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RESUMO

Um dos problemas mais graves relacionados com a eutrofizacdo de corpos hidricos sdo
as floracOes de cianobactérias produtoras de cianotoxinas. O objetivo da pesquisa foi
verificar a presenca e avaliar o potencial toxico de cianobactérias em trés lagoas
localizadas no municipio da Serra-ES, Brasil. Entre 0os meses de fevereiro a dezembro
de 2013, foram coletadas amostras de 4gua das lagoas Maringa, Juara e Jacuném. Foram
realizadas as analises dos parametros de qualidade de agua (temperatura, pH, turbidez,
DQO, DBO, foésforo, nitrogénio, clorofila a e estado tréfico do corpo d’dgua), a
deteccdo e quantificacdo das microcistinas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e a detecgdo dos genes para expressao de ficocianina e microcistinas
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Durante todo o estudo estas lagoas
apresentaram concentracdes superiores a 56 pg/L de clorofila e 50 pg/L de foésforo,
sendo entdo classificadas como ambientes hipereutréficos.  Além disso foram
encontrados altos niveis de nitrogénio, DBO e DQO indicando um ambiente altamente
impactado. As microcistinas estiveram presentes em 56,2% (9/16) das amostras de
aguas analisadas, sendo que no més de junho foi detectado concentragdes de 8,9 pg/L
da variante LR e 18,8 pg/L da variante RR nas lagoas Juara e Jacuném,
respectivamente. O gene responsavel pela codificagdo da ficocianina foi detectado em
87,5% (14/16) das amostras de aguas e nessas mesmas amostras genes mcy foram
detectados. Os resultados das analises fisico-quimicas da dgua das trés lagoas avaliadas
e a presenca do gene mcy indicam condigdes ambientais favordveis para o
desenvolvimento de floragdes de cianobactérias com potencial tdxico. As altas
concentragcfes de microcistinas detectadas nas lagoas oferecem risco a saude publica.

Palavras chaves: Eutrofizacdo, lagoas, cianobactérias e microcistinas.



ABSTRACT

One of the most relevant issues related to the euthrophication of water bodies is the
proliferation of cyanobacterial strains that produce cyanotoxins. The aim of this
research was to verify the presence and evaluate the potential toxicity of cyanobacteria
in three lakes located in Serra-ES, Brazil. Water samples from Maringa, Juara and
Jacuném lakes were collected between February and December 2013. The following
analyses were undertaken: water quality parameters (temperature, pH, turbidity, COD,
BOD, phosphorus, nitrogen, chlorophyl a and throphic state of the water body); the
detection and quantification of microcystin through High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC); and the detection of genes for the expression of phycocyanin
and microcycstin through Polymerase Chain Reaction (PCR). Throughout the study
these lakes presented concentrations superior to 56 pg/L for chlorophyll and 50 pg/L for
phosphorus, being therefore classified as hypereuthrophic. Moreover, high levels of
nitrogen, COD and BOD were detected, demonstrating that these lakes are being
impacted. Microcystins were present in 56,2% (9/16) of the water samples, and in June,
concentrations of 8,9 pg/L for the LR variant and 18,8 pg/L for the RR variant were
respectively detected in Juara and Jacuném lakes. The gene responsible for the encoding
of phycocyanin was detected in 87,5% (14/16) of the water samples, and in these same
samples, the gene mcy was also detected. The results of the physicochemical analyses of
the water samples and the presence of the mcy gene indicate that these lakes have
favourable conditions for a cyanobacterial bloom with potential toxicity. The high

levels of microcystin detected in these lakes poses a risk to public health.

Keywords: Euthrophication, lakes, cyanobacteria e microcystin.
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1 INTRODUCAO

O processo de eutrofizagdo antropica em ambientes de agua doce favorece condicoes
ideais para a proliferacdo de cianobactérias ou algas levando a formacgdo de eventos
denominados de floragdes ou “blooms”. As floragdes produzem grande impacto
negativo nos corpos d'agua, pois alteram as caracteristicas de qualidade, tais como odor

e sabor da 4gua e também pela producdo de toxinas (BRASIL, 2006).

As floragbes de cianobactérias sdo um problema de saude publica e preocupagao
ambiental, devido a producdo de uma grande variedade de cianotoxinas. Essas
cianotoxinas podem provocar efeitos hepatotdxico, neurotdxico e dermatoldgico,
podendo causar a morte (CARMICHAEL et al., 2001). De acordo com dados mundiais
a Microcystis aeruginosa é a espécie de cianobactéria mais relatada em lagos e
reservatorios de agua, por produzir uma cianotoxina denominada microcistina (MC) que
possui efeito hepatotdxico em mamiferos (HOTTO et al., 2008; JIANG et al., 2008; de
OLIVEIRA, 2010; MOHEBBI et al., 2012).

Conforme a portaria MS n° 2.914/2011 os reservatorios d’agua devem ser monitorados
qguanto a presenca de cianobactérias. Atualmente o monitoramento é realizado pela
metodologia contagem de células e identificacdo por microscopia 6tica. O problema
destas técnicas é que nem todas as cianobactérias sdo produtoras de cianotoxinas e que

caracteristicas fenotipicas ndo definem cepas toxicas (OLIVEIRA, 2003).

Por outro lado, utilizando-se métodos moleculares de deteccdo como a PCR é possivel
detectar os genes que codificam a cianotoxina, sendo assim possivel identificar de
maneira precoce as floracdes de cianobactérias toxicas, permitindo uma acao preventiva
para reduzir a exposicdo do consumidor as cianotoxinas (PEARSON & NEILAN,
2008).

Neste contexto, este estudo visou monitorar a presenca de cianobactérias, de genes
codificantes de microcistinas nas lagoas Maringd, Juara e Jacuném, localizadas na
regido da grande Vitoria (Serra), Espirito Santo. Estas lagoas sdo utilizadas para
recreacgdo, turismo, pesca e cultivo de peixes e se contaminadas por ciatoxinas podem

representar um risco a satde da populacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Situacao ambiental dos recursos hidricos no Brasil

Os recursos hidricos sdo extremamente importantes para o desenvolvimento socio
econdmico. As atividades humanas requerem usos multiplos destes recursos, tais como;
abastecimento publico, irrigacdo, industrial, recreacdo, aquicultura controle de
inundacdo, receptor de efluentes, paisagistico, valorizacdo imobiliaria e turismo. Essas
atividades variam de acordo com a populacdo residente do entorno da bacia de
contribuicdo do corpo hidrico (NETTO et al., 2003).

O crescente e desordenado uso de recursos hidricos além de sua capacidade de suporte
tem provocado danos na quantidade e qualidade da agua. 1sso deve-se ao crescimento
econdmico nos Gltimos 50 anos no Brasil, que acarretou no éxodo rural, atualmente
mais da metade da populacdo brasileira urbana reside em grandes metrépoles
(PEREIRA-JUNIOR, 2004).

O processo de urbanizacdo concentrada e acelerada remove rapidamente a cobertura
natural do solo impermeabilizando-o com as construcbes de edificios e estradas,
acelerando o escoamento superficial das aguas. O crescimento das cidades ndo respeita
as areas de risco, como as encostas de morros e maci¢cos montanhosos, improprios para
moradias, ocasionando a erosdo de seus terrenos (PEREIRA-JUNIOR, 2004). Além
disso o saneamento basico ndo acompanhou o crescimento das cidades. Em 2008, pouco
mais da metade dos municipios brasileiros (55,2%) tinham servico de esgotamento
sanitario por rede coletora, e apenas 28,5% dos municipios brasileiros fizeram
tratamento de seu esgoto. Mesmo na Regido Sudeste, onde 95,1% dos municipios

possuiam coleta de esgoto, menos da metade desses (48,4%) o trataram (IBGE, 2010).

Segundo Morelli, (2005) no Brasil a contaminacdo aumentou cinco vezes nos Gltimos
dez anos e como consequéncia, os impactos sobre os recursos hidricos afetam
diretamente a qualidade de vida das populagdes. De acordo com o relatorio “O estado
real da dgua no Brasil” cerca de 70% das aguas de rios, lagos e lagoas se tornaram
improprios ao consumo devido a poluicdo. Este relatorio revela que no ano de 2004 a
2008 a contaminacdo das aguas superficiais cresceu 280% e estima que nos proximos
dez anos cerca de 90% dos recursos hidricos estardo poluidos (CNBB apud
LOURENCO, 2008).
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2.1.1 Lagoas costeiras

As lagoas costeiras sdo de fundamental importancia, tendo em vista a sua rica
biodiversidade, econémica, social e turistica para diversos municipios. Entretanto estes
ecossistemas sdo pouco estudados (SCHAFER et al., 1980; SCHWARZBOLD, 1982;
SCHAFER, 1991) e correm o risco de serem utilizados de forma inadequada
(LANZER, 2005). O reduzido reconhecimento econdmico dos bens e servigcos gerados
por tais ecossistemas, principalmente por parte dos gestores e politicos, torna-se uma
grave ameaca em decorréncia da expansiva degradacdo a que tais ambientes estdo
submetidos (BARROSO, 2007).

Além disso as lagoas costeiras possuem como caracteristicas a estabilidade térmica, a
baixa profundidade e sdo classificadas como ambientes lénticos. Estas condigdes
ambientais submetidas a impactos como despejos de excessivas cargas de nutrientes,
favorecem a explosdo populacional de microalgas, cianobactérias e macrofitas
aquaticas. Ao longo do tempo, este aumento populacional resulta no aumento da
matéria organica a ser decomposta, reducdo do oxigénio, reducdo da diversidade e na
mortandade de peixes, perda das caracteristicas estéticas, do potencial de lazer e
formacdes de floragdes de cianobactérias, 0s quais comprometem os diversos usos da
agua, como abastecimento publico (ESTEVES, 1998; NETTO et al., 2003).

A maioria das lagoas do Estado do Espirito Santo sdo lagoas costeiras. Um grande
namero destas lagoas situa-se em Linhares, no norte do estado, Marataizes e Guarapari

no sul e na Serra, localizada na regido metropolitana.

O estado tréfico das lagoas estd intimamente relacionado com a ocupagdo do solo
entorno da bacia hidrogréfica e os usos do corpo hidrico. Sendo assim, as lagoas
localizadas em &reas metropolitanas estdo mais sujeitas a eutrofizacdo. Na regido da
grande Vitoria, ES, destacam-se a lagoa artificial Maringa e as lagoas naturais Juara e

Jacuném pela sua importancia ambiental e econdmica para a regiéo.

2.1.1.1 Lagoa Maringa

A lagoa Maringéa foi originada a partir do represamento do curso do Cérrego Maringa
pela constru¢do da Rodovia ES-010 na década de 1970. Esta rodovia propiciou a

ocupacdo do litoral serrano do Espirito Santo. O desenvolvimento urbano da regido
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gerou como consequéncia a producdo de efluentes domésticos e industriais que
passaram a ser lancados inicialmente direto nos cursos d’agua que originam o cOrrego
Maringa. No ano de 1983 foi construida uma estacdo de tratamento de esgoto e o
efluente tratado é lancado corrego Maringa, que em seu curso desagua na Lagoa
Maringa. Atualmente a estacdo de tratamento de esgoto atende os bairros: Parque
Residencial Laranjeiras Il, Residencial Alterosas, Vila Nova de Colares, Colina de
Laranjeiras, Aldeia de Laranjeiras e Centro Industrial de Vitéria (ANDRADE, 2011).
Além de corpo receptor a lagoa Maringa é utilizada por algumas pessoas como area de

pesca.

2.1.1.2 Lagoa Juara

No entorno da bacia de contribuicdo da lagoa Juara possui aproximadamente 77.818
habitantes. Os efluentes de duas estagdes de tratamento de esgoto sdo langados nos
corregos contribuintes da lagoa que também recebe grande aporte de esgoto clandestino.
Nos ultimos 10 anos a lagoa vem sofrendo bastante impacto ambiental devido ao
crescimento populacional e assentamento urbano desprovido de planejamento. No ano
2000 a lagoa esteve classificada como oligo-mesotréfica em quase a totalidade de sua
extensdo, exceto a porgdo proxima ao corrego laranjeiras, classificada como eutroéfica.
Ja no ano 2009 a lagoa passa a ser classificada como eutréfica a hipereutrfica (LELLIS
2006; 2010; LELLIS & BARROSO 2013).

O manancial abriga um projeto de piscicultura de criagdo de tilapias e é realizado
através da Associagdo de Pescadores da Lagoa do Juara. Conta com restaurante onde
sdo servidos pratos a base da tilapia e com a venda de peixes frescos abatidos na hora e

19



espaco para recreacdo e turismo (Figura 2). O projeto contempla 30 familias que

sobrevivem com o resultado da cria¢do e pesca da tilapia (PMS, 2009).

Figura 2 — Area de recreacéo e turismo na lagoa Juara (Serra, ES)

2.1.1.3 Lagoa Jacuném

A lagoa Jacuném (Figura 3) foi utilizada como manancial de abastecimento publico até
em 1983, ano em que foram desativados os sistemas de captacdo e tratamento
convencional. Desde a década de 1980, este ecossistema sofre impactos ambientais pelo
mau uso e ocupacdo do solo de sua bacia de drenagem. Atualmente, cerca de 10% da
extensdo da lagoa é ocupada por industrias e 48% desta situada em area urbana. A lagoa

é utilizada para pescaria, recreacdo e lazer.

