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RESUMO

FERREIRA, Vanessa de Magalhdes. Distribuicido espacial, em microescala, e sazonal das
microalgas potencialmente toxigenas Dinophysis spp. (Ehremberg 1839) na ilha Guaiba
(Mangaratiba, RJ) e suas possiveis implicacdes no cultivo de moluscos bivalvos. 2009.
107f. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2009.

Na ilha Guaiba (municipio de Mangaratiba, litoral sul do Rio de Janeiro) localiza-se a fazenda
marinha da Associagdo de Maricultores de Mangaratiba. O principal molusco cultivado € o
mexilhdo Perna perna, que se alimenta principalmente de organismos fitoplanctonicos
(microalgas). No entanto, na comunidade fitoplanctonica podem estar presentes microalgas
nocivas, como os dinoflagelados Dinophysis spp. que podem produzir toxinas diarréicas. A
principal ficotoxina diarréica produzida por essas microalgas ¢ o acido okadaico (AO), ja
anteriormente detectado na regido e associado a D. acuminata. Tal ficotoxina encontra-se
implicada na sindrome Envenenamento Diarréico por Moluscos, que acomete humanos,
apresentando como efeito agudo sintomatologia gastrintestinal (vOmito, dor abdominal e
diarréia) e cronico promog¢do de carcinogénese no estomago e intestino. Em relagdo a
sanidade animal o AO afeta o sistema imune dos mexilhdes tornando-os susceptiveis a
patogenos e poluentes. Além disso, é genotoxico e pode levar a perda de biodiversidade
genética de P. perna. Dinophysis, como todo organismo planctonico, apresenta uma restrita
capacidade de natacdo. No entanto, sob condigdes de estabilidade da coluna d’adgua o
dinoflagelado pode agregar-se em determinadas profundidades, o que pode vir a se tornar um
agravante na contaminagdo de moluscos se houver produgdo de AO. Tal distribui¢do em
microescala resulta da intera¢do entre fatores bidticos e abioticos. Dessa forma o presente
trabalho buscou identificar e quantificar as espécies de Dinophysis presentes na ilha Guaiba,
bem como verificar se houve a formacdo de adensamentos ao longo da coluna d’agua ao
longo de um ano. Foram realizadas coletas mensais, ao longo de um perfil vertical de 8
metros de profundidade, sempre na preamar. As microalgas foram coletadas com garrafa Van-
Dorn e fixadas com formaldeido para posterior realizagdo de microscopia em campo claro e
contraste de fase. Foram mensuradas: temperatura, salinidade, profundidade Secchi. Dados
climatolégicos de pluviosidade, intensidade e direcdo dos ventos foram cedidos pela Cia.
Vale. Foram identificadas 6 espécies de Dinophysis: D. acuminata, D. caudata, D. fortii, D. cf
ovum, D. tripos e D. rotundata. A analise de classificagdo revelou que D. acuminata foi
dominante (Fitopac v1.6, p<0,001), além de ser a espécie mais frequente e abundante ao
longo de todo o ano. Apenas durante o verdo a espécie apresentou maior densidade celular
(média de 297 células.I’, uma abundancia relativa considerada baixa pela literatura) no
estrato de 0-4 metros de profundidade, do que no estrato > 4 metros (160 células.l™),
significativamente diferente do resto do ano (ANOVA, p<0.0001). D. fortii e D. rotundata
foram co-dominantes no verdo e outono/inverno, respectivamente. As demais espécies
ocorreram como acessoOrias. D. ovum apenas ocorreu no verdo e o presente trabalho ¢ o
primeiro relato da espécie em aguas brasileiras. Andlise de redundancia revelou que dos
parametros hidrologicos e climatoldgicos analisados apenas salinidade e vento (selecionadas
pelo Teste de Monte Carlo) explicaram 11% da varidncia dos dados de distribuicdo de
Dinophysis. Embora ndo tenha sido realizada analise para a presen¢a do acido okadaico
salienta-se que todas as espécies identificadas sdo relatadas como potenciais produtoras de
toxinas diarréicas. Dessa forma faz-se necessario a realizagao de uma avaliagao de risco em
relacdo as toxinas diarréicas com vistas a sanidade animal e a seguranga para a satde publica.

