 (Hong Kong)
1" Chattonella marina AY704162 (Hong Kong)
Chartonella marina var. antiqua
Chattonella minima AB286928 (Japao)
Chattonella marina AF210739
Chattonella marina var. ovata AF210738
Chattonella marina var. antiqua AF210737 (EUA)
Chattonella subsalsa AF210736
ﬁ Chattonella subsalsa AF409126
Chattonella subsalsa EU165295
—Chattonella subsalsa
Fibrocapsa japonica AF210740

Japéo
Japéo

=7}

85

0.05
Figura 10. Arvore filogenética de Chattonella usando méaxima verossimilhanca (ML) nas analises
de sequéncias LSU. Sequiéncias obtidas neste estudo estdo em negrito, as demais obtidas do
GenBank. Valores de bootstrap ML (superior a 70%) sdo relatados nos nés. Barra de escala
corresponde a 0,05% de divergéncia.

2.1.5 Discussao

A variacdo morfoldgica observada no crescimento em cultivo de C. marina var. antiqua ja
foi encontrada também em C. marina por Marshall e Hallegraeff (1999), Band-Schmidt et al.
(2004) e Demura et al. (2009). As estruturas osmiofilas presentes no estroma do cloroplasto de C.
marina var. antiqua foram registradas em Vacuolaria virescens (Heywwod 1980) e C. subsalsa
(Mignot 1976), e pressupdem-se serem reservas lipidicas que podem ser encontradas também no
citoplasma (Heywwod 1980). Além disso, o trabalho de Ishida et al. (2000) apresenta micrografias
dos cloroplastos de H. akashivo com estruturas similares, sem entretanto comenta-las. Segundo
Yamaguchi et al. (2010a), vesiculas achatadas abaixo da plasmalema estdo presentes apenas nas
espécies H. akashiwo e Chlorinimonas sublosa, sendo que em H. akashiwo as vesiculas

apresentam em seu interior mindsculos granulos. Contudo vesiculas sem mindsculos granulos
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foram encontradas em C. marina var. antiqua no presente estudo e sdo visiveis também em
micrografias de V. virescens nos trabalhos de Mignot (1967) e Heywwod (1980).

Tradicionalmente, Chattonella antiqua, C. marina (Subrahmanyan) Hara & Chihara e C.
ovata Hara & Chiara tém sido separadas entre si com base, primariamente, na forma e dimensfes
celulares. Chattonella ovata mostra células elipticas ao contrario das outras duas espécies que
exibem células com processo caudal. Chattonella antiqua e C. marina exibem células oblongas a
obovadas e diferem nas dimensdes celulares, maiores que 50 pum na primeira espécie e menores
que 50 um na segunda. Para C. antiqua e C. marina os registros de variagdo métrica com
sobreposicao de dimensdes celulares entre ambos 0s taxons demonstram que esse carater ocasiona
dificuldades para uma identificacdo adequada dessas espécies (Band-Schmidt et al. 2004, Demura
et al. 2009). A separacdo morfologica entre C. antiqua e C. marina torna-se ainda mais dificil
porque, nao raro, células de C. antiqua podem perder o processo caudal caracteristico e assumir
forma arredondada de reduzidas dimenses, assemelhando-se mais ainda a C. marina (Hosoi-
Tanabe et al. 2006). Algumas vezes células de C. marina podem assumir maiores dimensdes,
dependendo das condicdes de cultura e, entdo se sobrepondo as dimensdes de C. antiqua. Ambas
as espécies exibem, também, respostas fisiologicas de crescimento a fatores ambientais (p.ex.
salinidade, temperatura, luz) iguais, além de ciclo de vida iguais e cistos de resisténcia
morfologicamente iguais sob as mesmas condi¢des ambientais (Hosoi-Tanabe et al. 2006). Mais
recentemente, Demura et al. (2009) mostraram uma variacéo continua dos caracteres morfoldgicos
nessas trés espécies ndo havendo limites claramente definidos entre elas. Demura et al. (2009)
ainda observaram divergéncia genética entre C. antiqua, C. marina e C. ovata usando diferentes
marcadores (ITS, rbcl, COIl e regibes selecionadas de microsatélite), entretanto as 104 cepas
analisadas aparentemente formavamdo uma Unica populacdo geografica. Esses autores
propuseram, entdo que as trés espécies fossem tratadas como variedades conservando-se 0 nome
de C. marina em func¢éo do principio de prioridade (Demura et al. 2009).

Chattonella marina ainda se aproxima morfologicamente de C. subsalsa e a separacao entre
essas espécies também é confusa e divergente. Alguns autores consideram ambos 0s td&xons como
sindnimos sob o nome de C. subsalsa (Hollande e Eujumet 1956), enquanto outros os separam
pela morfologia dos mucocistos e cloroplastos. De acordo com Hara e Chihara (1982) C. marina
apresenta tilacdides na matriz pirenoidal, ao contrario de C. subsalsa, cujos tilacoides estdo
ausentes na matriz dos pirenoides. Ainda, C. subsalsa conta com mucocistos em forma de “oboé”
(Hara e Chihara 1982). Hallegraeff e Hara (1995) descrevem C. marina desprovida de mucocistos

e a separam de C. subsalsa também pela colorac¢éo dos cloroplastos verde a castanho-amarelada e
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verde a castanha, respectivamente. Esses mesmos autores separam ainda C. subsalsa de C.
marina, pela protusdo dos mucocistos na superficie celular da primeira espécie (Hallegraeff e Hara
1995).

Mais recentemente Tiffany et al. (2001) descreveram C. marina em microscopia eletronica
com tilacdides na matriz pirenoidal e com corpos osmiofilos eletro-densos formando
protuberéncias amplamente distribuidas na superficie da célula, entretanto sem a ocorréncia de
mucocistos distintos. O trabalho de Bowers et al. (2006), a partir de culturas oriundas de isolados
de diferentes partes do mundo, indicaram o processo caudal hialino, i.e. desprovido de
cloroplastos, como diacritico em C. subsalsa, contrariamente ao observado em culturas de C.
marina.

Embora no presente estudo Chattonella subsalsa tenha se aproximado morfologicamente de
células jovens de C. marina var. antiqua, a presenca de mucocistos em forma de oboé e a
auséncia de tilacoides na matriz pirenoidal em C. subsalsa a separaram de C.marina var. antiqua
gue ndo apresenta mucocistos e possui tilacoides na matriz pirenoidal (Hallegraeff eHara 1995;
Hara e Chihara 1982). Por outro lado, nossos resultados apontam a necessidade de maior atengédo
na identificacdo de C. marina var. antiqua, considerando que suas células jovens podem
apresentar menores dimensodes celulares e processo caudal posterior reduzido, e neste caso serem
confundidas com C. subsalsa ou ainda com C. marina var. marina. Dessa forma, a presenca de
processo caudal posterior desenvolvido, carater diacritico para a separacdo de C. marina var.
antiqua de C. subsalsa e C. marina var. marina s6 pode ser usado em células maduras conforme
apontado por Demura et al. (2009).

As células analisadas de F. japonica concordaram integralmente com a descri¢do do taxon,
que além de constituir a Unica espécie do género, é facilmente identificada pelos tricocistos
naviculdides concentrados na regido posterior da célula (Hara e Chihara 1985). Os agregados de
células de F. japonica detectados durante este estudo foram semelhantes aos descritos por de Boer
et al. (2004). Segundo esses autores a formacao de agregados em cultura de F. japonica é comum
em condicdes ndo limitadas por nutrientes, ao contrario de meios com limitacdo de N quando ndo
se observa essa formacdo. De acordo ainda com de Boer et al. (2004) a formacdo de agregados
nessa espécie provavelmente constitui uma estratégia para se evitar a herbivoria.

Heterosigma akashiwo também constitui um género monoespecifico, contudo aproxima-se
bastante de O. luteus. Essas espécies sdo separadas por caracteristicas de estrutura e de ultra-
estrutura. Olithodiscus luteus tem menor namero de cloroplastos (5-13) que sdo ausentes na regido

mediana da célula, auséncia de mucocistos e canais citoplasmaticos na matriz do pirendide (Hara e

24



Chihara 1987; Hallegraeff e Hara 1995). Heterosigma akashiwo tem maior nimero de cloroplatos
(10-30) distribuidos na periferia da célula e lamelas de tilacoides penetrando na matriz do
pirendide (Hara et al. 1985; Hara e Chihara 1987). A semelhanca morfolégica entre H. akashiwo e
O. luteus por muito tempo fez com que o status taxonémico de ambas as espécies fosse
confundido. Entretanto, trabalhos recentes com base em dados de biologia molecular
demonstraram que O. luteus ndo pertence a classe Raphidophyceae e €, portanto, totalmente
distinto de Heterosigma (Bowers et al. 2006; Yamaguchi et al. 2010a).