O entorno da bacia de contribuicdo da Lagoa Jacuném possuia uma populagdo de
145.272 habitantes em 2000 (IBGE, 2000), entre 2000 e 2010 a popula¢do do municipio
cresceu cerca de 27% (IBGE- censo 2010) resultando em aproximadamente 184.000
pessoas. A lagoa encontra se em processo de eutrofizacdo artificial devido ao constante
aporte de efluentes domésticos e industriais lancados diretamente ou indiretamente por
meio de corregos. Os efluentes de sete sistemas de tratamento de esgoto (Maringa, Nova
Carapina, Eldorado, Porto Canoa, Mata da Serra, Barcelona e Civit I, sendo que este
ultimo trata os efluentes industriais e sanitarios do centro industrial) sdo langados nos
corregos contribuintes da lagoa Jacuném (LEAL 2006, LELLIS 2006; DUARTE et al.,
2012).
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Figura 3 — Lagoa Jacuném (Serra, ES)

2.2 Biologia das cianobactérias

A etimologia da palavra cianobactéria significa bactéria azul, devido a sua colorag&o.
Inicialmente essas bactérias eram classificadas como algas verde-azuladas ou
Cyanophyta, devido suas caracteristicas fotossintéticas. Atualmente esses
microorganismos sao classificadas como procariontes pertencentes a divisao
Cianoficeas e inseridas no reino Eubacteria, que por sua vez pertencem ao dominio
Bacteria. S8o descritos na literatura aproximadamente 150 géneros cianoficeas com
mais de duas mil espécies identificadas, porém estima-se que esse numero seja
subestimado devido a grande diversidade morfologica e de seus diferentes habitats,
necessitando de mais estudos na area (VAN DEN HOEK et al., 1995; CALIJURI et al.,
2006).

Esses organismos sdo bactérias gram-negativas, podendo ser encontrados nas formas
unicelulares, coloniais ou filamentosas e & somente conhecida a sua reproducdo
assexuada (VAN DEN HOEK et al., 1995; CALIJURI et al., 2006; WHITTON &
POTTS, 2000; CHURRO et al., 2012; WHITTON & POTTS, 2012). Outra
caracteristica morfoldgica € a auséncia de células flageladas em todo o seu estagio de
vida (VAN DEN HOEK et al., 1995). As cianobactérias sdo altamente diversas e
possuem grande capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes. Podemos encontra-las
em ambientes de dgua doce, marinho, solos imidos, estuarios e em ambientes extremos
tais como geleiras e desertos ou em simbiose com fungos (VAN DEN HOEK et al.,
1995; KOKSHAROVA, 2010).

A diversidade de habitats das cianobactérias pode ser explicada pela tolerancia as altas
temperaturas, a alta radiagdo solar (UVB e UVC), a resisténcia a dessecacdo e por

apresentar adaptagbes como, por exemplo, células diferenciadas denominadas
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heterocistos (capazes de fixar o nitrogénio), acinetos (celulas de resisténcia as condic¢des
adversas do ambiente) e a camada de mucilagem no entorno da célula (auxilia na
flutuabilidade e na retengédo de CO,, quando este se encontra em baixa concentracdo no
ambiente) (VAN DEN HOEK et al., 1995; CALIJURI et al., 2006; WHITTON &
POTTS, 2000; 2012).

As cianobactérias apresentam varios pigmentos fotossintéticos, tais como ficobilina,
ficocianina, caroteno, xantofila, ficoeritrina, aloficocianina e a clorofila-a. Esta
diversidade de pigmentos conferem uma maior faixa de absorcdo de comprimento de
onda da luz, o que possibilita maior absor¢cdo de energia luminosa, mesmo em
ambientes com pouca luminosidade. A eficiéncia de absor¢do luminosa confere a estes
organismos maiores competividade e vantagens de colonizacdo em diferentes habitats
(VAN DEN HOEK et al., 1995).

A maioria das espécies de cianobactérias possui melhor desenvolvimento em aguas
neutro-alcalinas (faixa de pH entre 6 e 9), temperaturas entre 15 e 30°C e aguas com
alta concentracdo de nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo (CALIJURI et al.,
2006). As cianobactérias de agua doce quando encontram um ambiente rico em
nutrientes podem apresentar uma explosdo de crescimento populacional denominado
floracdo (PAERL et al., 2001; YOSHIDA et al., 2007; XU et al., 2010; LI et al., 2012),
que € caracterizado pelo intenso crescimento de células de uma ou vérias espécies de
algas, bem como de cianobactérias potencialmente tdxicas que ocorrem na coluna da
agua (CHORUS e BARTRAM,1999).

As floragdes acontecem em corpos d’agua que apresentam alto grau de eutrofizagdo. A
eutrofizacdo pode acontecer por modo natural ou antropico. A eutrofizacdo € um
processo natural, lento e essencial para a manutencdo da vida aquatica. Este processo
ocorre atraves do enriquecimento dos ecossistemas aquaticos continentais € marinhos,
principalmente por nitrogénio e fésforo, que sdo despejados de forma dissolvida ou
particulada em lagos, represas e rios, sendo entdo assimilados pelo metabolismo dos
vegetais (ESTEVES, 1998). Porém, as atividades antropicas como a utilizagdo de
fertilizantes quimicos e pesticida na agricultura e os lancamentos de efluentes
domésticos e industriais nos corpos d’dgua aceleram o processo de eutrofizacdo dos
corpos d’agua e assim contribuem para o fendmeno de floragdes (BRANDAO &
DOMINGOS, 2006; SMITH & SCHINDLER, 2009). Outros fatores como alteracoes
aos fluxos naturais em sistemas fluviais e o aquecimento global podem ser responsaveis
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pelo aumento na frequéncia e intensidade de floracdes de cianobactérias (ELLIOT,
2012; CATHERINE et al., 2013).

Whitton & Potts (2012) sugerem que a maior eficiéncia no controle de floracdes esta
relacionada com disponibilidade de fosforo em detrimento ao nitrogénio. Devido a
habilidade dos organismos assimilarem o nitrogénio atmosférico e que todo o fdsforo
disponivel nos corpos d’agua estd associado a atividades antropicas. Outro fator
ambiental importante na floracdo sdo as altas temperaturas, pois influenciam
diretamente no processo metabolico relacionado a fotossintese e outras vias
biossintéticas (COLE & JONES, 2000).

As floragBes provocam alteracdes das propriedades organolépticas e estéticas da agua,
alteracOes ecoldgicas, explosdo populacional de poucas espécies, diminui¢do da zona
luminosa, decréscimo na concentracdo de oxigénio, mortandade de muitos organismos,
producdo de mau cheiro devido a decomposicdo de organismo (CALIJURI et al., 2006).
Além de todos esses maleficios da floracdo, ainda existe a potencialidade de

cianobactérias produzirem cianotoxinas (OLIVEIRA, 2003).

As cianotoxinas sdo produzidas através do metabolismo secundéario das cianobactérias.
Os metabdlitos secundarios sdo compostos organicos que ndo estdo diretamente
envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo do organismo
que o produziu. Porém nem todas as cianobactérias produzem cianotoxinas
(CARMICHAEL, 1992; OLIVEIRA, 2003).

Existem cerca de 40 géneros de cianobactérias descritos como produtores de
cianotoxinas nocivas, podendo este nimero estar subestimado mediante dificuldades
relacionadas a identificacdo taxonémica (VAN DEN HOEK et al., 1995;
CARMICHAEL, 2008). Os principais géneros toxicos descritos sdo: Microcystis,
Cylindrospermopsis Anabaena, Nodularia, Nostoc, Coelosphaerlum Gomphosphaeria,
Synechococcus,  Synechocystis, Pseudanabaena, Oscillatoria, Trichodesmium,
Schizothrix, Lyngbya, Phomidium, Aphanizomenon, Hormothamnion, Gleotrichia
(Figura 4) e Fischerella (FUNASA, 2003; FIORE et al., 2009).

As floragdes de cianobactérias nem sempre sao compostas de espécies toxicas, contudo,
estudos tém demonstrado que 35 a 70% das floragdes de cianobactérias séo constituidos
por espécies toxicas (SIVONEN et al.,, 1990; YOO et al., 1995; YOSHIDA et al.,
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2007). Com isso, € possivel encontrar individuos produtores e ndo produtores de

cianotoxinas em uma mesma populacdo (OLIVEIRA, 2003).
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Figura 4 - Géneros de cianobactérias potencialmente tdxicas frequentemente
encontradas em ecossistemas aquaticos continentais. Fonte: FUNASA, 2003

2.3 Cianotoxinas
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A cianotoxina é uma endotoxina cujo o mecanismo de liberacdo para 0 meio externo
ainda néo foi elucidado. Sabe-se que a liberagé&o das cianotoxinas pode ocorrer por lise
celular provocada por senescéncia celular ou por uso de algicidas. Discute-se que
mudancas na permeabilidade na membrana celular possam ser responsaveis pela
liberacdo da toxina no ambiente (CYBIS et al., 2006). As espécies produtoras de
cianotoxinas podem produzi-las em todos os estagios do ciclo celular e/ou em certas
condices ecofisioldgicas ndo muito bem conhecidas (MOLICA & AZEVEDO, 2009).

As causas da producdo das cianotoxinas nao sdo totalmente conhecidas e esta producéo
pode estar relacionada a defesa contra herbivoria (IZYDORCZYK et al., 2008) ou a
comunicagdo entre as cianobactérias (DITTMANN et al., 2001; CHU et al., 2010).

De acordo com suas estruturas quimicas, as cianotoxinas podem ser incluidas em trés
grandes grupos bioquimicos: 0s peptideos ciclicos, os alcaldides e 0s
lipopolissacarideos. Entretanto, por suas agdes farmacoldgicas em mamiferos as
cianotoxinas sdo classificadas como hepatotoxina, citotoxina, dermatoxina e
neurotoxina (CHURRO et al., 2013) (Tabela 1).

Das cianotoxinas, a hepatoxina é a causa mais comum de intoxicacdo, podendo causar
morte num intervalo de poucas horas a poucos dias, sendo a microcistina de maior
prevaléncia de contaminacdo dos recursos hidricos e de intoxicacdo de humanos e
animais (FUNASA, 2003).

Tabela 1 — Classificagdo das principais cianotoxinas, tdxons produtores, toxicidade e
orgaos alvos.
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Toxina

Téaxon produtor

Alvo
primario em
mamiferos

Mecanismo de acdo

Hepatotoxina

Microcistina (MC)

Microcystis spp.
Planktothrix spp.
Oscillatoria  Nostoc
Anabaena spp.

Inibe a serina / treonina, proteina
fosfatase tipo 1 e tipo 2A e induz o
estresse oxidativo levando a cascata

Planktothrix

~ 80 variantes Anabaenopsis Figado de eventos renonsaveis nelos
Heptapeptideo ciclico Hapalosiphon ; M10S rep pek
Snowella efeitos mtotpxwos e genotoxicos
Woronichinia em células animais.
Aphanocapsa
Nodularina
9 variantes Nodularia spumigena  Figado Similar a MC
Heptapeptideo ciclico
Citotoxina
C. raciborskii
Umezakia natans
Cilindropermopsina Aph. ovalisporum  Figado, rins, I . .
3 variantes Raphidiopsis curvata  pulmdes e Inr';'giig gzglgitfong:gfﬁjlggg
Pentapeptideo ciclico Anabaena bergii coragédo P
Aphanizomenon
Lyngbya
Dermatotoxina
Aplysiatoxina Plla_lxrll?ok?tlhiix Pele Agente inflamatério, ativador da
Bis-lactona fendlica Schizothrix proteina quinase C
Dég?:g?:ﬁ;ﬁ:é?ﬁ; Lyngbia Pele Similar a Aplysiatoxina
Lyn;:?;all:gén—A Lyngbia Pele Similar a Aplysiatoxina
Neurotoxina
Anabaenna spp.
Anatoxina-a (_)scnlatorla Juncao Antagonismo do receptor de
. Cylindrospermum  neuromuscula L S
5 variantes Microcystis F 06S- acetilcolina nicotinico neuronal e
Tropona-relacionada-alcal6ide ocy [T pos muscular
Aphanizomenon sinaptica
Planktothrix
Planktothrix x
. . Juncéo
. Oscillatoria
Homoanatoxina-a neuromuscula . .
Alcaloide Ana_bgena_ [ p6s- Similar a Anatoxina-a
Raphidiopsis sinaptica
Phormidium P
Juncéo
Anatoxina-a(s) Anabaena neuromuscula Inibicdo irreversivel da
Ester fosfatase metil guanidina ~ Aphanizomenon r p6s- acetilcolinesterase
sinaptica
Anabaena
Saxitoxina Aphanizomenon Blogueio do canal de sddio ou
20 variantes C. raciborskii Ax6nio 2lod .
alcaléide carbonada Lyngbya calcio das membranas dos axdnios

Fonte: CHURRO et al. (2013).

2.3.1 Microcistinas (MCs)
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As MCs compreendem o grupo mais diversos de cianotoxinas, apresentando mais de 90

isoformas diferentes segundo o grau de metilacdo, hidroxilagcdo, epimerizacao,

sequéncia peptidica e toxicidade (PEARSON et al., 2010). A maioria das MCs séo

composta por sete aminoacidos e constituem uma formula estrutural geral [ciclo (-D-
Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha-) ], onde os residuos de D-aminoacidos, alanina

(Ala), &cido aspartico metilado (MeAsp) e &cido glutdmico (Glu), se intercalam com o0s

aminodacidos incomuns N-metil-dehidroxi-alanina (Mdha) e Acido 3-amino-9-metoxi-

2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-diendico (Adda). Nas posicdes 2 e 4 da estrutura ciclica,

ainda sdo encontrados os residuos de L-aminoacidos variaveis (Xaa e Zaa), principais
responsaveis pela nomenclatura das MCs (Figura 5) (CARMICHAEL et al.,1988).

Microcystin

Microcystin-LA
Microcystin-LL
Microcystin-AR
Microcystin-YA
Microcystin-LM
Microcystin-VF
Microcystin-YM
Microcystin-LF
Microcystin-LR
Microcystin-LY
Microcystin-LW
Microcystin-FR
Microcystin-RR
Microcystin-YR

Microcystin-WR

Ala

Arg
Tyr

Tp

Tyr

Arg
Arg
Arg

Arg

Figura 5 - Estrutura
aminoacidos na formacdo das variantes de microcistinas. As letras X e Z sdo dois
aminoacidos variaveis.
Fonte: Sivonen e Jones (1999) e Silva-Stenico et al. (2009) modificado.