Palavras-chave: Toxinas diarréicas. Monitoramento. Malacocultura.

VIII



ABSTRACT

FERREIRA, Vanessa de Magalhdes. Spacial, in microscale, and sazonal distribution of
toxic microalgae Dinophysis spp. (Ehremberg 1839) at Guaiba island (Mangaratiba, RJ)
and yours probably implications in bivalves culture. 2009. 107f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

At Guaiba island (Mangaratiba municipality, south coast of Rio de Janeiro) is located the
Association of Marine Maricultores of Mangaratiba’s farm. The region has excellent
conditions for growth of molluscs bivalves: mild water temperatures, mesotrophic and with
good sanitary conditions (under bacteriological aspects). The crop is the main shellfish mussel
Perna perna, which feeds mainly phytoplanktonic organisms (microalgae). However, the
phytoplankton community may be present harmful microalgae such as dinoflagellates
Dinophysis spp. that can produce diarrhoetic toxins. The main diarrhoetic phycotoxin
produced by these microalgae is okadaic acid (OA), previously detected in the region and
associated with D. acuminata. This phycotoxin is implicated in the syndrome Diarrhoetic
Shellfish Poisoning, which affects humans, showing the acute effect gastrointestinal
symptoms (vomiting, abdominal pain and diarrhea) and chronic promotion of carcinogenesis
in the stomach and intestine. Regarding the animal sanity OA affects the immune system of
mussels making them susceptible to pathogens and pollutants. In addition is genotoxic and
can lead to loss of genetic biodiversity of P. perna. This effect can generate mutations that
compromise the future generations of shellfish can lead to disastrous consequences for the
mitiliculture. Dinophysis as planktonic organism, has a limited ability to swim. However,
under conditions of stability of the water column the dinoflagellate may attach to certain
depths, which may become an aggravating factor in the contamination of shellfish if
production of OA. This distribution on the microscale is from the interaction between biotic
and abiotic factors. Thus the present work to identify and quantify the Dinophysis species
present at Guaiba island and verify whether the formation of density along the water column
over a year. Were collected monthly, in high tide, over a vertical profile of 8 meters deep. The
microalgae were collected with Van-Dorn bottle and fixed with formaldeido for further work
on microscopy. We measured temperature, salinity, Secchi depth. Climatological data of
rainfall, intensity and direction of winds were released by Vale. We identified 6 species of
Dinophysis: D. acuminata, D. caudata, D. fortii, D. ovum, D. tripos and D. rotundata. The
Cluster analysis revealed D. acuminata was dominant (Fitopac v1.6, p <0001), besides being
the most frequent and abundant throughout the year. Only the species during summer showed
higher cell density (average of 297 células.”’, a low relative abundance according literature)
in the stratum of 0-4 meters deep, than in the stratum > 4 meters (160 células.™"), significantly
different from the rest of the year (ANOVA, p <0.0001). D. fortii and D. rotundata were co-
dominant in summer and autumn/winter, respectively. The remaining species occurred as
incidental. D. ovum only occurred in summer and this work is the first report of this species in
Brazilian waters. Redundancy analysis showed that the hydrological and climatological
parameters analyzed only salinity and wind (selected by the Monte Carlo test) explained 11%
of the variance of the data distribution of Dinophysis. Although no analysis has been
performed for the presence of okadaic acid that all identified species are reported as potential
producers of toxins diarrhea. Thus it is necessary for an evaluation of risk for diarrhoetic
toxins aimed at animal health and safety to public health in the region.