As arvores filogenéticas com base nas regifes LSU e ITS mostraram uma relacdo distante
entre C. subsalsa e C. marina var. antiqua, separando as duas especies, conforme registrado em
literatura (Bowers et al. 2006; Demura et al. 2009). Os resultados filogenéticos sustentaram 0s
dados morfologicos na separacdo das duas espéecies, como indicado previamente por Bowers et al.
(2006) e Demura et al. (2009).

Em sintese, nosso estudo demonstrou que forma e dimensdes celulares, presenga/mucocistos
e tricocistos e ultraestrutura do cloroplasto sdo bons caracteres na separacdo das espécies de
rafidoficeas estudadas, conforme indicado em literatura. Além disso, a separacdo entre as duas
cepas de Chattonella marina var. antigua e C. subsalsa foi corroborada pelos dados de biologia
molecular como apontado por Bowers et al. (2006) e Demura et al. (2009).
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2.2. TOXICIDADE DE ESPECIES DE RAFIDOFICEAS ISOLADAS DO RI0O DE JANEIRO E SANTA

CATARINA

Resumo

Avaliou-se a toxicidade de quatro cepas de Raphidophyceae isoladas da Baia de Guanabara, Rio
de Janeiro, RJ e da costa norte do estado de Santa Catarina, através de atividade hemolitica. As
cepas foram mantidas em meio f/2 sem silica, em temperatura de 21-23 C°, irradiancia de 70 umol
fotons.m™.s™ e fotoperiodo de 12 horas e os valores de salinidade entre 20 e 30, dependendo da
cepa. Foram testadas trés diferentes concentracdes celulares de extrato (100%, 50% e 10%) de
cada uma das quatro cepas utilizando-se sangue de coelho, estimando-se a hemolise através de um
leitor de absorbancia. Os resultados foram positivos para as quatro cepas. Os extratos de
Fibrocapsa japonica, Chattonella subsalsa e Chattonella marina var. antigua mostraram
atividade hemolitica significativa (p < 0,005) nas concentracdes a partir de 50%; enquanto que a
cepa de Heterosigma akashiwo mostrou atividade hemolitica significantiva (p < 0,005) apenas nos
extratos com concentracdo de 100%. Dentre as quatro espécies de Raphidophyceae estudadas F.
japonica foi a que apresentou maior atividade hemolitica.

Palavras chave: Chattonella, Heterosigma, Fibrocapsa, atividade hemolitica.

2.2.1 Introducao

A classe Raphidophyceae é composta por um nUmero relativamente pequeno de
representantes, com géneros de agua doce e marinhos, amplamente distribuidos. Além disso, tanto
representantes marinhos quanto de agua doce (Gonyostomum semem) podem formar floracdes,
fendmeno que consiste em um aumento do nimero de individuos da populacdo em curto espaco
de tempo (Imai et al. 1998; Tiffany et al. 2001; Peczuta 2007; Shikata et al. 2008; Rengefors et al.
2008; Yamaguchi et al. 2010b). Algumas espécies marinhas (Chattonella globosa, C. marina, C.
marina var. antiqua, C. subsalsa, Fibrocapsa japonica e Heterosigma akashiwo) tém sido
reportadas entre as que provocam maiores mortandades de peixes em varias partes do mundo,
causando grandes perdas econdmicas principalmente para a maricultura (Khan et al. 1997; Tiffany
et al. 2001).

O efeito nocivo das floragdes de rafidoficeas a biota aquatica tem sido relacionado a diversos

mecanismos. Um deles € o entupimento das guelras provocado pela producdo de muco pelas
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células das rafidoficeas, provocando uma anoxia mecanica com consequente mortandade de
peixes (Bourdelais et al. 2002). Producdo de brevetoxinas e analogos no grupo foi registrada por
Khan et al. (1996) e Haque e Onoue (2001) em cepas de F. japonica, C. marina e C. marina var.
antiqua isoladas do Japdo e em cepas isoladas de floracbes de C. marina, C. subsalsa e F.
japonica do Japdo, Nova Zelandia e Estados Unidos (Bridgers et al. 2004). Por outro lado,
diversos trabalhos nédo detectaram presenca de brevetoxinas (Fu et al. 2004b; Zhang et al. 2004,
Marshall et al. 2003; Keppler et al. 2006; Pezzolesi et al. 2010), de forma que a questdo da
producdo de brevetoxinas em todas as espécies do grupo de rafidoficeas permanece em aberto. Em
relacdo a atividade hemolitica, 0os compostos responsaveis por essa acdo sao acidos graxos
polinsaturados (AGPIs) (Fu et al. 2004a). Acredita-se que esses AGPIs presentes nos extratos séo
0s primeiros produtos da cascata de lipoxigenase que comeca logo apds a lise celular (Juttner
2001). Mais de um tipo de AGPI com atividade hemolitica pode estar presente em uma mesma
espécie, como no caso de F. japonica, no qual trés acidos graxos polinsaturados foram descritos
com atividade hemolitica (Fu et al. 2004a). Além disso, a quantidade ou o tipo de &cido graxo
varia de acordo com a espécie (Bell et al. 1997; Fu et al. 2004a; Fu et al. 2004b). A intensidade da
atividade hemolitica esta relacionada a condi¢cBes ambientais tais como salinidade, irradiancia e
limitacdo por nutrientes (Marshall et al. 2001; de Boer et al. 2004a). Oda et al. (1997) sugerem
ainda que a producdo de compostos hemoliticos pode estar associada a producdo de substancias
reativas ao oxigénio (ROS). Substancias reativas ao oxigénio sdo fortes oxidantes e considerados
citotoxicas pelos danos que causam ao DNA e por provocarem a peroxidacdo lipidica,
comprometendo a membrana plasmatica (Marshall et al. 2005). Embora 0 ROS esteja associado a
mortalidade de peixes, ele sozinho ndo é suficiente para causar a morte do animal, contudo
desempenha um papel de cofator na toxicidade dos AGPIs, aumentando em até trés vezes seu
poder toxico (Marshall et al. 2003).

A presenca de espécies de rafidoficeas tem sido registrada ao longo da costa do Brasil,
incluindo a formacdo de floragcGes, com um dos eventos associado a mortandade de peixes no
complexo estuarino de Paranagua, estado do Parana (sul do Brasil) no ano de 2001 (Proenca e
Fernandes 2004). E uma cepa de H. akashiwo isolada dessa mesma floracdo apresentou efeitos
toxicos sobre juvenis do misidaceo Mysidopsis juniae e larvas do molusco Perna perna, mas ndo
foi associada a presenca de brevetoxina (Mafra 2005). A presenca de brevetoxinas tambem néo foi
constatada em floracdo ocorrida na Lagoa Rodrigo de Freitas (sudeste do Brasil) em marco de
2007 (ver terceiro capitulo do presente trabalho). Embora haja registro de espécies de rafidoficeas

e floragBes para diversas regides da costa brasileira, o Unico estudo do potencial toéxico dessas
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microalgas foi o trabalho de Mafra (2005) para H. akashiwo. O presente estudo objetiva verificar a
atividade toxica em cepas de rafidoficeas isoladas da costa norte de Santa Catarina e sul do Rio de

Janeiro através de ensaios hemoliticos.

2.2.2 Material e métodos

2.2.2.1 Cultivo
Quatro cepas de espécies diferentes de rafidoficeas (Tabela 2) foram mantidas em meio f2
sem silica (Andersen 2005), condicionadas em salas de cultivo a temperatura entre 21-23C°,
irradiancia de 70 pmol fétons.m?.s™ e fotoperiodo de 12 horas de luz. Os valores de salinidade

foram estabelecidos de acordo com o0 ambiente onde cada espécie foi coletada.

Tabela 2. Local, salinidade e data de isolamento das cepas de rafidoficeas avaliadas nesse estudo.