Hn 1D-Ala

quimica da Microcistina e exemplos da composicdo dos
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O agrupamento génico responsavel pela sintese da microcistina é o0 mcy, composto por
seis quadros de leitura aberta (ORFs - open reading frame) (mcyA-E e G) e quatro
ORFs pequenas (mcyF e H-J) encontrados no cromossoma da cianobactéria. As ORFs
sdo regides dentro do genoma que possuem sequéncias de bases nitrogenadas
necessarias para a codificacdo de proteinas. Este agrupamento contém 55 kb de
codificacdo de DNA. A MC ¢ sintetizada por uma via metabdlica ndo ribossémica onde
participam as enzimas NRPSs e PKSs (TILLET et al., 2000).

I T T T T T T T 1

0 8 16 24 32 40 48 56 64kb

dnaN meyG meyl mcyE meyD meyA meyB  mcyC Uma 16
meyH-J Chemistry & Biology

Figura 6 — Esquema do grupo de genes mcy responsaveis pela codificacdo e sintese da
microcistina no género Microcystis.
Fonte: TILLET et al., 2000

O conjunto de genes responsaveis pela producdo de MCs pode ser agrupado em dois
operons. Um maior, composto pelos genes mcyD — J, responsavel por catalisar a
formacdo do derivado s-aminoacido Adda e o liga ao D-glutamato, enquanto que o
menor, composto pelos genes mcyA-C, codificam madulos de NRPS que faz a extenséo
deste intermediario dipeptidio para o heptapeptideo e subsequente ciclizagdo. O
processo de sintese da MC-LR pode ser visualizado na figura 7 (TILLETT et al., 2000).
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Figura 7 - Representacdo esquematica da via de biossintese da microcistina-LR

Legenda: | - Modelo para a formacdo da porcdo Adda das microcistinas. Prevé as
estruturas dos genes mcyG, D e E. O circulo representa uma PKS; Retangulo: NRPS;
Losango: dominio putativo da aminotransferase. O mcyJ ¢ F: enzimas de “costura”
demonstrados em triangulos invertidos. 11 - Modelo Biosintético para formacdo de
microcistina —LR. Prevé as estrutura dos genes de mcyE, A, B e C. O mcyl: enzima de
“costura” demonstrado em tridngulo invertido. KS: L- cetoacil sintase; AT:
aciltransferase; ACP: acil proteina transportadora; KR: cetoacil redutase;
DH:desidratase; CM: C-metiltransferase; OM: O- metiltransferase; A: adenilacdo
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aminoacil; C: condensagdo; AMT: aminotransferase; RC: racemase; NM: N-
metiltransferase; Ep: epimerizacdo; TE: tioesterase; LZ- Adda, L-glutamato , L-
metilserina, D -alanina, L-leucina, D -metil- aspartato, L-arginina, a ciclizacao.

Tem sido relatado que as microcistinas no ambiente podem persistir por tempo
relativamente longo, que varia entre 1 a 3 meses, podendo chegar a até seis meses
(ZEGURA et al., 2011). Além disso, as microcistinas podem sofrer o processo de
biomagnificacdo ao longo da cadeia trdfica. Estudos indicam a contaminacdo de
invertebrados aquaticos e peixes por toxinas, provocando a morte desses organismos
elou prejudicando a vida aquatica (FERRAO-FILHO & KOZLOWSKY-SUZUKI,
2011). E discutido o potencial risco de bioamagnificacdo por plantas, através de aguas
de irrigacdo contaminadas por MCs (APELDOORN et al.,, 2007; SAQRANE &
OUDRA, 2009, 2011).

As microcistinas sdo hidrofilicas e penetram no interior das células do figado através do
sistema de transporte multi-especifico para acidos biliares, que foi descoberto através de
bioensaios em camundongos e assim sdo tradicionalmente consideradas como
hepatotoxinas. Tem como acdo a inibicdo das enzimas fosfatase tipo 1 e tipo 2A
(RUNNEGAR et al., 1981). Atualmente sabe-se que as MCs podem afetar outros
0rgdos, como intestino, rim e o cérebro através do transportador anion organico

polipeptidico presente na membrana celular de diversas células (FISCHER et al., 2005).

A contaminagdo por MC pode provocar diversos sintomas: dor abdominal, vomitos,
diarreia, inflamacéo do figado, hemorragia, pneumonia aguda, dermatite aguda e danos
nos rins (EPA, 2012). Além disso, as MCs apresentam potencial carcinogénico devido a
atividade de inibicdo de proteinas fosfatases, o que leva a hiperfosforilagdo das
proteinas celulares, que pode ser associado como promotor de tumores. Podem também
induzir o aumento da formacdo de espécies reativas de oxigénio e em consequéncia
provocar danos oxidativos ao DNA. Existe evidéncia de que as MCs podem induzir a
formacédo de micronucleos e interferir no mecanismo eucariotico de reparacdo ao DNA.
Em 2010, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer classificou MC-LR
possivel carcindgeno humano (ZEGURA et al., 2011). Estudos epidemioldgicos tém
indicado uma associacao entre 0 aumento da incidéncia de cancer do figado e do célon
com o consumo de agua potavel de fontes potencialmente contaminadas por MCs
(ZHOU et al., 2002; SVIRCEV et al., 2009). Ainda, mesmo em baixas concentracdes,
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as toxinas podem apresentar risco a salde humana, pois sua exposicao crdnica através
do consumo de agua e alimentos contaminados pode causar efeito carcinogénico
(ZEGURA et al., 2011).

2.4 Legislacao: padroes e limites nacionais para cianobactérias e cianotoxinas

Em 2011 foi criada a Portaria MS n° 2.914 que estabelece padrdes para a qualidade de
aguas de consumo humano. Esta portaria estabelece o monitoramento de cianotoxinas
de acordo com a densidade de cianobactérias encontradas nos mananciais. Quando a
densidade for maior ou igual a 20.000 células/mL o monitoramento de cianotoxinas
deve ser semanal e quando essa densidade for menor a analise deve ter frequéncia
mensal. Também é recomendo a analise semanal de clorofila-a no manancial, como
indicador de potencial aumento da densidade de cianobactérias. Se a concentracdo de
clorofila-a em duas semanas consecutivas tiver seu valor duplicado ou mais, deve-se
proceder nova coleta de amostra para quantificacdo de cianobactérias no ponto de
captacdo do manancial, para reavaliagdo da frequéncia de amostragem de

cianobactérias.

Os valores maximos permitidos (VMP’s) de cianotoxinas estabelecidos pela portaria
MS 2.914/2011 leva em considerando os efeitos agudos das toxinas na gua potavel e
ndo leva em consideracao os efeitos crénicos e carcinogénicos destas toxinas (ZEGURA
et al., 2011). Os VMP’s sdo de 1 pg/L, 1 pg/L e 3 pg/L para as cianotoxinas
microcistinas, cilindrospermopsinas e saxitoxinas, respectivamente. Quando as
concentragf0es de cianotoxinas no manancial forem menores que seus respectivos
VMPs, sera dispensada a analise de cianotoxinas na saida do tratamento. Além disso, o

uso de algicidas ¢ vedado em reservatorios de abastecimento d’agua.

No Brasil as condicGes de balneabilidade sdo normatizadas pela Resolugdo CONAMA
n°® 274 de 29 de novembro 2000, que estabelece restricdes a recreacdo de contato
primario em corpos hidricos que apresentam ocorréncia de floragdes e considera
passivel de interdicdo pelos 6rgaos de controle ambiental trechos dos corpos d”agua em
que ocorra toxicidade ou formacgdo de escuma decorrente de floracGes de algas. Esta

resolucéo ndo estabelece VMP para para parametros de clorofila ou de cianotoxinas.
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A Resolucdo CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005 (BRASIL, 2005), estabelece a
classificacdo, enquadramento dos corpos d’agua e os valores maximos permitidos de
clorofila-a e células de cianobactérias nas diferentes classes de uso dos corpos d"agua.
Também determina condicdes e padrdes para parametros fisicos, quimicos e
microbiologicos de langcamentos de efluentes. A resolucdo CONAMA 430, de maio de
2011, dispde sobre condigdes e padrdes de langamento de efluentes que complementa e
altera parcialmente a Resolucéo n° 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho Nacional
do Meio Ambiente - CONAMA (Tabela 2).

Tabela 2 — Valor maximo permitido (VMP) dos padrdes fisico-quimicos e bioldgicos

para classes de agua doce segundo CONAMA n° 357/2005 (alterada pelas Resolucdes
n® 410/2009 e 430/2011).

Valor Maximo Permitido (VMP) — Agua Doce

Parametro/Variavel

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
DBOs (mg/L) 3 5 10 -
Turbidez (UNT) 40 100 100 -
pH 6-9 6-9 6-9 6-9
Faésforo total (mg/L) 0,02 0,03 0,05 -
Nitrato (mg/L) 10 10 10 -
Nitrito (mg/L) 1 1 1 -
pH<7,5=3,7 pH<7,5=3,7 pH<7,5=133
Nitrogénio kjeldahl 7,5<pH<8=2 75<pH=<8=2 75<pH=<8=5,6 -
total-NTK (mg/L) 8<pH<8,5=1 8<pH<85=1 8<pH<B5=22
pH>8,5=0,5 pH>8,5=0,5 pH>85=1
Oxigénio Dissolvido
(mg/L) >6 >5 >4 >2
Clorofila-a (ug/L) 10 30 60 -
Densidade de
cianobactérias <20.000 <50.000 <100.000 -

(cél/mL)

2.5 Métodos de deteccédo e quantificacdo de cianobactérias e cianotoxinas

As principais metodologias de deteccdo e quantificacdo de cianobactérias e
cianotoxinas, em amostras de aguas incluem a identificacdo morfoldgica, bioensaios,
imuno-ensaios (ELISA), inibicdo da fosfatase, cromatografia liquida (HPLC), reagdo
em cadeia pela polimerase convencional e quantitativa (PCR e PCRq) (DITTMANN et
al., 2013).

2.5.1 Identificacdo morfologica
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A identificacdo microscépica e contagem de células é uma técnica béasica para o
monitoramento de floragdes de cianobactérias e € uma metodologia de baixo custo que
pode ser utilizada como triagem das amostras para métodos de quantificacdo de MCs.
Porém as cianobactérias apresentam grande variabilidade morfoldgica que dificulta sua
identificacdo e necessita de profissional qualificado para realizacdo da analise. Esta
técnica ndo fornece informagbes detalhadas sobre a composicdo das espécies e nao
indica toxicidade (OLIVEIRA et al., 2001; CALIJURI et al., 2006; SRIVASTAVA et
al., 2013).

2.5.2 Bioensaios

Os primeiros testes de toxicidade de cianotoxinas foram realizados em camundongos e
também podem ser utilizados para deteccdo. O meétodo possui baixo custo e simples
diagnostico. Possui como desvantagem a baixa especificidade e precisdo, sendo o limite
de deteccdo 25-150 pg/kg (camundongo). Devido a questdes éticas em relacdo aos
experimentos com animais e o desenvolvimento de novos métodos de deteccdo com
maior sensibilidade e especificidade, o uso de bioensaio é limitado a pesquisa
toxicoldgica. Bioensaios com outros organismos tem sido desenvolvido, como Daphnia
sp, Drosophila melanogaster, larvas de mosquito e camardes (Artemia salina), no
entanto ndo apresentam especificidade e necessitam de mais estudos (MCELHINEY &
LAWTON, 2005; SANGOLKAR et al., 2006; FERRAO-FILHO et al., 2011; MEREL
etal., 2013).

2.5.3 Imuno-ensaios (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

O método baseia-se no uso de ensaios imunoldgicos com anticorpos mono ou
policlonais que reconhecem e ligam-se a toxina. Apresenta como vantagens a alta
sensibilidade e pode atingir um limite de deteccdo tdo baixo como 4 ng/L, com limite de
quantificacdo (devido a saturacdo) proximo a 2 pg/L de MC-LR. Atualmente existem
varios kits comerciais de deteccdo de cianotoxinas por ELISA. Esses kits sdo de facil
manuseio, requerem 0 minimo de processamento da amostra e possibilitam a analise de
um grande nimero de amostras por Kit utilizado. A desvantagem do método esta em

isolar anticorpos especificos a toxina, o alto custo de cada kit e requer equipamento
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especifico de leitura dos resultados (CALIJURI et al., 2006; SANGOLKAR et al.,
2006; MEREL et al., 2013).

Foram verificadas interferéncias de outros componentes da amostra no reconhecimento

do anticorpo com a toxina, possibilitando falsos positivos e falsos negativos. Ainda, a
possibilidade de reagOes cruzadas entre variedades de MCs tém colocado algumas
restricdes no uso destes kits. A deteccdo baseada na estrutura quimica das microcistinas
faz com que os ensaios de ELISA apresentem baixa correlacdo entre a reatividade e a
toxicidade aguda da amostra, pois detectam tanto a forma ativa, quanto a inativa da
toxina (RAPALA et al., 2002; CALIJURI et al., 2006; SANGOLKAR et al., 2006;
TRIANTIS et al., 2010).

2.5.4 Inibicéo da Fosfatase

As enzimas fosfatases catalisam a liberagdo de grupos fosfatos de substratos
fosforilados e a inibicdo desta reacdo pela MC, pode ser utilizada como indicador
priméario de presenca/auséncia nas analises de qualidade de aguas, ou ainda, em ensaios
de quantificacdo (MCELHINEY & LAWTON, 2005).