Key words: Diarrhoetic toxins. Monitoring. Malacoculture.
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Figura 01. Valva direita do mexilhdo Mytilus edulis. A) Aspecto externo, mostrando linhas de
crescimento ¢ umbo; B) Aspecto interno, mostrando borda interna do peridstraco, cicatriz do
musculo adutor posterior € umbo (em destaque). Adaptado de documento da Internet FAO
(2008) e disponivel em http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Medulis/en

Figura 02. Valva direita da ostra do Pacifico Crassostrea gigas. A) Aspecto externo irregular
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visivel, umbo em destaque. Adaptado de documento da Internet FAO (2008) e disponivel em
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Cgigas/en
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cicatriz unica do musculo adutor, umbo em destaque. Adaptado de documento da Internet
FAO (2008) e disponivel em http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Pyesso/en

Figura 04. Anatomia interna de um pectinideo Argopecten gibbus. Mostrando sistemas
digestivo, muscular, reprodutivo e respiratorio. Adaptado de Helm; Bourn, 2006.

Figura 05. Anatomia interna de um mitilideo Perna perna. Corte em se¢do longitudinal.
Visdo em meia valva. Adaptado de http://www.glf.dfo-mpo.gc.ca/pe/profil/mussel-
moule/mussel-moule-e.php

Figura 06. Anatomia interna de uma ostra, Ostrea edulis. Tubo digestivo completo, sistema
respiratorio (branquias) e fluxo de agua. Adaptada de
content.cdlib.org/xtf/data/13030/n3/kt629004n3/figures/caljsiol_siolcal75 123 012.gif

Figura 07. Distribuigdo geografica de mexilhdes do género Perna. Extraida de Wood et alli
(2007). Setas indicam local de amostragem do trabalho referenciado.

Figura 08. Distribuigcdo geografica da ostra Crassostrea gigas. Adaptado de documento da
Internet FAO (2008) e disponivel em http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Cgigas/en

Figura 09. Fazenda Marinha da Associa¢do de Maricultores de Mangaratiba, RJ. A) Sistema
de cultivo suspenso, denominado espinhel, em vista panoramica. Bombonas brancas e azuis
constituem o sistema de flutuacdo do espinhel. Ao longo do cabo mestre (submerso assinalado
com seta) ficam dispostas as cordas de mexilhdes (B) e as lanternas com vieiras e ostras (C).
Fotos da autora, exceto item c) FIPERJ.

Figura 10. Percentual dos grandes grupos da producdo aquicola mundial. A) Por quantidade
dos 60 milhdes de toneladas produzidos; B) Por valor dos US$$ 70 bilhdes gerados.
Modificado de FAO (2006a).

Figura 11. Toxinas lipossoluveis envolvidas no Envenenamento Diarréico por Moluscos. A)
Ocadaiatos; B) Pectenotoxinas e C) Yessotoxinas. Adaptado de Suzuki et alli (2005).

Figura 12. Ordem Dinophysiales (Lindemann 1928). Composta por trés familias: a)
Amphisoleniaceae, representada por Amphysolenia bidentata escala 100 pm; b)
Dinophysiaceae, representada por Dinophysis acuta, escala 10 pm; c¢) Oxyphysiaceae
representada por Oxyphysis oxytoxoides, escala 10um. Adaptado de Steidinger; Tangen
(1997).

Figura 13. Representacdo esquematica de Dinophysis. A) Célula em visdo lateral, valva
direita: aca — aleta cingular anterior; acp — aleta cingular posterior; a — aleta sulcal direita; b-
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Figura 14. Fotomicrografia de D. tripos células recém divididas. Notar a divisdo da aleta
sulcal esquerda em a ¢ b. A célula filha da esquerda herdou a porgdo inicial a e os dois
primeiros raios (R; € R,). A célula filha da direita permaneceu com a porgédo final da aleta b,
com o ultimo raio R; e com a aleta sulcal direita (asd). O processo de divisdo termina com a
completa regeneracdo das aletas sulcais. Foto da autora, enseada de Maciéis, Angra do Reis,
RIJ.

Figura 15. Esquema da tabulagdo da teca de Dinophysis em visdo ventral, sem as aletas
cingulares e sulcais. A; e A,: placas do poro apical; P,: poro apical; E; 4: placas da epiteca; C,.
4 placas cingulares; H,4: placas da hipoteca; S,: sulcal anterior; Sg: sulcal sinister, i.e.
esquerda; Sg: sulcal dexter, i.e. direita; S,: sulcal posterior; Pe: poro flagelar. Adaptada de
Taylor (1980) apud Taylor (1987).