Cepa Local de isolamento Salinidade Data
F. japonica Praia do Pereque, Porto Belo (SC) 30 abr/10
H. akashiwo Praia de Sdo Miguel, Biguacgu (SC) 20 mai/10
C. marina var.antiqua Baia Sul, Floriandpolis (SC) 30 set/08
C. subsalsa Baia de Guanabara, Rio de Janeiro (RJ) 25 mai/10

2.2.2.2 Preparacao dos extratos

Um volume de 250 mL de cada uma das culturas das quatro cepas de rafidoficeas na fase
exponencial (em triplicata) foi centrifugado em 4.500 rpm. Previamente foi retirada uma aliquota
de 1 mL de cultura que foi fixada com solucéo de lugol 1% para estimar a densidade celular a
serem utilizadas no extrato. Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pélete
sedimentado foi extraido com 10 mL de metanol 100% em um recipiente de vidro. Apoés ficar sob
agitacdo constante em temperatura ambiente durante 2h, o extrato foi mantido sob uma injecéo de
ar até a evaporacao completa do metanol. Posteriormente, o material seco foi conservado a -18°C
durante 48h. No dia da realizagdo do teste, 0 extrato seco foi ressuspendido em 5ml de solucéo
fisiolégica de Krebs-Henseleit (composicdo em mM: NaCl 113; KH,PO, 1,2; KCI 4;
MgSQO,.7H,0 1,2; CaCl; 2,5; NaHCO; 25; CgH1206 11,1) e colocado sob agitacdo constante em
temperatura ambiente (23° C) durante 1h.

Visando comparar a atividade hemolitica das cepas estudadas com dados de literatura, o

potencial hemolitico foi calculado a partir da densidade celular do extrato (cel.mL™). Mas
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considerando que as cepas de rafidoficeas apresentam dimens@es distintas o potencial hemolitico
foi avaliado também a partir da biomassa celular do extrato (ug C). A estimativa da densidade
celular do extrato de cada uma das quatro cepas foi obtida pela quantificacdo das células fixadas
em lugol sob microscépio dptico, usando-se camera de Fuchs-Rosenthal. A densidade celular de
foi estimada a partir da média e desvio padréo da quantificacdo de triplicatas, sendo expresso em
células por mililitro (cels.mL™). O biovolume de cada espécie foi calculado a partir de modelos
geométricos aproximados a forma dasespécies (Hillebrand et al. 1999) e transformado em carbono

(g C) de acordo com o trabalho de Montagnes et al. (1994).

2.2.2.3  Solucdo de eritrocitos

O teste hemolitico foi realizado de acordo com Malpezzi e Freitas (1991), utilizando-se
sangue de coelhos. A coleta foi realizada na orelha dos animais com uma agulha e um tubo coletor
contendo heparina. O sangue foi depositado em um Becker com solugdo fisioldgica de Krebs-
Henseleit (SF), na propor¢do de SF de 1:30. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada e
ressuspendida em SF, repetindo-se 0 processo por duas vezes. Em seguida, foi preparada uma
suspensdo de 100 mL de 0,5% V/V de eritrocitos em SF.

Para calcular a densidade de eritrécitos (cels.mL™) na solucdo fisiolégica, triplicatas de
aliquotas da solugdo de eritrocitos foram quantificadas em cameras Neubauer sob microscopio

otico e o valor médio foi calculado.

2.2.2.4 Atividade hemolitica dos extratos

Foram testadas trés diferentes concentracdes celulares, 100%, 50% e 10% (Tabela 3) de
extrato de cada uma das quatro cepas de Raphidophyceae obtidas por diluicdo em SF. No teste,
0,5 mL de cada concentracdo de extrato foi adicionado em 1 ml de solucéo de eritrocitos (SE) em
tubos de plasticos de 1,5 mL. Dois controles foram utilizados: positivo com uma solucdo de
detergente Triton 100 (1%) e SF em SE (0,4 mL de SF com 0,1 mL de solucdo de Triton em 1 ml
de SE); e negativo com uma solugdo de SF em SE (0,5 ml de SF em 1 ml de SE). Todos os testes
foram realizados em triplicata.

Os tubos foram mantidos por duas horas em agitacdo constante &4 23 °C. Posteriormente, 0
material foi centrifugado e a atividade hemolitica foi medida no sobrenadante usando o leitor de
absorbancia Epectra Max M2° (Molecular Devices, California) em 540nm.

O valor de absorbancia obtido nas diferentes concentr¢des de extratos foi usado para
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estimar a atividade hemolitica (nimero de eritrocitos lisados), considerando que a a absorbancia
obtida no controle positivo correspondeu a 100% de lise dos eritrocitos. A lise total dos eritrocitos
incubados no comtrole positivo foi comprovada por observacdo em microscopio otico. A
comparacéo da atividade hemolitica entre as quatro cepas foi feita a partir dos valores de hemdlise
dos extratos em 100% de concentracdo. Para isso, esses valores foram padronizados dividindo o
namero de eritrdcitos lisados pelo nimero de células de rafidoficeas presentes em cada extrato
(eritrécitos lisados.cel™) e dividindo também o niimero de eritrécitos lisados pela biomassa de
carbono das rafidoficeas presentes nos extratos (eritrécitos lisados.pg C?). Para o0 teste
estatistico, o numero de eritrécitos lisados foram transformados logaritmicamente [In (x +1)] e a
significancia da atividade hemolitica das diferentes concentragdes de extratos em relacdo aos

controles negativos foi obtida pelo teste Tukey através do programa SigmaPlot v.11.0.

Tabela 3. Numero de células e biomassa (g C) das trés concentracdes de extratos das cepas de
rafidoficeas utilizados no teste hemolitico. DP = desvio padréo.

N° de Céls Biomassa
Céls .mL™ DP ugCmL* DP
10% 123958 14747 13,93 1,6
Heterosigma akashiwo 50% 619792 73737 68,63 8,1
100% 1239583 147475 136,41 16,1
10% 24479 4191 4,03 0,7
Fibrocapsa japonica 50% 122396 20955 19,85 34
100% 244792 41910 39,46 6,7
10% 23872 5352 140,20 31,2

Chattonella marina

. 50% 119358 26759 690,92 153,6
var. antiqua

100% 238715 53518 1373,26 305,3

10% 42361 8909 63,20 13,2
Chattonella subsalsa 50% 211806 44544 311,45 65,0
100% 423611 89089 619 129

2.2.3. Resultados

A atividade hemolitica das cepas na fase exponencial foi positiva para as quatro cepas de
rafidoficeas testadas (Fig. 11). Os extratos de F. japonica, C. subsalsa e C. marina var. antiqua

mostraram atividade hemolitica significativa (p<0,005), ou seja, siginificativamente diferentes dos
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controles negativos nas concentragcbes de extrato a partir de 50%. Heterosigma akashiwo
apresentou atividade hemolitica significativa (p<0,005) apenas nos extratos com concentracdo de

100% (Fig. 11). Os valores de absorbancias e nimero de eritrocitos lisados séo indicados na
Tabela 4.

Heterosigma akashiwo Chattonella marina var. antiqua
100 - 100 |
*
80 - 80 -
= =
$ 60 8 60
3 0
£
E 40 - o 40~
"an B .
0+ 0 -
Negativo 10% 50% 100% Negativo 10% 50% 100%
Fibrocapsa japonica Chattonella subsalsa
100 4 * 100 -
80 - 80 - .
= =
g 60 - g 60 -
E N 5
5 40 - 5 40 - N
e m n B
O - T T 0 ' T T T
Negativo 10% 50% 100% Negativo 10% 50% 100%

Figura 11. Variacdo do numero de eritrocitos lisados de acordo com as concentragfes 10%, 50% e
100% dos extratos de H. akashiwo, F. japonica, C. marina var. antiqua, C. subsalsa. As lises de
eritrécito significativamente diferentes (p < 0,005) do controle negativo estdo marcadas com
asterisco (*). Média e desvio padrdo (n=3).

A comparagdo da intensidade da hemdlise entre as quatro cepas apresentou resultados
distintos quanto & densidade (eritrdcitos lisados.cel™) e biomassa em carbono de cada espécie de
rafidoficeas (eritrécitos lisados.pug C?) (Fig.12). Em relacdo a densidade celular, H. akashiwo
mostrou o menor valor de atividade hemolitica, seguida de C. subsalsa; enquanto que as cepas de
F. japonica e C. marina var. antiqua apresentaram os maiores valores de atividade hemolitica.
Apenas as atividades hemoliticas de F. japonica e C. marina var. antiqua nao apresentaram
diferencas significativas (p = 0.991) entre si. Levando-se em conta os valores de biomassa de

carbono, C. marina var. antiqua e C. subsalsa, seguidas da cepa de H. akashiwo apresentaram 0s
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menores valores de atividade hemolitica; enquanto que a cepa de F. japonica destacou-se com 0

maior valor. Todas as atividades hemoliticas calculadas em funcdo da biomassa de carbono foram

significativamente diferentes entre si (p < 0,005).