A mensuracdo da toxina pode ser realizada pelo método fluorescente (baseado em
técnicas de radioisétopos 32P e substratos radiomarcados) ou colorimétrico (com base
em substratos, tais como fosfato de p- nitrofenilo) (MEREL et al., 2013). A
concentracdo de MCs no ensaio enzimatico é inversamente proporcional a concentracao
do grupo fosfato liberado pela reacdo entre a enzima fosfatase e o substrato sintético
(MCELHINEY & LAWTON, 2005).

O método apresenta como vantagens o baixo custo e a facilidade de obtencdo do
resultado apresentando alta sensibilidade e também indica o potencial toxicologico.
Porém ndo é um método capaz de identificar variantes de MCs (MCELHINEY &
LAWTON, 2005; MSAGATI et al., 2006; MEREL et al., 2013).

2.5.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) pode ser utilizado para

detectar, quantificar, purificar e isolar algumas cianotoxinas e é amplamente utilizado
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na deteccdo das MCs. O método consiste na separacdo da toxina por polaridade em um
sistema utilizando uma coluna C18 em um gradiente de concentracdo de acetonitrilo e
agua acidificado com &cido trifluoroacético (TFA) ou acido férmico. De acordo com a
polaridade, as MCs vdo sendo retidas na coluna e o tempo necessario do
desprendimento da toxina da coluna denomina-se tempo de retencdo. Apos a separagdo
das substancias pela coluna é feita a deteccdo da toxina através dos leitores de ultra
violeta (UV), arranjo de diodos (PDA — Photodiode Array) ou espectroscopia de massa
(MS) (Figura 8) (NICHOLSON e BURCH, 2001; MCELHINEY & LAWTON, 2005;
MSAGATI et al., 2006; MEREL et al., 2013).

HPLC Column
e Chromatogram
0 Posks « Yellow, Red, Bue
A ¢ Py
Injector
AutoSampler
Sample Manager
3 -
—® ™
Computer Data Station

: ke
Solvent b >_ .
(Mobile Phase) - Sample
==
Pump

Reservoir

Detector

Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Figura 8 - Esquema de um sistema de CLAE. Uma bomba de alta pressdo proporciona
um fluxo constante de fase movel, tipicamente acetonitrila em &gua, para a coluna de
CLAE. Uma aliquota da amostra a ser analisada ¢é injetada neste fluxo. Na saida da
coluna, os componentes separados da amostra sdo detectados e aparecem como picos na
cromatograma.

O método possui como vantagem a alta especificidade do resultado. Entretanto
apresenta como desvantagens a necessidade de concentracdo das amostras antes do
processamento em CLAE, um operador qualificado para as analises e de padrdes de
toxinas. Sabe-se que existem mais de 80 variantes de microcistinas e ndo ha padrdes
para todas (CALIJURI et al., 2006; KHREICH et al.,2009).

2.5.6 Reacdo em cadeia pela polimerase convencional e quantitativa (PCR e PCRQ)
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Apds a elucidacdo dos genes responsaveis pela sintese da MC foi possivel o
desenvolvimento de iniciadores moleculares especificos para a deteccdo, identificacéo e
quantificacdo de espécies potencialmente tdxicas em amostras ambientais, mesmo em
baixas quantidades (DITTMANN et al.,1997; TILLETT et al., 2000; SANGOLKAR et
al., 2006). Diferente de outros métodos que detectam a toxina, a PCR (reacdo da
polimerase em cadeia) detecta as sequéncias génicas responsaveis pela producdo de
toxinas, podendo distinguir cepas toxicas das ndo toxicas (OLIVEIRA et al., 2003).

A PCR convencional pode ser utilizada para a deteccdo de cianobactérias, através de
iniciadores moleculares especificos para a amplificacdo de uma regido especifica do
genoma. Os iniciadores para a regido do gene RNAr 16S e da ficocianina sé&o
amplamente utilizados para indicar a presenca de cianobactérias em amostras
ambientais. A técnica de DGGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente
de desnaturagdo) associado a PCR € capaz de identificar perfis gendmicos que indicam
a biodiversidade da comunidade bacteriana. A diversidade das cianobactérias também
pode ser avaliada pelas técnicas de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
e pelo sequenciamento da regido amplificada (OLIVEIRA et al., 2001; LORENZI,
2004; SANTOS, 2011; CAl et al., 2012; ZHU et al., 2012).

Sabe-se que o agrupamento génico envolvido na sintese das MCs, o mcy ¢ dividido em
dez genes (A-J) (TILLETT et al., 2000). Assim a deteccdo de cepas potencialmente
toxicas pode ser realizada por iniciadores gendmicos desses genes. A deteccdo de cepas
potencialmente toxicas a partir de iniciadores desenhados para o gene mcyB foi
realizada por Oliveira et al. (2003); Mankiewicz-Boczek et al. (2006); dos Anjos et al.
(2006); Oliveira et al. (2010a); (2010b); Hotto et al. (2007); Dyble et al. (2008);
Fathalli et al. (2011); Gtowacka et al. (2011); Te et al. (2011).

Oliveira et al. (2010 a, b) desenharam iniciadores para o gene mcyB utilizando cepas
toxicas de Microcystis sp. brasileiras. Neste estudo foi verificado que iniciadores
especificos para estas cepas brasileiras detectaram mais cianobactérias potencialmente
toxicas nas amostras de agua quando comparado com iniciadores para 0 gene mcyA que
foi desenhado por Hisbergues et al.(2003) utilizando cepas provenientes de ambientes

temperados.

Mankiewicz-Boczek et al. (2006) avaliaram a presenca de cepas potencialmente toxicas

com iniciadores para os genes mcyA, B, D e E, a taxa de detecgdo de cianobactérias
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potencialmente toxicas foi diferente para cada iniciador em amostras de agua de lagos
poloneses. Hotto et al. (2007) utilizaram marcadores moleculares para a regido do gene
mcyB e D e também obtiveram resultados diferentes entre esses iniciadores, algumas
amostras foram somente positivas para 0s genes mcyB ou D. As cianobactérias
apresentam grande diversidade genética e ainda ndo ha um marcador molecular que seja

capaz de detectar todas as variedades de cepas.

A quantificacdo de cepas potencialmente produtoras de toxina pode ser realizada pela
técnica de PCR quantitativo em tempo real (PCRqg) (SANGOLKAR et al. 2006). Esta
andlise é bastante sensivel, permitindo resultados fidveis com apenas algumas células
por reacdo (PEARSON & NEILAN, 2008). A PCRq permite inferir a quantidade de
cepas potencialmente toxicas das ndo toxicas de individuos da mesma populacéo, assim
pode ser utilizada para correlacBes ecoldgicas como sucessdo entre linhagens e
dindmicas destas cepas em relacdo a fatores bidticos e abidticos (PEARSON &
NEILAN, 2008; YOSHIDA et al., 2007; RINTA-KANTO et al., 2009; YOSHIDA et
al., 2012).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a presenga de cianobactérias potencialmente toxicas e quantificar microcistinas
em amostras de aguas superficiais de lagoas Maring4, Juara e Jacuném no municipio de
Serra - ES.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a qualidade da 4gua das lagoas atraves da analise de parametros fisico-quimicos
(temperatura, pH, turbidez, DQO, DBO, fdsforo, nitrogénio) e clorofila-a;

Detectar e quantificar microcistinas RR, YR, LR e LA em amostras de 4gua das lagoas;

Verificar a presenca de cianobactérias potencialmente tdxicas avaliando os genes
responsaveis pela expressdo de ficocianina e microcistinas nas amostras de agua das
lagoas;
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4 METODOLOGIA

4.1 Descricdo das Areas de Estudo

O estudo foi realizado nas lagoas Maringd, Juara e Jacuném localizadas no municipio da
Serra, ES, Brasil (Figura 9). A escolha destas lagoas justifica-se pela importancia

quanto aos multiplos usos que estes ecossistemas oferecem ao municipio e as demandas

por estratégias de gestdo visando a conservacdo das mesmas.
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Figura 9 — Imagem de satélite das lagoas Maringa (A); Juara (B) e Jacuném (C). As
setas indicam as esta¢fes amostrais.

A lagoa Maringd formou-se pelo represamento do seu vale de drenagem devido a
implantacdo da Rodovia ES-010, no municipio de Serra, ES. A lagoa esté distante 1,4
km da linha de costa e possui uma area de 0,59 km2. A bacia de drenagem possuli
vegetacdo de restinga em mosaicos e, em algumas porcdes mais distantes da lagoa,

bairros residenciais e algumas ocupagdes industriais (SERRA, 2010).

A lagoa Juara compreende uma area de 2,9 km2 e esta localizada na bacia do rio
Jacaraipe (PMS, 2010). Seus tributarios sdo os corregos Juara, Cavada, Doutor Robson,
Castelo, Cachoeira do Putiri, Independéncia, Roncador, Sdo Domingos, Laranjeiras e
Quibebe (PMS, 2010). Apresenta ligacdo com o mar através do rio Jacaraipe, com 4,5
km de extensdo. O entorno da lagoa é composto por mata ciliar, plantacdes de

Eucaliptus sp e bairros residenciais.

A Lagoa Jacuném possui uma area de 1,46 Km2 e pertence a bacia hidrogréfica do Rio
Jacaraipe e seus principais tributarios sao os Cérregos Barro Branco, Jacuném e Veneer.
Partes da extensdo desta lagoa situa-se em uma Area de Protecio Ambiental (APA) de
mesmo nome, com remanescentes de Mata Atlantica de Tabuleiro em diversos estagios
de regeneracdo, criada através da Lei municipal n°. 2.135 de 25 de novembro de 1998.
(LEAL, 2006; SERRA, 2010). A bacia do rio Jacaraipe estd distante cinco km do
Oceano Atlantico e possui uma populacdo de aproximadamente 140 mil habitantes. A
maior parte das inddstrias quimicas (fertilizantes, produtos de limpeza) esta localizada
no CIVIT (Centro Industrial da Grande Vitoria), proximas a lagoa Jacuném (GTZ,
2000; LEAL, 2006).

4.2 Coleta das amostras de agua

Foram realizadas seis coletas nas lagoas Maringd e Juara no periodo de fevereiro a
dezembro e somente quatro coletas no periodo de junho a dezembro de 2013 na lagoa
Jacuném. As coletas na lagoa Jacuném iniciaram posteriormente devido a dificuldade de
acesso a margem desta lagoa no perimetro urbano. As datas das coletas foram: 25 de
fevereiro; 23 de abril; 25 de junho; 20 agosto; 8 de outubro e 2 de dezembro. As

amostras de agua foram coletadas por arraste subsuperficial em uma estacdo amostral a
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margem de cada lagoa. As coletas iniciavam aproximadamente as 9h da manha na lagoa

Maringa, por volta das 10h na lagoa Juara e por ultimo, aproximadamente as

11h30mim, a coleta na lagoa Jacuném.

Apos a coleta, as amostras foram armazenadas e transportadas em temperatura ambiente

e ao abrigo de luz até o laboratério de Saneamento Ambiental (LabSan) da

Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) onde foram realizadas as anélises dos

parametros fisico-quimicos, deteccdo de cianobactérias e microcistinas (Figura 10).

Coleta de amostras de aguas das lagoas Maringa, Juara e Jacuném

Parametros
fisico-quimicos
I

2L de amostra

Temperatura;
Turbidez; pH
DBO, DQO
OD; NTK; Nitrato;
Nitrito; (Clorofila-a)
Fosforo organico e
ortofosfato

Deteccao de
Microcistinas

0,5L de amostra

Extracdo e
concentracéo de
microcistinas

CLAE
(Microcistinas)

Deteccéo
génica
I

1L de amostra

Concentracédo

Extracdo de DNA

PCR
(Gene de ficocianina
e de microcistina)

Figura 10 — Fluxograma das principais etapas do processamento das amostras de agua

coletadas

4.3 Avaliacdo dos parametros de qualidade de agua

4.3.1 Parametros fisico-quimicos

As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 20th Edition, 1995 (Quadro 1).

Quadro 1 — Analises fisico-quimicas realizadas e seus respectivos metodos:

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Parametro

Método

Temperatura
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pH
Turbidez 2130 B - método Nefelométrico
DQO 5220 D - Método Colorimétrico
DBO Método OXITOP
Fdsforo Total 4500 PE - Método do Acido Ascorbico
Orto-fosfato 4500 PE - Método do Acido Ascorbico
Nitrogénio Total 4500 Norg - Médoto de Kjeldahl
Nitrogénio Nitrato Método Colimétrico da Brucina
Nitrogénio Nitrito 4500 NO," - Método Colorimétrico
Clorofila-a Equipamento AquaFluor®

4.3.2 Indice de Estado Trofico (IET)

O indice de Estado Tréfico (IET) classifica corpos d’agua em relagdo ao grau de
eutrofizagdo (CETESB, 2010). O IET é composto pelo indice do Estado Tréfico para o
fosforo total — IET (PT) e o indice do Estado Trofico para a clorofila-a — IET (Cl-a),
modificados por Lamparelli (2004, Apud: CETESB, 2010), segundo as equacdes:

/ (0.92- (0,34 x InCla) D
IET (Cl-a)= 10x KE;-

In (2)

ETETI= 10x (e- (1,77- (0,42 x InPT) )\
\ In (2) J

ET= IET(PT) + IET (Cl-a)
2

Onde: PT: concentragdo de fosforo total, medida a superficie da agua, em pg.L-1;
Cl-a (clorofila-a): concentragéo de clorofila-a, medida a superficie da agua, em pg.L-1;

4.3.3 Precipitacédo Pluviométrica

Os dados de precipitacdo pluviométrica utilizados neste trabalho foram disponibilizados
pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica E Extensdo Rural (INCAPER)
referente a estacdo localizada em Vitéria-ES. Foram utilizados os dados de precipitacdo

acumulada de cinco dias anteriores a data de coleta.