Tabela 4. Valores médios de absorbancia e de eritrécitos lisados nos testes hemoliticos com trés
diferentes concentracdes de extratos das cepas de rafidoficeas. DP = desvio padrao.

Absorbancia

Eritrocitos lisados

ABS (540nm) DP % DP
10% 0,047 0,001 22,4 0,6
Heterosigma akashiwo 50% 0,054 0,003 25,6 1,3
100% 0,154 0,028 73,5 13,3
10% 0,052 0,000 24,8 0,2
Fibrocapsa japonica 50% 0,065 0,011 31,0 53
100% 0,178 0,020 85,0 9,6
Chatt " ) 10% 0,050 0,002 23,8 1,1
atonetiamarina 0. g 058 0002 27,5 1,0
var. antiqua
100% 0,162 0,005 77,6 2,3
10% 0,051 0,003 24,4 1,6
Chattonella subsalsa 50% 0,058 0,005 27,6 2,3
100% 0,144 0,003 68,8 1,5
Positivo 0,198 0,010 100,0 4,9
Negativo 0,047 0,002 22,4 0,7
A B
14,0 - - 9,0E+04 -
- O 8,0E+04
= 120 - =2)
e S 7,0E+04 -
g 100 - § 6,0E+04 -
E 80 - § 50E+04 -
E 6.0 - § 40E+04
£ .0 3 3,0E+04
g £ 20E+04 -
o 20 j W 1 0E+04 j
00 - 0,0E+00 - - ——

Heterosigma Fibrocapsa Chattonella C. marina
akashiwo japonica subsalsa var. antiqua

Heterosigma Fibrocapsa Chattonella C. marina
akashiwo

japonica

subsalsa

var. antigua

Figura 12. Comparagéo da atividade hemolitica entre as quatro cepas de rafidoficeas, relativa ao

namero de células (A) e biomassa (B) dos extratos. Média e desvio padrdo (n=3).
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2.2.4. Discussao

Floracbes de rafidoficeas tem sido registradas em diversos paises, p.ex. Alemanha, Brasil,
Canadd, Estados Unidos, India, Italia, Japdo e Suécia (Anexo2). Em muitos casos foram causadas
pelas espécies estudadas no presente trabalho (H. akashiwo, F. japonica e C. marina var. antiqua)
e seus eventos associados a mortalidade de peixes (Imai et al. 1998; Jungnu e Kripa 2009; Keppler
et al. 2005; Tiffanny et al.2001). No Brasil, mais especificamente no Estado do Rio de Janeiro, ja
foram registradas recorrentes floracdes de C. subsalsa na Baia de Guanabara e de H. akashiwo na
Lagoa Rodrigo de Freitas, ambos sem registros de mortalidade da biota aquatica (Branco et al.
dados ndo publicados). Contudo, floracdes de H. akashiwo na Baia de Paranagua, Parand,
estiveram associadas a massiva mortandade de peixes em 2001 (Proenca e Fernandes 2004). Em
um dos eventos de floragdo nesta regido, uma cepa de H. akashiwo foi isolada e sua toxicidade foi
comprovada a partir de bioensaios em juvenis do misidaceo Mysidopsis juniae e larvas do
molusco Perna perna (Mafra 2005).

Outras cepas de H. akashiwo, assim como F. japonica, C. subsalsa e C. marina isoladas de
distintas regides do mundo (p.ex. América do Norte, Asia, Europa, Oceania) apresentaram
resultados de toxicidade positivos para bioensaios com peixes, larvas de moluscos, ostras,
crustaceos, ciliados, e camundongos (Anexo 2). Apenas as espécies F. japonica, H. akashiwo e C.
marina apresentam trabalhos investigativos sobre sua atividade hemolitica, e na sua maioria com
atividade confirmada (de Boer et al. 2004a; Fu et al. 2004b; Kuroda et al. 2005; de Boer et al.
2009; Ling e Trick 2010; Pezzolesi et al. 2010). Tanto quanto se sabe, ndo ha avaliacdo de
atividade hemolitica para C. subsalsa e C. marina var. antiqua descrita na literatura, portanto esse
constitui o primeiro registro de atividade hemolitica para ambas as espécies.

A intensidade da atividade hemolitica entre as cepas de Raphidophyceae foi distinta para H.
akashiwo, C. subsalsa e C. marina var. antiqua quando se considerou a lise de eritrocitos tanto
pelo nimero de células (Eritrocitos lisados.cel™) quanto pela biomassa (Eritrécitos lisados.pg C™).
Os resultados de hemolise por células de rafidoficeas sdo interessantes para se verifivcar a
relevancia ecoldgica, através das densidades das floracBes causadas por essas espécies. Ja 0s
resultados obtidos apartir do biovolume do extrato é interessante para comparar a atividade
hemolitica entre as espécies. Ao considerar o numero de células utilizadas no extrato observou-se
que as duas cepas de Chattonella apresentaram uma alta atividade hemolitica quando comparada a
H. akashiwo. Contrariamente, ao se considerar o biovolume, a cepa de H. akashiwo apresentou
uma intensidade hemolitica maior se comparado as duas cepas de Chattonella. Essa divergéncia
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ocorreu principalmente devido as grandes dimensdes celulares de Chattonella e as pequenas
dimensdes de H. akashiwo. Por outro lado, € interessante observar que ao se comparar a
intensidade da atividade hemolitica da cepa de F. japonica com as outras cepas das trés espécies
analisadas, F. japonica mostrou a maior atividade considerando-se tanto a densidade de células
quanto a biomassa (eritrocitos lisados.cel™ e eritrécitos lisados.ug C*, respectivamente). Isto
ressalta ainda mais a capacidade hemolitica da cepa de F. japonica frente as outras cepas das
demais espécies. Na literatura ndo ha estudos comparativos do grau de toxicidade entre as quatro
espécies estudadas. Contudo, sabe-se que baixas densidades de F. japonica, a partir de 1 x10°
cel.mL, j& apresentam efeito ictiotdxico (Shen et al. 2010).

Estudos demostraram que a espécie F. japonica apresenta atividade hemolitica em
concentragdes celulares variando de 4 x10° a 1,9 x10* cel.mL™ (de Boer et al. 2004; de Boer et al.
2009; Pezzolesi et al. 2010). No presente trabalho a atividade hemolitica foi detectada a partir de
1,2 x10° cel. mL, sendo maior do que as registradas na literatura. De Boer et al. (2009) comparou
a atividade hemolitica entre 15 cepas de F. japonica isoladas da América do Norte, Asia, Europa e
Oceania, e encontrou resultado positivo para todas, mas com intensidades distintas. Para H.
akashiwo, a densidade na qual se registrou atividade hemolitica (1,2 x 10° cel. nL™) também foi
superior as descritas na literatura (6 x10* cel.mL™) (Ling e Trick 2010). Entretanto, uma cepa
brasileira desta mesma espécie mostrou-se tdxica para juvenis misidaceos de Mysidopsis juniaea
em densidade de 7,9 x 10° cel.mL™ (Mafra 2005). Floragdes de H. akashiwo com densidades de
cerca de 2 x 10 cel.mL™ estiveram associadas a massiva mortandade de peixes no Parana
(Proenca e Fernandes 2004). Porém, o nimero de células pode ndo ser o principal fator da
mortadade de peixes, conforme observado p.ex. nas floragbes de H. akashiwo com densidades
atingindo 4 x 10° cel. mL™* sem registro de mortalidade de peixes observadas na Lagoa Rodrigo de
Freitas, Rio de Janeiro (Branco et al. 2010). De fato, estudos mostram que a toxicidade de
espécies de rafidoficeas esta associada a diversos fatores ambientais. Por exemplo, a atividade
hemolitica de F. japonica esta associada a salinidade, temperatura, nutrientes (de Boer et al. 2004)
e luminosidade (de Boer et al. 2009).

Em sintese, 0 presente estudo mostrou que as quatro cepas das rafidoficeas H. akashiwo, F.
japonica, C. marina var. antiqua e C. subsalsa isoladas da costa do Rio de Janeiro e de Santa
Catarina apresentaram atividade hemolitica. Dentre as quatro especies analisadas, F. japonica
apresentou 0 maior potencial hemolitico. Essas quatro espécies sdo mundialmente citadas como
formadoras de floracéo, inclusive no Brasil. Isso refor¢a a importancia de um monitoramento mais

acurado nas regides sul e sudeste do pais bem como de um levantamento sobre a ocorréncia dessas
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espécies ao longo da costa brasileira. Floragcdes dessas espécies podem exercer efeitos nocivos a
biota aquética, acarretando prejuizos de cunho econémico principalmente devido a producédo
pesqueira e a maricultura. Mesmo os eventos de floracdes sem mortandade de peixes alteram a

qualidade da &gua, afetando as areas de lazer para a comunidade local e o turismo da regido.
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2.3. FLORAGCOES RECORRENTES DE HETEROSIGMA AKASHIWO EM UM SISTEMEA RASO URBANO

(LAGOA RODRIGO DE FREITAS, RJ)
Resumo

Seis floragdes de Heterosigma akashiwo (Raphidophyceae) foram observados em marco de 2007 a
marco de 2008 na Lagoa Rodrigo de Freitas, um sistema semi-confinado eutréfico localizado no
Rio de Janeiro (Sudeste do Brasil). As células vegetativas de H. akashiwo analisadas por
microscopia optica e electronica mostraram morfologia como descrito em literatura. As floracbes
(2.8 x 10* to 4 x 10° cel.L-1) foram restritas & zona intermédia do canal Piraqué, que se situa na
parte nordeste da lagoa e recebe aporte de agua doce. A salinidade da sub-superficie da agua e a
profundidade do canal apresentaram correlacdo negativa significativa com a abundancia de H.
akashiwo e parecem determinar a formacéo de flores restritas a este compartimento da lagoa. N&o
houve mortalidade de peixes durante as floragdes de H. akashiwo e ndo foi detectada a presenca
de brevetoxinas em um extrato celular obtido a partir da floragdo observado em 19 de marco de
2007.

Palavras chave: Heterosigma akashiwo, floragdes, lagoa costeira urbana.

2.3.1. Introducao

Floracbes da espécie da rafidoficea ictiotoxica Heterosigma akashiwo (Hada) Hada séo
amplamente distribuidas nos ecossistemas costeiros de diferentes latitudes onde sdo
frequentemente responsaveis por extensas perdas de populacdes naturais ou cultivadas de peixes
(Kempton et al. 2008; O'Halloran et al. 2006). Efeitos adversos e alelopéaticos de H. akashiwo
também sdo conhecidos sobre varios invertebrados marinhos, incluindo copepodos, ciliados,
larvas e adultos de ostras, camardes e vieiras (Connell et al. 1997; Littik, 1998; Clough and Strom
2005; Keppler et al. 2006; Wang et al., 2006; Yu et al. 2010). Até agora, nenhum efeito toxico em
humanos foi relatado. Embora as toxinas produzidas por H. akashiwo ndo tenham sido
devidamente caracterizadas, seu mecanismo toxicolégico parece estar relacionado a secrecdo de
muco e a producdo excessiva de substancias reativas ao oxigénio (ROS) que podem danificar as
branquias de peixes e bloquear a troca de O,, resultando em asfixia e morte (Ling e Trick 2010;
Nakamura et al. 1998). Alternativamente, alguns estudos tém apontado a presenca de compostos
semelhantes a brevetoxina (Haque e Onoue 2002; Khan et al. 1997). De qualquer modo, a
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toxicidade parece ser varidvel entre os diferentes ecotipos e ser também potencialmente afetada
por condi¢cdes ambientais, como concentragdes de nutrientes (Rensel et al. 2010).

No Brasil, as floragdes de H. akashiwo foram reportadas pela primeira vez no complexo
estuarino de Paranagud, PR, situado no sul do pais, em mar¢o de 2001 e novembro de 2004 com as
densidades de células alcancando 2,6 x 10° cel. L™ (Proenca e Fernandes 2004) e 0,5 x 10° cel. L~
! (Mafra 2005), respectivamente; e no final de julho de 2002, com 19 x 10° cel. L™ no Balneério
de Camboriu, SC, também localizado no sul do Brasil (Mafra 2005). A floracdo de 2001 esteve
associada a mortandade de peixes, resultando em uma proibicdo da pesca e extracdo de mariscos
durante 25 dias (Proenca e Fernandes 2004). Além disso, uma cepa de H. akashiwo foi isolada
dessa mesma floragcdo e andlises toxicologicas revelaram resultados positivos em juvenis
misidaceos de Mysidopsis juniaea Silva além de inibir o desenvolvimento larval do mexilhdo
Perna perna Linnaeus (Mafra 2005).

Recentemente, floracdes recorrentes de H. akashiwo tém sido observadas em uma zona
confinada da Lagoa Rodrigo de Freitas, um sistema costeiro raso localizado na cidade do Rio de
Janeiro, sudeste do Brasil (Branco et al. 2010). O objetivo do presente estudo foi o de caracterizar
a morfologia (estrutura e ultraestrutura) da populacdo de H. akashiwo observada durante um
evento de floragdo ocorrido em marco de 2007, além de avaliara influéncia de alguns fatores

abioticos, bem como investigar a producao de brevetoxinas e seus analogos.

2.3.2. Area de Estudo

A Lagoa Rodrigo de Freitas é um sistema costeiro semi-confinado localizado na parte sul da
cidade do Rio de Janeiro (22°57'02"S, 43°11'09"0O, Figura 13). Apresenta uma superficie de 2,5
km?, 6,5 milhdes mm3 de volume e profundidade média de cerca de 4 m. Com aguas eutrofizadas,
a lagoa recebe entradas pontuais de esgoto doméstico local e dgua proveniente de sua bacia de
drenagem, recebendo agua do mar pelo Canal do Jardim de Alah e descarga de agua doce dos rios
Cabecas e Macacos pelo Canal do Piraqué, esse Ultimo situado na parte nordeste da lagoa. O
Canal Piraqué € raso (<1,5 m), quando comparado com o resto da lagoa, apresentando também
baixa turbuléncia e salinidade. O tempo de residéncia da &agua varia de acordo com a
abertura/fechamento da comporta que regula a entrada de agua dos rios. Embora essa conexdo

tenha um regime irregular, esteve aberta durante a maior parte do periodo do presente estudo.
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de Freitas

Figura 13. Mapa da Lagoa Rodrigo de Freitas mostrando o Canal do Piraqué e indicando os cinco
pontos de amostragem no corpo principal da lagoa.

2.3.3. Material e Métodos

2.3.3.1 Monitoramento e coleta

As amostras de agua foram coletadas mensalmente de marco de 2007 a marco de 2008, em
uma estacdo (S1), localizado na zona intermediaria do Canal do Piraqué e quatro estacBes (S2 a
S5) no corpo principal da lagoa (Fig. 12). As amostras foram obtidas por coleta de agua de
subsuperficie através da passagem de frasco e imediatamente fixadas com solucdo de Lugol.
Subamostras foram mantidas vivas sob refrigeracdo (4 °C). Temperatura e salinidade da agua
(termosalinometro Y'SI-30), oxigénio dissolvido (oximetro YSI-54) e transparéncia da dgua (disco
de Secchi) foram medidas semanalmente em diferentes profundidades no Canal do Piraqué
(superficie; 0,5 e 1,0 m) e na lagoa (superficie; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; e 4,0 m). A zona
eufdtica (Ze,) foi calculada como sendo trés vezes a profundidade do disco de Secchi (Cole 1994).
A pluviosidade e a temperatura do ar foram obtidas a partir de uma estacdo meteoroldgica
localizada no Jardim Boténico (http://www2.rio.rj.gov.br/georio/site/alerta/alerta.htm).

2.3.3.2 Morfologia e analise taxondmica
As andlises morfologicas das células de H. akashiwo foram feitas em amostras vivas e

fixadas, sob microscopio Olympus BH2 equipado com contraste de fase e software de captura de
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imagem Pro Image Plus, versdo 4.5.0.19 ® (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, EUA).
Para microscopia eletrébnica de transmissdo (TEM), as células foram concentradas por
centrifugacdo, fixadas por 2 h em glutaraldeido 2,5% tamponado com cacodilato de sodio 0,1 M
(pH 7,4). Esse material foi lavado trés vezes com o mesmo tampao e pds-fixado durante a noite
em tetroxido de 6smio 1% tamponado com cacodilato de sédio 0,05 M. Em seguida, foi
desidratado em séries de etanol e incluido em resina Epon 812 (Pelco). Apds seccionar, 0s cortes
foram colocados em grades de carbono revestido de cobre e contrastados duas vezes por 40 min
com acetato de uranila 2% e por 1 min com citrato de chumbo a 1%. Os cortes foram analisados e
fotografados em microscopio eletronico ZEISS EM 900 (Zeiss Jena, Alemanha) operando a
80kV. A identificagdo taxondmica foi baseada em caracteres morfologicos, tais como a forma e
tamanho da célula, nimero, cor e forma dos cloroplastos, presenca de mucocistos e ultra-estrutura

dos cloroplastos e pirenoides, de acordo com Hara e Chihara (1987).