4.4 Andlises de microcistinas
4.4.1 Extragdo de microcistinas

A analise foi realizada a partir de um volume de 500 mL de cada amostra aquecida até o

ponto de ebulicdo e depois concentrada e extraida em cartuchos de extracdo de fase
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solida (C18, Agilent Technologies®), segundo metodologia descrita na 1SO
20.179:2005.

As toxinas foram eluidas do cartucho em 4,0 mL de solucdo de MeOH:TFA:H,0O
(89,9:0,1:10 v/v). O eluato foi evaporado a temperatura ambiente e ressuspenso em 0,5
mL de solucdo de MeOH:H,0 (80:20 v/v) para as analises cromatograficas.

4.4.2 Analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa foram
realizadas em uma coluna analitica KinetexTM C18 (100 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 nm). A
deteccdo de microcistinas a partir de 50 puL da amostra extraida, em fluxo da fase mével
de 0,250 mL/min, temperatura de 37°C. A detec¢do foi realizada em comprimento de
onda de 238 nm. As solucBes utilizadas para a fase mével A e fase mével B foram
H.0:MeOH:TFA (69,9:30:0,1 v/v) e Metanol 100%, respectivamente (CASSINI et al.,
2013).

Todas as solugdes preparadas para compor as fases méveis foram previamente filtradas
e mantidas por 15 minutos em banho de ultrasom (Limpsonic®, Brasil) antes de serem
utilizadas. A quantificacdo das MCs foi determinada pela relacdo linear entre as areas

dos picos de toxinas padrdo com as amostras analisadas.

4.5 Cultivo e manutencao da cepa Microcystis aeruginosa

A cepa Microcystis aeruginosa Kiitzing (NPLJ-4) produtora de microcistina foi
utilizada como controle positivo para as reacdes de PCR. A cepa NPLJ-4 foi isolada da
Lagoa Jacarepagua (RJ), em 1996, pela equipe do Laboratério de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ, RJ) e foi gentilmente cedida pelo
Laboratério de Controle de Qualidade de Agua, da Universidade Federal de Vicosa
(UFV, MG).
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A cepa foi cultivada em meio de cultura ASM-1, o qual é composto apenas por
substancias inorganicas, com pH ajustado para 7,5 conforme descrito por Gorham et al.
(1964). O cultivo foi mantido em estufa incubadora climatizada (Modelo Nova Técnica
— NT - 0708), sob agitacdo manual (sem aeracdo), temperatura média 25°C e

fotoperiodo 10:14 (luz/escuro).

4.6 Deteccdo génica de cianobactérias
4.6.1 Concentracao e elui¢cdo das amostras ambientais

Um litro de cada amostra de dgua coletada das lagoas foi filtrado em membranas de
éster-celulose 0,22um (Millipore®). As membranas foram conservadas a temperatura
de -80°C para posterior eluicdo em 10mL de solucdo tampédo TE (0,22mM EDTA e
0,08mM tris HCI). A suspensao foi armazenada em freezer -80°C até a realizacdo da

extracdo do material genético.

4.6.2 Extracdo do material genético

A extracdo do material genémico foi realizada a partir do pellet formado do volume de
500 pL da solucdo proveniente da eluicdo da membrana de éster celulose para as
amostras ambientais, do cultivo de Microcystis aeruginosa Kiitzing (NPLJ-4) (controle
positivo) e agua MiliQ (controle negativo). A partir do pellet foi seguido o
procedimento descrito no Kit Purelink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®), de
acordo com as instrugdes do fabricante para bactérias gram-negativas. O DNA extraido
foi quantificado utilizando o espectrofotometro Ultrospec 100 (Amersham Pharmacia
Biotech), através da densidade optica (DO) com os comprimentos de onda de 260nm e
280nm para quantificacdo do DNA e proteinas, respectivamente. Os resultados foram
expressos em ng/uL e a razdo DNA/proteina foram utilizadas para avaliagdo da
qualidade do DNA.
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4.6.3 PCR (Reacao em cadeia pela polimerase)

Cerca de 20ng de DNA foi utilizado para a amplificacdo de fragmentos especificos do
genoma das cianobactérias por PCR (tabela 3). A reagdo foi realizada utilizando um
termociclador PTC-100, versédo 7.0, MJ Research®.

Foram utilizados iniciadores moleculares (quadro 2) para a deteccdo do gene
responsavel pela producdo de ficocianina (PC). A fim de detectar a presenca de
cianobactérias nas amostras ambientais, pois a ficocianina € um pigmento fotossintético
encontrado em todas as cianobactérias. A deteccdo da potencialidade de producdo de

microcistina foi utilizado iniciadores para a regido mcyB e mcyD da microcistina.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na reagédo em cadeia pela polimerase para amplificagdo
da regido da ficocianina para deteccdo de cianobactérias

Reagente Concentragao
H,O MiliQ -
DNTP 16 uM
Tampéo* 1X
MqgCl, 1,6mM
Iniciadores** 0,16pmol/cada
Taq Platinum (Invitrogen '™ Brasil) 0,16U/pL
DNA extraido 20ng

*Tampado de reacdo: 20 mM de tris-HCI, pH 8.4, 50 mM de KCI
** Iniciadores para deteccdo da ficocianina: PCBF e PCaR e os iniciadores para
microcistina: mcyBF-R; mcy BF-RA; mcyBF-RB; ¢ mcyD-F e g mcyD-R (Quadro 2).

4.6.4 Eletroforese em gel de agarose

Foram utilizados 10pL de produto de amplificacdo para visualizacdo em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. O gel foi submetido a eletroforese (100V)
utilizando-se tamp&o TBE (Tris-HCI/ Acido bérico /EDTA, pH 8,5) e observado em luz
uv.
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Nome do ey s - Programa de amplificagdo Fragmento Regido
Gene alvo s Sequéncia (5°- 3”) Descricao ~ —

iniciador Desnaturagao Emparelhamento Extensdo (pb)
Ficocianina PCBF GGCTGCTTGTTTACGCGACA Neilan et Iciclo 40 ciclos 1ciclo 685 2209881-

Quadro 2 — Sequéncia dos iniciadores moleculares para regides da ficocianina, mcyB e mcyD e o programa de amplificacdo de cada fragmento.
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. 221 @
PCaR CCAGTACCACCAGCAACTAA al.(1995) 92°C a2c | ssoc | 7200 790C 0566
2min 40s 50s 2min 8min
1ciclo 35 ciclos 1ciclo
mcyB-F TTCAACGGGAAAACCCAAAG
mcyB-R CYAATATGTAAYTCTCCAG 570 18751894
mcyB-F TTCAACGGGAAAACCCAAAG Oliveira et . . . . i 1000
meyB | meyBR-A GGCTATATTTTCATCCCATT al. (2010) 94°C 94°C | 50°C | 72°C | 72°C 315 | 1875-2190
2min 10s 20s 1min 5min -
mcyB-F TTCAACGGGAAAACCCAAAG 195 1875-2070
mcyB-R-B GTCAGGTTTAGCCACGACT
Pimentel o 94°C | s0°C | 72°C 72°C 3230
mey D ¢ mcyD-F GCATCTTCTAAAGAAAAGACTCC ot al 94°C 5 _ 370 -
gmecyD-R | AAATTATGGCAATCTTGGGGAATA (2013') 3min 30s | 30s | 40s 2min 3600

W'Posicdo no genoma referente & sequénca completa da cepa Microcystis aeruginosa NIES-843 de codigo NC_010296.1 diposnivel no GenBank.

@ posicao no genoma referente & sequéncia do gene meyB da cepa Microcystis aeruginosa FCY-26 de c6digo JQ290082.1 diposnivel no GenBank.
®) posicao no genoma referente & sequéncia do gene meyB parcial da Microcystis sp. clone EHN3S25 de codigo JX965888.1 diposnivel no GenBank.
“ Posicéo no genoma fornecio no estudo de Pimentel et al. (2013).
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacao dos parametros de qualidade de agua

Os resultados das avaliacbes dos parametros de qualidade de agua nas lagoas
(temperatura, turbidez, clorofila-a, O, dissolvido, DBO, DQO, fdsforo e nitrogénio),
volume de precipitagdo pluviométrica acumulado em cinco dias anteriores a cada coleta
e a comparacdo destes resultados com os VMPs pela resolucdo CONAMA 357 estdo
apresentados neste topico. As analises foram realizadas a fim de caracterizar o ambiente
de estudo e identificar as condigdes favoraveis ao desenvolvimento de cianobactérias

nas lagoas Maringa, Juara e Jacuném.

5.1.1 Temperatura superficial da &gua

A temperatura da agua superficial em todas as estacdes amostrais variou entre 21 e
31°C (figura 11), tendo as maiores temperaturas nos meses de verdo (fevereiro e
dezembro). A variacdo da temperatura da agua entre as lagoas foi influenciada pelo
horério de coleta. A lagoa Jacuném apresentou sempre as maiores temperaturas em

relacdo as outras lagoas, justificado pela coleta ocorrer por volta das 11h30mim.
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= :. . .:. .:
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2 s 3: 3:; :3: :3
g, 17 BR7 M7 W7

Fev Abr Jun Ago Out Dez
O Maringa @ Juara EJacuném

Figura 11 — Monitoramento da temperatura da agua superficial (10 cm de profundidade)
das lagoas Maringé, Juara e Jacuném (Serra, ES) no periodo de fevereiro a dezembro de
2013.
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5.1.2 Turbidez

A turbidez das lagoas variou entre 9,00 e 916,00uT (Figura 12). A maior variagdo de
turbidez pode ser vista na lagoa Maringd onde se observou uma variacdo de 15,80 a
916,00uT. Os dados de turbidez referentes as lagoas Juara e Jacuném foram inferiores a
100uT.

900
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800
750 .
700 -]
650 ' :
600
550
500
450
400

Turbidez (uT)

350 . : Limite de Turbidez (uT)
300 3 : (CONAMA 357)

250 g g .
500 J . . Classe 1 40,00

150 . - : Classe 2 100,00
100 : : Classe 3 100,00

50 o A
0 e S T * T * T T
Fev Abr Jun Ago

£1Maringa @ Juara B Jacuném

Figura 12 - Monitoramento da turbidez das lagoas Maringa, Juara e Jacuném (Serra,
ES) no periodo de fevereiro a dezembro de 2013 e a tabela dos valores maximo
permitido (VMP) de turbidez para classes de agua doce segundo CONAMA n°357/2005
(Alterada e complementada pelas resolugfes n°410/2009 e 430/2011).

Podemos observar a variacdo da turbidez em relagdo a precipitagdo. Na figura 13
observa-se que os maiores valeres de turbidez foi nos meses de abril, junho e agosto, na
lagoa Maringa. Nas lagoas Juara e Jacuném (Figura 14 e 15) os maiores valores de
turbidez foram observados nos momentos de maior precipitagdo pluviométrica.
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Figura 13 - Monitoramento da turbidez da lagoa Maringd (Serra, ES) e dados de
precipitacdo acumulada cinco dias anteriores a data de coleta, no periodo de fevereiro a
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Figura 14 - Monitoramento da turbidez da lagoa Juara (Serra, ES) e dados de
precipitacdo acumulada cinco dias anteriores a data de coleta, no periodo de fevereiro a

dezembro de 2013.
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Figura 15 - Monitoramento da turbidez da lagoa Jacuném (Serra, ES) e dados de
precipitagdo acumulada cinco dias anteriores a data de coleta, no periodo de junho a
dezembro de 2013.

5.1.3 Oxigénio Dissolvido

A concentracdo de oxigénio dissolvido da agua apresentou grande variacdo entre as
lagoas, variando de niveis ndo detectaveis na lagoa Maringa a concentracdo de 15,90
mg/L na lagoa Jacuném (figura 16). Em pH alcalino a concentracdo de oxigénio na dgua
foi maior (figuras 17,18 e 19).

Concentracédo de oxigénio

16 =
14
~12 Limite de Oxigénio dissolvido (mg/L)
g 4 (CONAMA 357)
£ 10 A Classe 1 > 6,00
o g 1 M Classe 2 >5,00
2 /L . . Classe 3 > 4,00
S 6 b e Classe 4 >2,00
' Y 5 ﬁ
2 5 VY e
) 707 7 R

Fev Abr Jun Ago Out Dez

“iMaringd ElJuara B Jacuném

Figura 16 - Monitoramento do oxigénio dissolvido da agua das lagoas Maringéa, Juara e
Jacuném Serra,ES no periodo de fevereiro a dezembro de 2013 e a tabela dos valores
méaximo permitido (VMP) de oxigénio dissolvido para classes de dgua doce segundo
CONAMA n°357/2005 (Alterada e complementada pelas resolucdes n°410/2009 e
430/2011).
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Figura 17 - Monitoramento do oxigénio dissolvido e o pH da agua da lagoa Maringa,
Serra,ES no periodo de fevereiro a dezembro de 2013.
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Figura 18 - Monitoramento do oxigénio dissolvido e o pH da agua da lagoa Juara
(Serra, ES) no periodo de fevereiro a dezembro de 2013.
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Figura 19 - Monitoramento do oxigénio dissolvido e o pH da agua da lagoa Jacuném
(Serra, ES) no periodo de junho a dezembro de 2013.

5.1.4 Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A DBO apresentou variagdo de 10,70 a 81,00 mg/L nas lagoas. De acordo com esse
parametro as lagoas apresentam niveis superiores ao preconizado pela legislacao
CONAMA 357 de classificacdo dos corpos hidricos (Figura 20). Os maiores valores de
DBO foram encontrados nos meses de Abril e Junho na lagoa Maringd, meses em que
houve a menor concentragéo de oxigénio dissolvido (Figura 21).
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Figura 20 — Monitoramento da demanda bioquimica de oxigénio (DBOs) em cinco dias
das lagoas Maringé, Juara e Jacuném (Serra, ES) no periodo de fevereiro a dezembro de
2013 e a tabela do valor méximo permitido (VMP) de DBO para classes de dgua doce
segundo  CONAMA n°357/2005 (Alterada e complementada pelas resolucoes
n°410/2009 e 430/2011).
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Figura 21 - — Monitoramento da concentracdo de oxigénio dissolvido na agua e a
demanda bioguimica de oxigénio (DBOs) em cinco dias das lagoas Maringé no periodo
de fevereiro a dezembro de 2013.