2.3.3.3 Distribuicao temporal e analise toxinoldgica

A abundancia de H. akashiwo (células.L™) foi estimada a partir das amostras fixadas em
solucdo de Lugol neutro 1% usando microscopio invertido (Utermdhl 1958) em 400x de
ampliagdo. O biovolume (um®) foi calculado de acordo com Hillebrand et al. (1999) e
multiplicado pela abundancia (mm?®.L™). A correlacio entre variaveis abidticas e a abundancia de
H. akashiwo foi avaliada por analise de correlacdo de Spearmam usando o programa Statistica 7.0
(StatSoft). Foram considerados os dados obtidos na superficie do Canal do Piraqué e do corpo
principal da Lagoa Rodrigo de Freitas (n= 65). Antes das analises, todo o conjunto de dados foi
transformado logaritmicamente [In (x +1)].

A presenca de brevetoxins e seus derivados foi investigada em uma amostra coletada
durante a floracdo de H. akashiwo observado em 19 de marco de 2007. Um total de 1,5 L de agua
foi suavemente filtrado sob vacuo para um filtro de fibra de vidro (poro 0,45 pum, Sartorius). O
material retido no filtro foi extraido em metanol a 100%, concentrou-se no fluxo de Ny, e depois
analisado por LC-MS em um sistema de cromatografia liquida de Agilent 1200 ligado a um
quadrupolo triplo espectrometro modelo de massa de i6es de armadilha-3200 Q-Trap (Applied
Biosystems), equipado com uma fonte de ESI Turbo pulverizador. O sistema foi calibrado com
padrdes de brevetoxins a partir de NRC Canada. Os compostos foram separados por cromatografia
liquida em coluna rapida de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18, 4,6 x 50 mm (1,8 uM) a 35
°C. Para a cromatografia, duas fases moveis (A e B) foram usadas, com um fluxo de 750 uL min-1

durante 10 min. Fase A consistia em 90% de agua e acetonitrilo a 10%, enquanto a fase B era 10%
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de agua e acetonitrilo 90%, ambos com uma concentracdo de 5 mM de formato de amonio e 53

mM de 4cido férmico.

2.3.4. Resultados
2.3.4.1 Identificacdo Taxondmica

As células de H. akashiwo estavam solitarias, apesar de aglomerados de células esféricas
imdveis de H. akashiwo cercados por mucilagem terem sido observados em 19 de Marco de 2007
(Fig. 14). A forma da célula variou de ovoide a eliptica, medindo 10,75 - 17,57 um (maximo de
20,13 pm, n=40) de comprimento e 6,21 -11,89 um (maximo de 12,21 um, n=40) de largura. Os
cloroplastos mostraram-se tipicamente castanho-amarelados, apesar de algumas vezes exibirem
coloragdo amarelo-esverdeada. Foram visualizados 8 - 18 cloroplastos discoides situados na
periferia da célula, com tilacodes paralelos a superficie da célula (Fig. 15 A). Cada cloroplasto
mostrou um abaulamento de pirendide localizado no extremo interno com a matriz pirenoidal
penetrada por tilacdides (Fig. 15 B). Diversos mucocistos pequenos e esféricos (Fig. 15 B)
estavam distribuidos ao longo da periferia da célula. O nucleo mostrou-se situado na parte central

da célula, as vezes na parte superior. (Fig. 15 C).

Figura 14. Fotos de microscopia 6tica de aglomerados (A e B) e células solitarias (C e D) de
células vivas de Heterosigma akashiwo. Escalas = 5um.
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Figura 15: Fotos de microscopia eletrbnica de transmissdo de Heterosigma akashiwo. Corte
longitudinal da célula inteira (A); corte longitudinal com detalhes da parte anterior da célula (B);
corte transversal da célula, com distinto nucléolo (C). C = Cloroplasto, P = Pirendide, M =
Mitocondria, N = Nucleo, n= nucléolo. Escalas = 5.0um (A), 0.5um (B), 2.0um (C).

2.3.4.2 Distribuicao temporal e investigacdo da toxicidade

Duas estacOes (seca e chuvosa) foram reconhecidas durante o periodo de estudo (Fig. 16). A
estacdo seca (Margo a Outubro de 2007) foi caracterizada pela pluviosidade mensal entre 0 e 84
mm, enquanto os valores mais altos (186 - 269 mm) foram observados durante a estagdo chuvosa
(Novembro de 2007 a Margo de 2008). Estas estagdes ndo estiveram relacionadas com a
temperatura do ar, sendo os valores mais baixos desta variavel (17,2 - 18,9 °C) observados entre
Maio e Agosto de 2007. Embora a temperatura da agua tenha apresentado valores semelhantes no
Canal do Piraqué e no corpo principal da lagoa (Fig. 17 A e B), diferentes padrdes de salinidade e
de oxigénio dissolvido foram observados nestes compartimentos (Fig. 17 C - F). Quando
comparado com o corpo principal da lagoa, o Canal do Piraqué foi caracterizado por menores
valores de oxigénio dissolvido (4 - 6 mg L™) e salinidade (2 - 11) na superficie, este Gltimo

resultando na formacao de um haloclina permanente.
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Figura 16. Variacdo sazonal das temperaturas minima e maxima do ar (° C) e precipitacdo total
(mm) mensais de marco de 2007 a margo de 2008.

Seis floracGes de H. akashiwo foram registradas durante o periodo estudado (Fig. 18). Estas
floragdes foram observadas exclusivamente no Canal do Piraqué, dentro de uma faixa de
salinidade de 1,6 - 14,4 e temperatura da agua de 24,4 - 30,9 °C. A maior abundancia de H.
akashiwo (4 x 10° cel. L™) foi observada em 19 de Marco de 2007 sob valores de salinidade e
temperatura de 7,5 e 28,4°C, respectivamente. Heterosigma akashiwo foi a espécie dominante da
comunidade fitoplanctonica apenas em marco de 2007, enquanto que nos demais meses as
cianobactérias Pseudanabaena catenata, Pseudanabaena galeata e Synechocystis salina foram as
dominantes (Branco 2009). Os dados das variaveis abidticas do canal e do corpo principal da
lagoa e os dados de densidade e biovolumede células de H. akashiwo durante os seis eventos de
floragdes estdo apresentados nas tabelas 5 e 6, respectivamente. A analise de correlacdo do rank de
Spearman indicou que H. akashiwo esteve negativamente correlacionada com a profundidade da
coluna de 4gua (R = - 0.48, p < 0.001), oxigénio dissolvido (R = - 0.38; p = 0.001) e salinidade (R
=-0.30; p=0.011).

Brevetoxinas e derivados ndo foram detectados no extrato obtido durante a floracdo
observada em 19 de marc¢o de 2007 (Fig. 19).
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Figura 17. Distribuicdo temporal e vertical da temperatura (°C) (A-B), salinidade (C-D) e oxigénio
dissolvido (mg L™) (E-F) registrados no Canal do Piraqué (esquerda) e no corpo principal da
Lagoa Rodrigo de Freitas (direita) de marco de 2007 a marco de 2008. Os valores do corpo
principal da lagoa sdo as médias das quatro estacdes amostrais.
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Figura 18. Abundancias de H. akashiwo (cels L™) no Canal do Piraqué de marco de 2007 a marco
de 2008.
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Tabela 5. Valores médios, minimos e maximos de algumas varidveis abioticas na superficie do
Canal do Piraqué e do corpo principal da lagoa de margo de 2007 a marco de 2008. Os valores do
corpo principal da lagoa sao as médias das quatro estacdes amostrais.

Canal Lagoa
Media Min-Max Media Min-Max
Temperatura (°C) 26,5 20,4 - 22,5 27,8 21,4 - 31,5
Oxigenio dissolvido (mg L™) 4,8 0-115 8,4 4,9-139
Salinidade 7 0-16,8 12,5 7,2-17.2
Zona eufofica maxima (m) attofundo 1,2 - até o fundo 1,8 15-27
Profundidade (m) 1 08-15 3,9 3-4

Tabela 6. Abundéncia e biovolume de H. akashiwo durante as floragfes observadas no Canal
Piraqué de marco de 2007 a marco de 2008. Valores deoxigénio dissolvido (OD), salinidade,
temperatura da agua, disco de Secchi e profundidade da zona eufética (Zeu) sdo também
mostrados. n.d. = N&o determinado.

Data Abundancia Biovolume OD  Salinidade Temperatura Disco de Secchi Pronfl];r:gri:j;de

el (mm*L?) (mgL™) (°C) (m) (m)
19/03/2007 40 x 108 115,292 3,5 7,5 28,4 0,6 n.d.
24/04/2007 1,6 x 10° 0,462 1,6 8,4 29,5 0,4 1,1
09/07/2007 2.8 x 10* 0,008 5 14,4 24,5 n.d. n.d.
14/01/2008 57 x 10* 0,016 55 1,6 29 0,7 0,8
18/02/2008 3,7 x 10° 1,073 2,7 5,2 30,7 0,7 0,8
17/03/2008 1,0 x 10’ 2,859 7,3 7,0 21,7 0,5 0,8

2.3.5. Discusséo
A identificacdo de H. akashiwo com base em caracteres morfolégicos nem sempre é fécil,
considerando suas células pleomorficas de tamanho reduzido. Além disso, H. akashiwo pode ser
confundida com Olisthodiscus luteus N. Carter, sendo estas espécies separadas pela morfologia
celular e ultra-estrutura. Olisthodiscus luteus tem menor namero de cloroplastos (5 - 13) que estdo
ausentes na regido ventral da célula, além de ndo apresentar mucocistos e lamelas de tilacéides na
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matriz pirenoidal (Hallegraeff e Hara 1995; Hara e Chihara 1987). Ja& H. akashiwo mostra maior
namero de cloroplastos (10-30) distribuidos na periferia da célula, presenca de mucocistos e
lamelas dos tilacoides penetrando na matriz pirenoidal (Hara e Chihara 1987; Hara et al. 1985).
Recentes estudos de biologia molecular argumentam que Heterosigma inclui apenas a espécie H.
akashiwo, distinta de Olisthodiscus e de outros géneros de Raphidophyceae (Connell 2000;
Bowers et al, 2006; Yamaguchi et al. 2010a). Heterosigma também é muito proximo do género
Chlorinimonas Yamaguchi, Nakayama, Murakami & Inouye, no entanto, a auséncia de
invaginacdo de tilacdides na matriz pirenoidal distingue o ultimo género de Heterosigma
(Yamaguchi et al. 2010a).

A morfologia das células de H. akahiswo registradas na Lagoa Rodrigo de Freitas
concordaram em geral com as descri¢des e ilustracGes dessa espécie apresentadas por Hara et al.
(1985) e Hara e Chihara (1987). Células da populacdo coletada em 19 marco de 2007 mostraram
freqlientemente nimero e distribuicdo dos cloroplastos, semelhante as encontradas em O. luteus
(dados ndo apresentados), as vezes com a cor (amarelo-esverdeado) e nimero de cloroplastos
(dados ndo apresentados) semelhantes as células de Chlorinimonas, que podem contribuir para
identificacdo errdnea das espécies. No entanto, as caracteristicas ultra-estruturais dos cloroplastos
confirmaram a identidade taxondmica das populagdes do canal como H. akashiwo.

A formagdo de floragbes de H. akashiwo em ambientes costeiros tem sido associada ao
escoamento de agua doce geralmente acompanhado de uma reducdo da salinidade para valores
<15 (Taylor e Haigh 1993), além da estratificacdo da coluna d'dgua (Yamochi 1989). Essas
condigBes ambientais estiveram de acordo com as observadas durante as floragdes de H. akashiwo
no Canal do Piraqué, onde o escoamento de agua doce dos rios contribuiu para a diminuicdo da
salinidade, resultando em uma haloclina permanente. Isto também explicaria a auséncia de
floracBes de H. akashiwo no corpo principal da lagoa, que apresenta valores mais elevados de
salinidade distribuidos de forma homogénea em toda a coluna de agua. Segundo a literatura,
floracBes de H. akashiwo geralmente ocorrem em valores de salinidade entre 20 e 35, atingindo
seu ideal em torno de 20 - 25 (Martinez et al. 2010; Kempton et al. 2008; Mafra 2005; Proenca e
Fernandes 2004; Hague e Onoue 2002; Honjo 1993). O crescimento de H. akashiwo também tem
sido reportado em valor de salinidade abaixo de 5, mas o crescimento 6timo ocorre em salinidades
de 10 - 30 (Zhang et al. 2004). As floragdes de H. akashiwo durante este estudo foram observadas
dentro de uma faixa de salinidade de 1,6 - 14,4, indicando que essa espécie tolera valores mais
baixos de salinidade do que o anteriormente registrado. Estudos prévios com base em material de

campo e cultura revelaram que distintas popula¢fes ou cepas de Heterosigma tém diferentes
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valores 6timos de temperatura e salinidade; além disso, seu crescimento mostra respostas
diferentes a uma variedade de fatores ecoldgicos (Fredrickson et al. 2011; Han et al. 2002;
Smayda 1998; Honjo 1993).

Heterosigma akashiwo apresenta um histérico de vida alternando estagios pelagicos e
bentdnicos (Smayda 1998; Tomas 1978). Os estagios bentdnicos (células de resisténcia e cistos)
permitem a espécie sobreviver sob condigdes ambientais desfavoraveis, principalmente sob baixas
temperaturas da agua e condicdes de escuro (Shikata et al. 2007; Han et al. 2002). As células de
resisténcia diferem dos cistos porque ndo requerem um periodo de maturacao para a germinacao.
Além disso, as células de resisténcia sdo circundadas por um envoltdrio de polissacarideo, além de
manterem os flagelos (Han et al. 2002). As vezes, essas células consistem de massas aglutinadas
de células ndao-moveis acastanhadas (Smayda 1998; Tomas 1978). J& os cistos sdo, em geral,
esféricos, sem flagelos, rodeados por material mucilaginoso com sedimentos e tém um periodo
obrigatdrio de dorméncia (Itakura et al. 1996). As células de H. akashiwo formando massas de
células imdveis cercadas por mucilagem detectadas durante este estudo foram semelhantes as
células de resisténciadescritas por Tomas (1978) com base em material cultivado. Segundo esse
autor, as células de resisténcia mantiveram-se viaveis no escuro por 15 semanas e entre 5 e 10 °C,
morrendo em temperaturas superiores a 15 °C. Han et al. (2002) demonstraram que a inducdo da
formagdo de células de resisténcia em culturas de H. akashiwo é mais eficaz em condigdes de
privacdo de luz e baixas temperaturas (abaixo de 10 °C). Estudos de campo também apontam a
temperatura como determinante para a inducdo de células de resisténcia em H. akashiwo (Imai e
Itakura 1999, 1991; Taylor e Haigh 1993). As células de resisténcia de H. akashiwo podem
germinar em temperaturas baixas e sob baixa intensidade de luz, no entanto a espécie requer alta
temperatura e forte luz para a sobrevivéncia e crescimento imediato das células germinadas
(Shikata et al. 2008). Durante a ocorréncia das células de resisténcia de H. akashiwo no Canal do
Piraqué, a temperatura da agua foi de 28,4 °C em toda a coluna d"agua e os dados do disco Secchi
e zona eufética indicaram disponibilidade de luz no fundo do canal. Uma vez que as células de
resisténcia de H. akashiwo ndo foram encontradas em amostras de sedimentos durante as floragdes
(Branco et al., dados ndo publicados) podemos inferir que essas células foram ressuspendidas do
fundo para a coluna d’agua, previamente a formacéo das florag6es, permitindo uma germinacéo
imediata e rapido crescimento das células vegetativas (Shikata et al. 2008).

Brevetoxinas e seus derivados ndo foram detectados durante este estudo. Da mesma forma,
ndo registramos mortandade de peixes associados as floragfes de H. akashiwo, o que contrasta

com os dados reportados para o sul do Brasil, onde floragdes de H. akashiwo estiveram associadas
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a mortandade de peixes (Proenca e Fernandes 2004). A auséncia de toxicidade em peixes
observada durante este estudo pode estar relacionada as altas temperaturas observadas durante as
floracGes de H. akashiwo (27,7 - 30,9 °C), o que poderia inibir ou minimizar a toxicidade desta
espeécie (Ono et al. 2000). Por outro lado, baixos valores de salinidade como os registrados durante
os eventos de floragdo no Canal do Piraqué também tém sido apontados como um dos fatores
relacionados a producdo de toxina nesta espécie (Haque e Onoue 2002). De fato, diversos fatores
ambientais, incluindo temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes, tém sido associados
com a toxicidade de H. akashiwo (Fredrickson et al. 2011). Além disso, elevada variabilidade
genética e fenotipica dentro de populacGes regionais de H. akashiwo tém sugerindo a existéncia de
ecotipos distintos que podem estar relacionados a diferentes fatores, tais como a origem geogréfica
da populacéo e do momento da floracéo.