5.1.5 Demanda quimica de oxigénio e biodegradabilidade

Os valores de DQO variaram de 38,00 a 1157,00 mg/L nas lagoas Maringa, Juara e

Jacuném (Figura 22). A biodegradabilidade da matéria organica presente nas amostras é

medida pela relacdo DBO e DQO, observa-se que esta relacdo variou de 0,04 a 0,94

(Figura 23).
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Figura 22 — Monitoramento da demanda quimica de oxigénio (DQO) das lagoas

Maringa, Juara e Jacuném (Serra, ES) no periodo de fevereiro a dezembro de 2013.
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Figura 23 — Relacdo entre DBO (demanda bioquimica de oxigénio) e DQO (Demanda
quimica de oxigénio) nas amostras de agua das lagoas Maringa, Juara e Jacuném no
periodo de fevereiro a dezembro de 2013.

5.1.6 Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK)

A solubilidade do NTK na &gua varia de acordo com os valores de pH, quanto mais
neutro for o pH maior serd a solubilidade do NTK. Diante deste fato, a resolucdo
CONAMA 357 determina os limites de NTK de acordo com o pH da agua para
classificacdo dos corpos hidricos (tabela 4). As concentracdes de NTK nas amostras
analisadas variaram de 0,30 a 19,90 mg/L (Figuras 24, 25 e 26).

Os niveis de concentracdo de NTK na lagoa Maringa nos meses de abril, junho e
outubro em pH neutro estiveram dentro do limite estabelecido para o enquadramento na
classe 3, nos meses de agosto e dezembro os niveis encontrados foram superiores aos
valores estabelecidos pela legislacio CONAMA 357 (Figura 24). Na lagoa Juara nos
meses de fevereiro, abril e junho foram observadas concentracbes de NTK dentro do
limite estabelecido para as classes 1 e 2 (figura 25). Durante o estudo a lagoa Jacuném
apresentou pH basico e valores de NTK superiores aos valores maximos permitidos na
legislacio CONAMA 357 (figura 26).
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Figura 24 — Monitoramento da concentracdo de NTK (nitrogénio orgénico e amoniacal)
na lagoa Maringa-Serra, ES no periodo de fevereiro a dezembro de 2013.
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Figura 25 — Monitoramento da concentracdo de NTK (nitrogénio orgénico e amoniacal)
na lagoa Juara (Serra, ES) no periodo de fevereiro a dezembro de 2013.
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Figura 26 — Monitoramento da concentracdo de NTK (nitrogénio organico e amoniacal)
na lagoa Jacuném (Serra, ES) no periodo de junho a dezembro de 2013.

Tabela 4 — Valor maximo permitido (VMP) dos padrdes de nitrogénio orgéanico e
amoniacal (NTK) para classes de dgua doce segundo CONAMA n°357/2005 (Alterada
e complementada pelas resolugdes n°410/2009 e 430/2011).

VMP (mg/L) de NTK (CONAMA 357)
FaixadepH Classel Classe2 Classe 3
pH<7)5 3,70 3,70 13,30
75<pH=<8 2,00 2,00 5,60
§<pH<85 1,00 1,00 2,20
pH>8.5 0,50 0,50 1,00

5.1.7 Nitrato e Nitrito
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Foram detectadas baixas concentragdes de nitrato e nitrito nas amostras de agua
analisadas (Figura 27). As concentragdes variaram de 0,10 a 0,90 mg/L para nitrato e
0,004 a 0,75 mg/L para nitrito. O CONAMA estabelece o valor maximo permitido e de

10,00 mg/L e 1,00mg/L para nitrato e nitrito, respectivamente para a classes 1, 2 e 3 dos
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Figura 27 — Monitoramento do nitrato e nitrito das lagoas Maringd, Juara e Jacuném
(Serra, ES) no periodo de fevereiro a dezembro de 2013.

5.1.8 Clorofila-a

A concentracdo de clorofila-a apresentou variacdo de 56,20 a 1532,50 pg/L (Figura 28).
Os niveis de concentracdo de clorofila foram superiores aos valores maximos
permitidos estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357 para a classificacdo de corpos

d’aguas, exceto no més de abril na lagoa Juara que apresentou 56,20 pg/L de clorofila-

Conc%@& c¢do de clorofila-a
1400 (HI'L) [
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OMaringh HJuara  &Jacuném
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Figura 28 — Monitoramento da clorofila-a das lagoas Maringa, Juara e Jacuném, Serra,
ES no periodo de fevereiro a dezembro de 2013 e a tabela dos valores méximo

permitido (VMP) de clorofila-a para classes de agua Limite de clorofila-a (ug/L)

doce segundo CONAMA n°357/2005 (Alterada e CONAMA 357
complementada pelas resolugbes n°410/2009 ( )
Classe 1 10,00
430/2011).
Classe 2 30,00
5.1.9 Fosforo total e orto-fosfato Classe 3 60,00

A concentracdo de fosforo orgénico e orto-fosfato apresentou entre 0,05 a 1,00mg/L
(Figura 29). O menor valor detectado foi referente a amostra do més de abril da lagoa
Juara, Unica amostra que pode ser enquadrada na classe 3 da resolucio CONAMA 357.

Todas as outras amostras de agua apresentaram concentracdes de fosforo superior a
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Monitoramento do fésforo organico e orto-fosfato nas lagoas Maringd, Juara e Jacuném,
Serra,ES no periodo de fevereiro a dezembro de 2013 e a tabela dos valores méaximo
permitido (VMP) de fosforo para classes de dgua doce segundo CONAMA n°357/2005
(Alterada e complementada pelas resolugfes n°410/2009 e 430/2011).

5.1.10 Indice do Estado Troéfico (IET)

A avalicdo do nivel tréfico das lagoas é feita pelo indice de Carlson modificado
(CETESB) utilizando-se as concentracdes de fosforo e clorofila-a de acordo com a
classificacdo apresentada na tabela 5. De acordo com este indice todas as lagoas

encontram-se hipereutrofizadas (tabela 6).

Tabela 5 — Classificacdo do nivel tréfico de acordo com o indice de Carlson modificado
(CETESB)

Categoria de estado trofico Ponderagéo
Ultraoligotrofico IET <47
Oligotrofico 47 <IET <52
Mesotrofico 52 <IET <59
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Eutrofico 59 <IET <63
Supereutréfico 63 <IET <67
Hipereutrofico IET > 67

Tabela 6 — Resumo dos resultados das avaliacbes do indice de estado tréfico e
classificacdo das lagoas Maringd, Juara e Jacuném no periodo de fevereiro a dezembro
de 2013.

Concentracdo de Concentragdo
Lagoas Coletas Clorofila-a Va(lg:aI)ET de Fosforo Va:g[rl)ET IET Classificacdo
(Hg/L) (Hg/L)
Fev 659,2 82,6 300 76,9 79,8
Abr 232 77,5 330 77,4 77,5
L Jun 105,8 73,7 216 74,9 74,3 . L
Maringa Hipereutrofico
Ago 423,3 80,5 298 76,8 78,6
Out 557,5 81,8 1000 84,2 83,0
Dez 15325 86,8 340 77,6 82,2
Fev 277,6 78,4 140 72,2 75,3
Abr 56,2 70,6 50 66,0 68,3
Jun 4228 80,5 510 80,1 80,3 . .
Juara Hipereutréfico
Ago 173,6 76,1 360 78,0 77,0
Out 283 78,5 750 82,4 80,5
Dez 156,4 75,6 100 70,2 72,9
Jun 2945 78,7 220 75,0 76,8
) Ago 488,8 81,2 472 79,6 80,4 . .
Jacuném Hipereutréfico
Out 473,8 81,0 700 82,0 81,5
Dez 386,3 80,0 300 76,9 78,4
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5.2 Analise de microcistinas

Os resultados de deteccdo e quantificacdo de microcistinas por CLAE podem ser
visualizados na tabela 7. As microcistinas foram detectadas em 56,25% (9/16) das
amostras de agua das lagoas Maringd, Juara e Jacuném. Todas as amostras do més de
junho apresentaram concentracdo de microcistinas superior ao recomendado pela
portaria MS 2914/ 2011, que estabelece o limite maximo de 1,00 pg/L para corpos
d’agua de abastecimento publico.

Em relacdo as variantes de microcistnas detectadas; a LR esteve presente em 62,50%
(5/8), a RR em 50% (4/8) e a YR em 25% (2/8) das microcistinas detectadas das
amostras de agua das lagoas, sendo que na lagoa Jacuném as amostras de agua dos
meses de junho e agosto apresentaram mais de uma variante de microcistina.

Tabela 7 — Detecgdo e quantificacdo de microcistinas nas lagoas Maringd, Juara e
Jacuném no periodo de fevereiro a dezembro de 2013.

Lagoa Data Detecgéo Quantificagdo (ug/L)
Fev MC LR ng
Abr ND nq
Maringé Jun MC LR 1,13
Ago ND nq
Out ND nq
Dez ND ng
Fev MC LR ng
Abr MC YR ng
Juara Jun MC RR 18,80
Ago MC RR 0,76
Out MC LR ng
Dez ND ng
Jun MCRR, YRe LR 8,94 (LR)
Jacuném Ago MC RR e YR nq
Out ND ng
Dez ND ng

Legenda: MC — microcistina; ND — ndo detectado (abaixo do limite de deteccao,
0,25ug/L); ng - ndo quantificado (abaixo do limite de quantificagdo, 0,7ug/L por
CLAE).
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5.3 Analises de Deteccdo Génica de Cianobactérias

Os resultados da amplificacdo génica das amostras de agua das lagoas podem ser
visualizados na tabela 8. A presenca do gene da ficocianina foi detectada em 14 das 16
amostras analisadas, indicando a presenca de cianobactérias no ambiente. O gene mcyB
apresentou positividade de 81,25% (13/16) e o gene mcy D positividade de 87,5%
(14/16) das amostras analisadas, indicando a potencialidade de producdo de MCs. Das
14 amostras em que foi detectada a presenca do gene mcy, nove destas apresentaram a

presenca de microcistinas.

Tabela 8 — Presenca ou auséncia do fragmento gendmico detectado com iniciadores para
a regido de sintese de ficocianina e microcistina para as regiées mcyB e D e resultado de
deteccdo e quantificagcdo por CLAE de microcistinas.

Regido/ Iniciadores

Lagoa Coleta Ficocianina mcy B mcy D (SS/CL)
PCBF/aR BF/BR BF/BRA BF/BRB cmcyDF/gmcyDR
Fev + + + + + + (nq)
Abr ND ND ND ND ND ND
Maringé Jun + ND + ND + +(1,13)
Ago + ND ND + + ND
Out + ND ND ND + ND
Dez ND ND ND ND ND ND
Fev + + + + + + (nq)
Abr + + ND + + + (nq)
Jun + + + + + +(18,80)
Jura
Ago + + + + + +(0,76)
Out + + + + + + (nqg)
Dez + + + + + ND
Jun + + + + + + (8,94)
, Ago + + + + + + (nq)
Jacuném Out N N N N N ND
Dez + + + + + ND

Legenda: + positivo; ND Nao detectado; MC microcistina; nq - ndo quantificado
(abaixo do limite de quantificagéo, 0,7pg/L por CLAE).
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6 DISCUSSAO

As lagoas costeiras apresentam grande importancia ecologica e socioeconémica com
maltiplas finalidades, como pesca, recreagdo, abastecimento publico e harmonia
paisagistica. Esses ecossistemas vém sendo altamente impactados, devido a ocupagéo
desordenada de suas margens e o lancamento de esgotos (GONCALVES, 2005).

No estado do Espirito Santo as lagoas costeiras Maringa, Juara e Jacuném localizadas na
Serra, regido metropolitana sdo importantes ecossistemas utilizados pela populacéo.
Essas lagoas sdo usadas como corpos receptores de efluentes, fins paisagisticos,
turismo, pesca e recreacdo. Alguns estudos de qualidade de &gua, analise do
fitoplancton e presenca de cianotoxinas tem sido realizado nestas lagoas. As variaveis
ambientais encontradas neste estudo e em outros estudos podem ser visualizadas nas
tabelas 9, 10 e 11 (SERRA, 2007; MARTINS, 2010; ALMEIDA, 2011; OLIVEIRA,
2011; SCHADE et al.,2011; DUARTE et al., 2012; ANTUNES, 2013).

Tabela 9 — Comparagfes dos valores minimos e maximos das variaveis fisico-quimicas

detectadas no presente estudo e dados da literatura para a lagoa Maringa (Serra, ES).

Lagoa Maringéa

Variaveis Schade et al. (2011) Presente estudo
Periodo de coleta Margo e Julho (2010) Fev - Dez (2013)
n° coletas 2 6
Parametros: min - méx min - méax
Temperatura agua (°C) 25,6 - 28,9 21-30

pH 3,3-4,2 6,8-8,9
Turbidez (uT) 13,4 - 31,7 15,7 - 916
0.D (mg/L) 1,1-79 ND - 7,2
DBO (mg/L) 13-81
DQO (mg/L) 57,1-353,9
NTK (mg/L) 32-199
Clorofila -a (ug/L) 13,9-39,1 105,75 - 1532,5
P total (mg/L) 0,32 - 3,02
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Tabela 10 — Comparacdes dos valores minimos e maximos das variaveis fisico-quimicas

detectadas no presente estudo e dados da literatura para a lagoa Juara (Serra, ES).

Lagoa Juara
Presente SERRA, Antunes, Almeida, Oliveira, Martins,

Variaveis estudo (2007) (2013) (2011) (2011) (2010)
Periodo de Fev - Dez 1999 — Mar (2011) - | Dez (2009) - Set (2009) - | Out e Nov
coleta (2013) 2007 Mai (2012) Jan (2010) Mar (2010) (2009)
n° coletas 6 11 15 31 6 2
Parametros: min - madx | min - max min - max min - max min - max min - max
Temperatura
agua (°C) 22 -31 24,9 -30,7 12-22 31,4-325 29,7
pH 7,4-93 6,5-9 6,5-10,2 72-77 6-75 6,7-6,8
Turbidez (uT) 9-85 8-60 3,6 - 54,2 6,7-8,5 5-35 7-11
0.D (mg/L) 4-12 2,8-14,7 29-144 58-73
DBO (mg/L) 16 - 49 2-20 2-25
DQO (mg/L) 38 - 1167 0-32
NTK (mg/L) 0,3-4,6 0,06 -9,9 0,3-4,7 0,25-0,6 0,3-1,35 0,5-0,8
Clorofila-a | o) 4225 22 -611 10 - 230 7.8-7.9
(pg/L)
P total (mg/L) 0,1-0,8 <0,1-04 0,01 -1,09 0,01-0,04 0,02-0,2 0-0,01

Tabela 11 — Comparac¢des dos valores minimos e maximos das variaveis fisico-quimicas

detectadas no presente estudo e dados da literatura para a lagoa Jacuném (Serra, ES).

Lagoa Jacuném
. Presente SERRA, Antunes, Duarte et al. Martins,
Variaveis
estudo (2007) (2013) (2012) (2010)
Periodo de coleta Fev - Dez 2000 - 2007 . (—2011) Ago e Set Oute Nov
(2013) Mai (2012) (2010) (2009)
n° coletas 6 11 15 2 2
Parametro min - max min — max min - max min - max min - max
Tempezfg‘)ra agua 23-31 219-333 | 22-32 24.1-24,9 253-27,2
pH 8,5-95 5,7-10 6,5-10,2 6-6,2 6,9
Turbidez (uT) 51,8 - 89,6 8102 14 - 378,8 6 - 46 13-42
0O.D (mg/L) 7,3-159 3,2-11,2 29-154 3,7-6,8
DBO (mg/L) 10,7 - 33,5 3,8-50 5,1-38 5-20
DQO (mg/L) 50,1 - 248,5 28 - 57 23-31
NTK (mg/L) 0,8-2,8 0,04 - 8,9 09-71 01-24 14-25
Clorofila-a (ug/L) | 2945 - 488,7 83 - 1099 50 - 309 65,4 - 84,2
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Ptotal (mg/l) | 02-07 | >005-08 | 004-08 <0,1-0,5 0-03

6.1 Parametros de qualidade de agua

A temperatura € um importante parametro na avaliacdo da qualidade da &gua, pois
influéncia nos processos bioldgicos, como a produtividade de biomassa, e nos processos
quimicos que ocorrem na coluna d’agua, como dissolu¢do do oxigénio dissolvido e de
nutrientes. A temperatura superficial da agua é influenciada por diversos fatores tais
como latitude, altitude, estacdo do ano, periodo do dia, taxa de fluxo e profundidade
(ESTEVES, 1998; CETESB, 2008).

Os ambientes aquaticos brasileiros apresentam em geral temperaturas na faixa de 20 °C
a 30 °C (BRASIL, 2006). No presente estudo essa faixa de variacdo foi encontrada. As
lagoas Maringa, Juara e Jacuném apresentaram temperaturas médias de 25°C. No estudo
Chorus & Bartram, 1999 verificaram que em temperaturas superiores a 25°C as
cianobactérias apresentam altas taxas de crescimento. Johnk et al. (2008) constataram
que Microcystis sp. obtém maior taxa de crescimento em temperaturas acima de 23°C e
quando comparadas com algas verdes e diatoméaceas apresentam maior competitividade
e sucesso na competicdo ecoldgica. Estudos prevendo o aumento de temperatura devido
ao aquecimento global revelam grande preocupacao no desenvolvimento acelerado de

cianobactérias formando floragdes e a producdo de cianotoxinas nos corpos d’agua
(NICKLISCH et al., 2008; EL-SHEHAWY et al., 2012).

A turbidez de uma amostra de &gua € o grau de atenuacdo de intensidade que um feixe
de luz sofre ao atravessa-la, devido a presenca de sélidos em suspensdo, tais como
particulas inorganicas (areia, silte e argila) e detritos organicos (algas e bactérias,
plancton em geral). De acordo com CETESB, 2009 altos valores de turbidez estdo
relacionados com periodos chuvosos, pois pode ocorrer erosdao do solo aumentando o
material particulado via escoamento superficial e a for¢a da chuva pode ressuspender o
sedimento do fundo da lagoa e 0 aumentoo da turbuléncia. Este fato pode ser observado
nas lagoas Juara e Jacuném, em que houve o aumento dos valores de turbidez nos meses
de maior precipitacdo pluviométrica. No entanto na lagoa Maringa os altos valores de
turbidez nos meses de abril e junho, periodo de pouca chuva, pode ser explicado pela
presenca de macrofitas e pelo alto teor de matéria orgénica. Sabe-se que o despejo de

esgoto domeéstico e industrial também contribui para o aumento da turbidez.
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Em geral, os corpos d’agua continentais apresentam pH entre 6,00 e 8,50. O pH da 4gua
interfere de diversas maneiras no metabolismo dos organismos, tendo como exemplo a
alteracdo da permeabilidade celular. As comunidades aquéaticas também interferem nos
valores de pH, exemplo; o processo de fotossintese, pode elevar o pH da 4gua devido a
assimilacdo do ion carbonato (ESTEVES, 2011). No presente estudo, a lagoa Maringa
apresentou elevacdo do pH no més de dezembro, mesmo periodo em que a concentragdo
da clorofila-a atingiu o maior nivel (1532,00 pg/L) e maior concentracdo de oxigénio
dissolvido. O pH da agua pode apresentar diferengas significativas ao longo do dia
devido as reagOes bioquimicas (ESTEVES, 2011). Os valores de pH bésicos
encontrados na lagoa Jacuném pode estar associado a alta atividade fotossintética no
momento da coleta devido ao horario (11h30mim) e as altas concentracGes de oxigénio

dissolvido.

De acordo com CETESB, 2006 geralmente floracdes toxicas ocorrem nas seguintes
condigdes: pH elevado, oxigénio dissolvido em valores proximos a saturagéo ou acima e
a temperatura da agua elevada. Essas condi¢des foram encontradas no més de dezembro
na lagoa Maringa, nos meses de agosto e outubro na lagoa Juara e em todo o estudo na
lagoa Jacuném. Na ultima coleta pdde ser observado a formacdo de uma camada verde
proximo as margens da lagoa Jacuném, indicativo de grande proliferacdo de

cianobactérias.

A DBO ¢ o parametro utilizado para medir o consumo de oxigénio dissolvido requerido
por bactérias nas reacdes de oxidacdo da matéria organica, bem como quantificar a
matéria orgénica biodegradavel presente nos corpos d’agua e esgotos. Altos valores de
DBO indicam contamina¢do por poluentes de origem doméstica. A DQO quantifica
toda a matéria organica presente nas amostras através da oxidacdo por um agente
quimico. A relacdo DBO e DQO indica quanto a matéria organica presente na amostra é
biodegradavel (LACERDA, 1999; VON PERLING, 2005; CETESB, 2006). No
presente estudo foi encontrada grande variacdo de biodegradabilidade nas amostras de
agua das lagoas, indicando que a matéria organica presente pode ser de origem de

esgoto domeéstico e industrial.

O alto teor de matéria organica pode levar a completa deplecdo do oxigénio na agua,
provocando sérias alteracdes sobre a comunidade aquatica (CETESB, 2011). Foram

observados altos indices de DBO e niveis baixissimos de oxigénio dissolvido nos meses
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de abril e junho na lagoa Maringa, periodo em que a lagoa estava coberta por
macrofitas. A proliferacdo de macrofitas nesta lagoa tem sido constantemente relatada
pelos estudos de Machado et al. (2007) e Schade et al. (2011). Os baixos valores de
oxigénio dissolvido decorrem do aporte de grandes cargas de matéria organica e residuo
industrial. O processo de decomposi¢do da matéria organica por oxidacdo consome o
oxigénio dissolvido na &gua, influenciando no crescimento microbiano e no crescimento
das algas, fazendo com que diminua o oxigénio dissolvido (GERTEL et al., 2003;
BIRUNGI et al., 2007; CETESB 2011; ESTEVES, 2011).

No estudo de Gomes, 2012 nao foi observada correlacédo direta entre os valores de DBO
e DQO com floragBGes de cianobactérias. Porem sabe-se que altos indices desses
parametros, contudo, estdo relacionados a degradagdo de matéria organica e consumo de
nutrientes (LACERDA,1999; VON SPERLING, 2005), que por sua vez possuem
possivel relacdo com a floracdo das cianobactérias (FALCONER & HUMPAGE, 2006;
WIEDNER et al., 2007, VIDAL & KRUK, 2008).

O nitrogénio € um nutriente que pode limitar o crescimento microbiolégico em
ambientes naturais ou artificiais. As principais fontes de nitrogénio sdo os ions nitrato,
nitrito, amoénio e muitos compostos nitrogenados organicos dissolvidos (ureia,
aminoacidos e peptideos), estes sao utilizados pelos organismos para sintetizar
aminoacidos e proteinas (LUQUE et al., 1994; MURO-PASTOR & FLORENCIO,
2003; HORNES et al., 2010).

A lagoa Maringa apresentou grande concentracdo de NTK, valores variando de 3,26 a
19,90 mg/L. Sabe-se que o efluente tratado pela ETE CIVIT Il € langado no corrego
Maringa e este desagua na lagoa Maringd. Os altos valores de NTK podem ser
ocasionados pela ineficiéncia do tratamento do efluente e pelo lancamento de esgoto

clandestino.

A lagoa Juara apresentou concentracfes de NTK variando de 0,06 a 4,65 mg/L.
VariagOes semelhantes foram observados nos estudos de Serra, (2007) e Antunes (2013)
e superiores ao que foi encontrado nos estudos de Almeida, (2011) e Oliveira, (2011)
(tabela 10).

A lagoa Jacuném apresentou concentracdes de NTK variando de 0,80 - 2,80 mg/L em
pH alcalino. Comparado com o presente estudo, SERRA, (2007) e Antunes, (2013)
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apresentaram maior variacdo de NTK e pH. Enquanto que os estudos de Martins, (2010)
e Duarte et al. (2012), apresentaram valores menores de NTK para pH levemente acido
(Tabela 11).

O nitrogénio e o fésforo sdo elementos essenciais para vida dos organismos sendo
considerados nutrientes limitantes para a produtividade primaria em sistemas de agua
doce. Algumas espécies de cianobactérias possuem estruturas com capacidade de
assimilar nitrogénio da atmosfera (heterocitos), neste grupo de organismos o fosforo
torna-se o nutriente limitante do crescimento. Concentracdes de fésforo inferiores a 0,10
mg/L sdo suficientes para induzir floracbes de cianobactérias, portanto a forma de
contencdo de floragbes esta no controle da origem do fésforo no ambiente (BARTRAM
etal., 1999; HAVENS et al., 2003).

No presente estudo todas as concentracGes de fosforo encontradas foram iguais ou
superiores a 0,10mg/L, alcancando o valor maximo na lagoa Maringé de 3,02 mg/L. De
acordo com os resultados expostos na tabela 9, as concentracdes de fosforo encontrada
na lagoa Juara foi similar aos estudos de Serra, (2007) e Antunes, (2013) e muito
superior aos valores detectados por Martins, (2010), Almeida, (2011) e Oliveira, (2011).
O estudo de Martins, (2010) sugere que a baixa concentracéo detectada foi devido ao
periodo de coleta em época de chuva. A concentracdo de fosforo na lagoa Jacuném
esteve dentro das variacGes descritas nos estudos de Serra, (2007), Martins, (2010),
Duarte et al. (2012) e Antunes (2013).

A eutrofizagdo dos corpos d’dguas pode ser classificada pelo IET, que possui por
finalidade avaliar a qualidade da &gua quanto ao enriquecimento por nutrientes,
principalmente o fosforo, e seu efeito relacionado a proliferacdo excessiva de algas e/ou
macrofitas aquaticas (CARLSON, 1977; TOLEDO Jr. et al., 1983). Todas as amostras
estudadas apresentaram altas concentracdes de fdosforo e clorofila, e de acordo com o
IET foram classificadas como hipereutroficas. Atividades antrdpicas, tais como
despejos de esgoto doméstico ou industrial e insumos agricolas nos recursos hidricos,
vém causando perda da qualidade da agua e aumentando do grau de eutrofizacdo
(ESTEVES, 1988).

De acordo com o estudo de Léllis et al. (2013), no ano de 2000 a lagoa Juara foi
classificada como oligo-mesotréfica em quase a toda sua extensao, exceto na por¢do

final, classificada como eutréfica. Esta porcao eutrofizada € devida o elevado aporte de
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nutrientes e matéria organica aos cérregos Dr. Robson que recebe efluente da ETE Serra
Dourada e o corrego Laranjeiras, que drena bairros com grande precariedade de
saneamento basico. Ja no ano 2009 a lagoa apresenta grande mudanca em seu estado
trofico, observando-se inclusive condicdes hipereutréficas na porcao final da lagoa, bem
como um aumento significativo do estado tréfico em toda sua extensdo (LELLIS,
2010). A lagoa Jacuném serviu de manancial para o abastecimento publico até fins de
1983, ano em que foram desativados os sistemas de captacdo e tratamento convencional,

devido o seu alto grau de eutrofizacéo.