No entanto, brevetoxina ndo é o Unico fator relacionado com a toxicidade de H. akashiwo.
Outros mecanismos, como anoxia mecanica, compostos hemoliticos e substancias reativas a
oxigénio tambeém estdo associados com os efeitos nocivos de H. akashiwo (Kuroda et al. 2005;
Marshall et al. 2005; Ling e Trick 2010). Além disso, mesmo que as floragdes ndo atuem
diretamente nos peixes, elas podem ser prejudiciais para muitos organismos, incluindo copépodes
ciliados, larvas e adultos de ostras, camardes e vieiras (Connell et al. 1997; Llittik 1998; Clough e
Strom 2005; Keppler et al. 2006; Wang et al. 2006; Yu et al. 2010), afetando diferentes niveis

tréficos.
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3. Sintese

As rafidoficeas constituem um grupo de microalgas amplamente distribuido e responsavel
pela formacdo de floragdes em geral associadas a mortalidade da biota aquatica. Embora
apresentem ampla distribuicdo geogréfica, contam com poucos estudos taxondémicos,
principalmente devido a dificuldade de identificacdo dos seus caracteres diacriticos que requerem
técnicas acuradas (Throndsen 1993; Hargraves e Maranda 2002).

Essa dissertacdo apresenta uma abordagem multidisciplinar e constitui trabalho pioneiro
sobre a taxonomia, biologia molecular e toxicidade de Fibrocapsa japonica, Heterosigma
akashiwo, Chattonella marina var. antiqua e Chattonella subsalsa isoladas do Rio de Janeiro e de
Santa Catarina.

Nosso estudo demonstrou que forma e dimensdes celulares, presenca/auséncia de
mucocistos e tricocistos e ultraestrutura do cloroplasto sdo bons caracteres na separagdo das
espécies de rafidoficeas estudadas, conforme indicado em literatura. Além disso, a separacéo entre
Chattonella marina var. antigua e C. subsalsa foi corroborada pelos dados de biologia molecular
como apontado por Bowers et al. (2006) e Demura et al. (2009).

No que diz respeito a toxicidade, nossos resultados apontaram atividade tdxica positiva in
vitro para as quatro cepas estudadas, com F. japonica apresentando a maior intensidade
hemolitica.

As floracbes de H. akashiwo observadas na Lagoa Rodrigo de Freitas mostraram-
correlacionadas com baixas salinidades e profundidade. Essas varidveis pareceram restringir esses
eventos ao Canal do Piraqué, localizado na parte nordeste da lagoa, onde o escoamento de agua
doce dos rios contribui para a diminuicdo da salinidade, resultando em uma haloclina permanente.
Resultados similares para outros sistemas costeiros também tém associado floragcdes dessa espécie
a baixos valores de salinidade (Taylor e Haigh 1993) e estratificacdo da coluna d'agua (Yamochi
1989).

4. Conclusdes

O presente trabalho suporta claramente a necessidade da utilizagcdo de microscopia
eletronica de transmissdo e biologia molecular na identificacdo taxonémica de espécies de
rafidoficeas, com base em populac¢Ges naturais e culturas. Aponta, também, para a importancia de

um monitoramento mais acurado na costa brasileira, considerando os resultados toxicos positivos
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do teste hemolitico das quatro cepas das rafidoficeas H. akashiwo, F. japonica, C. marina var.
antiqua e C. subsalsa.

5. Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras, pretende-se continuar o estudo taxondmico molecular do grupo,
aplicando-se outros marcadores nas espécies estudadas e agregando-se isolados de outras regides
da costa brasileira, com o objetivo de mapear a biodiversidade do grupo no Pais. Pretende-se
também prosseguir na analise de variagbes métricas e morfolégicas de cepas do grupo sob
diferentes temperaturas e salinidades, bem como avaliar a influéncia das fases de crescimento em

cultivo na toxicidade destas rafidoficeas.
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Anexo 1. Lista com os dados das sequéncias ITS obtidas do GenBank.

. N° Ano do .

Especie Cepa GenBank Local isolamento Artigo
Chattonella marina NI AY704165 Sai Kung, China 2001 Kai et al. 2006
Chattonella marina KA-11-m-1 AB286927 Harima-Nada, Japao 1999 Kamikawa et al. 2007
Chattonella marina NIES3 AF137074 NI NI Connell 2000
Chattonella marina CMSTAC Al-6 AY858860 Harima-Nada, Japdo 1981 Bowers et al. 2006
Chattonella marina CMSTAC NR 5 AY858862 North Carolina, USA 2000 Bowers et al. 2006
Chattonella marina DEM-5011 AB334344 Harima-Nada, Japao 2006 Demura et al. 2009

Chattonella marina var. antiqua C((N:Il\lgz 12 2039 AY858858 Kagoshima Bay, Japan 1982 Bowers et al. 2006
Chattonella marina var. antiqua NIES1 AF13676 NI NI Connell 2000
Chattonella marina var. antiqua NIES1 AB286925 Harima-Nada, Japdo 1978 Kamikawa et al. 2009
Chattonella marina var. antiqua DEM-5004 AB334327 Harima-Nada, Jap&do 2006 Demura et al. 2009
Chattonella marina var. ovata NIES849 AB286918 Hiroshima Bay, Japdo NI Demura et al. 2009
Chattonella marina var. ovata MH-14 AB334365 Osaka Bay, Japao 2006 Demura et al. 2009
Chattonella marina var. ovata NI AY704166 Sai Kung, China 2001 Kai et al. 2006
Chattonella marina var. ovata CCMP 216 AY858872 T. Okaichi, Japéo NI Bowers et al. 2007
Chattonella minima NIES848  AB286928 Kii Channel, Japdo 1983 Kamikawa et al. 2008
Chattonella minima DEM-4011 AB334366 Harima-Nada, Japao 2006 Demura et al. 2009
Chattonella subsalsa CCMP217 AB334367 Golfo do México, USA NI Demura et al. 2009
Chattonella subsalsa CCMP2191 AB334368 Indian River Bay, USA 2001 Demura et al. 2009
Chattonella subsalsa NI AF409126 NI NI Ben et al. 2002
Haramonas dimorpha NIES-761  AB334370 Daintree River, Australia 1991 Demura et al. 2009

Anexo 2. Lista com os dados das sequéncias LSU obtidas do GenBank.

- N° Ano do .

Espécie Cepa GenBank Local isolamento Artigo
Chattonella marina MS-3-P AB217639  Suou Nada, Japéo 1985 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina G-12 AB217638 Hiuchi Nada, Jap&o 1986 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina S-11 AB217637  Suou Nada, Japéo 1986 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina NIES-559 AB217636 Maizuru Bay, Japao 1975 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina N.I. AY704162 Sai Kung, Hong Kong 2001 Kai et al. 2006
Chattonella marina CCMP-217 AF210739 Florida, USA 1982 Bowers et al. 2006

Chattonella marina var. antiqua CCMP2052 FJ030891 N.I. N.I. Riisberg et al. 2009
Chattonella marina var. antiqua  NIES-86 AB217868 Uranouchi Bay, Jap&o 1980 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina var. antiqua G-8 AB217634  Hiuchi Nada, Japéo 1988 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina var. antigua  NIES-558 AB217632 Mikawa Bay, Japdo N.1. Tanabe et al. 2006
Chattonella marina var. antiqua OA-3 AB217633  Osaka Bay, Jap&o 1984 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina var. antiqua NIES-1  AB217631 Harima Nada, Jap&o 1978 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina var. antiqua N.I. AF210737 N.I. NI Tyrrell et al. 2001
Chattonella marina var. ovata ovata-P  AB217641 Harima Nada, Jap&o 1993 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina var. ovata ~ NIES-603 AB217640 Harima Nada, Jap&o 1984 Tanabe et al. 2006
Chattonella marina var. ovata N.I. AY704163 Sai Kung, Hong Kong 2001 Kai et al. 2006
Chattonella marina var. ovata N.I. AF210738 N.I. N.I. Tyrrell et al. 2001
Chattonella minima NIES848 AB286928  Kii Channel, Japéo 1983 Kamikawa et al. 2007
Chattonella subsalsa N.I. AF210736 NLI. NI Tyrrell et al. 2001
Chattonella subsalsa N.I. AF409126 NLI. NI Ben Ali et al. 2002
Chattonella subsalsa CCMP2793 EU165295 N.I. NI Scorzetti et al. 2009
Fibrocapsa japonica N.I. AF210740 N.I. N.I. Tyrrell et al. 2001

NI= dado ndo informado
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