6.2 Analise de microcistinas

Dentro da legislacdo brasileira hd somente limites de cianotoxinas para 0S cOrpos
d’aguas destinadas ao abastecimento publico, as lagoas Maringa, Juara e Jacuném que
foram estudadas ndo séo utilizadas para captacdo de &gua para abastecimento, porém
sdo utilizadas para recreacdo, fim paisagistico, pesca, criacdo de tanques de peixe

(Juara) e turismo.

A presenca de microcistinas nas lagoas estudadas pode provocar danos a saude das
pessoas que a utilizam. O contato de banhistas com cianobactérias das lagoas pode
provocar irritacdo de pele e aumento da probabilidade de problemas gastrointestinais
(PILOTTO et al., 1997; EPA, 2012). Mesmo em baixas concentracdes de MCs, ha o
risco de exposicdo através da acumulacdo em peixes; a bioacumulacdo é uma rota
potencialmente importante para os seres humanos (MAGALHAES et al., 2001;
FERRAO-FILHO & KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011).

Na lagoa Maringa foi observado a presenca de microcistinas nos meses de fevereiro e
junho, sendo que em junho a concentracdo foi maior de 1,00pg/L. Na literatura

pesquisada ndo houve estudos investigando a presenca de microcistinas nesta lagoa.

Na lagoa Juara foi detectada a presenca de MCs em todo o periodo amostral, exceto no
més de dezembro, sendo que a maior concentracdo encontrada foi de 18,80ug/L.
Estudos de Martins, (2010) e Antunes, (2013) também detectaram a presenca de
microcistinas nesta lagoa, de niveis indetectveis a concentracfes superiores a 2,00

pug/L pelo método de CLAE. Antunes, (2013) encontrou a toxina em 67% das 15
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amostras analisadas para a lagoa Juara, sendo que 40% destas apresentavam

concentragdes superiores a 1,00 pg/L de microcistinas.

Das quatro amostras de agua analisadas da lagoa Jacuném duas apresentaram a presenca
de microcistinas, sendo a maior concentracdo detectada de 8,94 pg/L. O estudo de
Martins, (2010) detectou concentracbes de 0,41 e 4,78 pg/L para a mesma lagoa.
Antunes, (2013) detectou a presenca de MCs em 83% das 15 amostras analisadas,

sendo que cerca de 50% das amostras positivas estavam em concentracdo acima de 1,00

pg/L.

No Brasil existem alguns estudos que avaliam a presenca de MC em reservatorios
d’aguas, principalmente aos que servem para o abastecimento publico. Os estudos
variam de niveis ndo detectaveis a 223,60 ug/L de microcistinas. No Parana foi
detectado concentragcdes que variaram de 0,20 a 6,60 pug/L (HIROOKA et al., 1999),
0,50 a 100,00 pg/L em Sao Paulo (NOBRE, 1997), 0,50 a 1,11 pg/L em Minas Gerais
(JARDIM, 1999), niveis ndo detectaveis a 1,25 ug/L no Para (VIEIRA et al., 2005),
niveis ndo detectaveis a 8,80 pg/L no Rio grande do Norte (COSTA, 2003) e 28 a 45
ug/L, Sao Paulo (SOTERO-SANTOS et al., 2006) e no Rio de janeiro 1,20 e 4,50 pg/L
(FERRAO FILHO et al., 2009); S&o Paulo e Pernambuco niveis nfo detectados a
223,60 pg/L (OLIVEIRA et al., 2010a).

Estudo realizado em lagos eutrdficos a hipereutréficos em Singapura encontraram
concentrages de MCs variando >0,15 a 14,40 pg/L (TE et al., 2011), variacdo de
concentracdo de microcistinas similar ao detectado nas amostras de dgua do presente
estudo. J& o estudo de Xie et al. (2012) em lagos hipereutréficos detectaram uma
variagdo de concentragdo de MCs menor do que o presente estudo, > 0,01 a 0,08 pg/L.

Com relacdo a presenca das variantes de microcistinas -RR, -YR, -LR e -LA nas
amostras, observou-se a LR como a mais prevalente. Das mais de 90 isoformas de
microcistinas a variante LR é caracterizada como a mais frequente em amostras
ambientais e também a mais toxica (SIVONEN e JONES, 1999; GUPTA et al., 2003;
PEARSON et al., 2010). A LR ja foi identificada em estudos de varios paises do
mundo, como em Marrocos (OUDRA et al.,, 2001; OUDRA et al., 2002), Franca
(MAATOUK et al., 2002), Estados Unidos (GRAHAM et al., 2004), Espanha (ABOAL
& PUIG, 2005), Brasil (CARVALHO et al., 2007), China (DAL et al., 2008), Turquia
(GURBUZ et al., 2009) e Italia (MESSINEO et al., 2009). Outra variante presente foi a
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RR, detectada nas amostras de dgua das lagoas Juara e Jacuném. A variante RR é cinco
vezes menos toxica comparada com a LR (GUPTA et al., 2003) e embora nao tao
frequente a variante RR tem sido detectada por outros estudos no Brasil, como relatado
por Guedes, (2013) no reservatorio do Rio de Janeiro, Anjos et al. (2006) no

reservatorio em S&o Paulo e Amé et al. (2010) em um lago na Argentina.

6.3 Deteccdo génica de cianobactérias

A avaliacdo da presenca de cianobactérias nas amostras de agua foi realizada pela
amplificacdo génica da regido PC-IGS, responsdvel pela producdo de pigmento
fotossintético ficocianina, caracteristico de cianobactérias. O operon PC possui uma
regido de espaco intergénico entre dois genes, cpcB e cpcA, que € uma regido
hipervariada e auxilia na identificacdo de diferentes linhagens de cianobactérias
(NEILAN et al.,1995). No presente estudo foi detectado o gene para a ficocianina em
todas as amostras, exceto nos meses de abril e dezembro na lagoa Maringé. O iniciador
molecular utilizado foi desenhado por Neilan et al. (1995) e tem sido amplamente
utilizado na deteccdo de cianobactérias, como nos estudos de Oliveira et al. (2001) e
Anjos et al. (2006) em amostras de reservatorios d’agua em Sdo Paulo, por Pimentel,
(2009) em um reservatorio em Minas Gerais, por Krienitz et al. (2013) em um lago no

Kénia e por Beversdorf et al. (2013) em um lago eutrofizado nos EUA.

A identificacdo de cianobactérias potencialmente toxicas foi realizada pela amplificacdo
da regido do genoma mcyB e mcyD. Os iniciadores moleculares escolhidos neste
trabalho foram desenhados a partir de sequéncias génicas de cepas potencialmente
toxicas brasileiras (OLIVEIRA et al., 2010; PIMENTEL et al., 2013). De acordo com
Oliveira et al. (2010) as cianobactérias apresentam grande variabilidade genética e
iniciadores moleculares desenhados para cepas de ambientes temperados podem sub

estimar cepas tdxicas brasileiras.

O gene mcyB foi identificado em 81,2% (13/16) das amostras de agua das lagoas
Maringa, Juara e Jacuném. A determinacdo de potencialidade de producédo de toxina
pela deteccdo do gene mcyB ¢ bastante utilizando em varios trabalhos pelo mundo. No
Brasil, Oliveira et al. (2010 a e b) utilizando os mesmos iniciadores genémicos

detectaram 92,6 - 100% de cianobactérias potencialmente toxicas nas amostras de agua
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dos reservatorios de Sdo Paulo e Pernambuco. Oliveira et al. (2003) utilizando outros
iniciadores para a regido do gene mcyB, nos reservatorios de agua do sul, sudeste e
nordeste do Brasil observaram que 30% (18/60) das amostras apresentaram
cianobactérias potencialmente tdxicas. Anjos et al. (2006) também detectaram a
presenca de MCs e 0 gene mcyB em um evento de floragéo de cianobactérias na represa
Billings em S&o Paulo. Estudos de Mankiewicz-Boczek et al. (2006) e Gtowacka et al.
(2011) em lagos poloneses detectaram 96% e 77,8%, respectivamente, Dyble et al.
(2008) encontraram 71,5% em dois lagos nos EUA, nos estudos de Te et al. (2011) e
Fathalli et al. (2011) este gene esteve presente em todas as amostras analisadas

provenientes de reservatdrios na Tunisia e Singapura, respectivamente.

Foram detectadas 87,5% (14/16) do gene mcyD das amostras de agua das lagoas
Maringa, Juara e Jacuném. Pimentel et al., (2013) encontraram a presenca do gene
mcyD em todas as amostras de agua provenientes de um reservatorio em Minas Gerais.
Outros estudos realizados com iniciadores desenhados para mcyD detectaram 84% a
100% de cianobactérias potencialmente toxicas (MANKIEWICZ-BOCZEK et al.,
2006; FATHALLI et al., 2011, TE et al., 2011).

As cianobactérias apresentam grande variabilidade genética e muitos estudos utilizaram
iniciadores genémicos para mais de uma regido do gene mcy para detectar cepas
potencialmente toxicas (MANKIEWICZ-BOCZEK et al., 2006; HOTTO et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2010; FATHALLI et al., 2011, GLOWACKA et al., 2011; KUMAR
et al.,, 2011; TE et al., 2011; CONRADIE et al., 2012). No presente estudo, todas as
amostras de dgua que apresentaram o fragmento do gene mcyD também apresentaram o
fragmento do gene mcyB, exceto uma que apresentou somente o mcy D. Os iniciadores
para mcyB utilizados neste trabalho foram desenhados a partir de sequéncias génicas de
cepas do género Microcystis enquanto que os iniciadores para a regido mcyD foram para
0s géneros Microcystis, Anabaena e Planktothrix. Talvez, a diferenca do resultado entre
essas duas regides do genoma desta amostra de agua possa ser cepas pertencentes aos
géneros Anabaena e/ou Planktothrix, pela diferenca de especificidade do proprio

iniciador genémico ou pela alta diversidade gendmica das cianobacteérias.

O estudo de RINTA-KANTO et al. (2005) em amostras de agua do lago Erie nos EUA
utilizando iniciadores para as regides genes mcyB e D do genoma também encontram

diferenca de positividade entre as regiGes. Hotto et al. (2007) utilizaram marcadores
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moleculares para os genes mcyB e D e algumas amostras foram somente positivas para a
regido B ou D. Te et al. (2011) encontraram a mesma positividade para os genes mcyB e
D, porém outras regides analisadas apresentam diferentes niveis de deteccdo (96,3%
mcy A, 41% mcy C e 98,1% mcy E).

No presente estudo 14 amostras apresentaram a presenca do gene mcy por PCR e destas
somente nove foram detectadas microcistinas por CLAE. Por outro lado, nenhuma
amostra negativa para os genes mcyB e mcyD por PCR foi detectada a toxina. Outros
estudos também detectaram o gene mcy, e este nem sempre estaria sendo expresso. O
estudo de Fathalli et al. (2011) em corpos d’aguas na Tunisia identificaram a presenca
do gene mcyA por PCR em amostras de cianobactérias filamentosas e ndo detectaram
microcistinas pelo método MALD-TOF. Fortin et al. (2010) detectaram cianobactérias
potencialmente produtoras de microcistinas por PCRg e nem em todas essas amostras
foram detectadas microcistinas por CLAE, em um lago no Canada. O estudo de
Regueiras, (2009) também encontrou o0 gene mcy em amostras de agua do rio Tamega
em Portugal por PCR e nem em todas as amostras foram detectadas microcistinas pelos
métodos MALDI-TOF, Elisa e HPLC.

O método de deteccdo génica de cianobactérias potencialmente tdxicas mostrou-se
efetiva no monitoramento da qualidade das aguas nessas lagoas. A presenca do gene
mcy prevé o potencial de producdo da microcistinas e esta informacao pode ser utilizada
para tomadas de medidas de prevencdo aos problemas de saude publica, uma vez que
permite a aplicacdo de medidas corretivas antecipadamente. O uso de técnicas
moleculares em combinacdo com a quantificacdo da toxina providencia uma informacao

completa para protecéo da populacdo de riscos para a saude.
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7 CONCLUSOES

e As lagoas Maring4, Juara e Jacuném apresentaram-se hipereutréficas durante
todo o periodo de estudo e apresentaram condi¢cGes ambientais (temperatura, pH,
fosforo, nitrogénio e clorofila a) favoraveis para o desenvolvimento de floracGes
de cianobacteérias.

e Foram detectadas as variantes LR, YR e RR de microcistinas. Dentre essas a
variante LR foi a mais frequente, seguida da RR e YR. A concentracdo de
microcistianas nas lagoas variou de niveis ndo quantificaveis (>0,70 pg/L) a
18,80 pg/L.

e Foi verificada a presenca de cianobactérias em todo o periodo de estudo nas
lagoas, exceto nos meses de abril e dezembro na lagoa Maringa. Em todas as
amostras que apresentaram cianobactérias também foi detectado a presenca do
gene mcy, responsavel pela codificacdo de microcistinas.

e A presenca de cianobactérias potencialmente toxicas e a ocorréncia de
microcistinas, indicam que estes corpos d’agua oferecem riscos a salde da
populacdo. A contaminacdo humana por microcistinas pode ocorrer por
exposicdo direta via recreacdo ou por exposicdo indireta pelo consumo de

pescado provenientes destes mananciais.
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8 RECOMENDACOES

e Analisar a diversidade de géneros de cianobactérias e quantificar genotipos
potencialmente toxicos presentes nas lagoas correlacionando com a
concentracdo de microcistinas no ambiente

e Avaliar o potencial de bioacumulagdo de microcistinas em peixes com a
finalidade de averiguar se o consumo do pescado oferece risco a salde da
populacéo.

e Verificar se as microcistinas detectadas no presente estudo sdo moléculas ativas

e se oferecem risco a salde da populacéo, através de testes toxicologicos.
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