Figura 16. Janela de tempo da distribui¢dao de Dinophysis, em amostragem semanal, ao longo
de 12 anos (1989-2000) na baia de Vilaine, Franga. Adaptado de Xie et alii, 2007.

Figura 17. Baia de Sepetiba, litoral sul do estado do Rio de Janeiro, onde se localiza a Ilha
Guaiba, municipio de Mangaratiba. Assinalada com seta no mapa a ponta da Passagem onde
localiza-se a fazenda marinha da AMAR.

Figura 18. Dinophysis acuminata exemplares de verdo (dezembro de 2007), fotomicrografias
em aumento de 400x. A) Variedade acuminata em microscopia de contrastes de fase, em
evidéncia os trés raios da aleta sulcal esquerda (R;, R, e Rj); B) Variedade lachmani em
microscopia de campo claro, em detalhe vactolos alimentares e n (ntcleo); C) Variedade
lachmani, teca vazia evidenciando a ornamentagio regular da hipoteca com auréolas,
microscopia de campo claro; D) Variedade lachmani, detalhe da regido antapical retilinea na
porgdo ventral.

Figura 19. Dinophysis acuminata variedade lachmani, exemplares de inverno (julho de
2007), fotomicrografias em aumento de 400x. A) Célula em contraste de fase; B) Microscopia
de campo claro evidenciando os trés raios (R;, R, e R3) da aleta sulcal esquerda; C) e D) a
mesma célula em campo claro e contraste de fase, em evidéncia vactolos alimentares.

Figura 20. Dinophysis caudata. Célula em visdo lateral (valva esquerda), microscopia de
campo claro aumento de 200x. Detalhes taxondmicos: aca, aleta cingular anterior em forma de
funil; seta, projecdo antapical ventral.

Figura 21. Dinophysis fortii exemplares de verdo, fotomicrografias em aumento de 400x. A)
células pareadas, recém divididas em contraste de fase, de fevereiro, no detalhe porgéo final
da aleta sulcal esquerda herdada pela célula filha; B) as mesmas células pareadas, recém
divididas em microscopia de campo claro; C) exemplar de fevereiro; D) exemplar de
dezembro, no detalhe regido ventral retilinea.

Figura 22. Dinophysis ovum, setas indicam areas de convexidade na regido ventral e
antapical, linhas tracejadas a parte mais larga da célula na altura de R;. Exemplares de verdo.
A) Fotomicrografia em contraste de fase no aumento de 400x; B) Fotomicrografia em campo
claro no aumento de 200x; C) Fotomicrografia em contraste de fase no aumento de 400x; D)
Microscopias em campo claro, aumento de 400x.

Figura 23. Dinophysis tripos, exemplares de primavera, fotomicrografias em aumento de
200x. A) Célula recém-dividida, microscopia de campo claro, em detalhe a pequena aleta
sulcal direita, notar que a microalga possui apenas a por¢ao final da aleta sulcal esquerda; B)
Célula recém-dividida, por¢do final da aleta sulcal esquerda regenerada, porém ainda sem
reticulagdo, assinalados os trés grandes espinhos que sustentam a aleta, seta assinala a aleta
cingular anterior, com seus raios.

Figura 24. Dinophysis tripos exemplares de verfo, fotomicrografias em campo claro,
aumento de 200x.
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Figura 25. Dinophysis rotundata fotomicrografias em aumento de 400x. A) exemplar de
outono, célula plena de vacuolos alimentares; B) exemplar de inverno; C) exemplar de
primavera; D) exemplar de verdo, presenga de vacuolos alimentares porém menos evidentes.
Todas as fotomicrografias em campo claro exceto B) contraste de fase. Notar em todas as
fotos a epiteca convexa.

Figura 26. Variagdo da densidade celular de Dinophysis acuminata em relagdo a
profundidade e as estagdes do ano.

Figura 27. Somatorio das densidades celulares de cada espécie de Dinophysis identificada
para a ilha Guaiba, durante o periodo analisado (ao longo de uma coluna d’4dgua de 8 metros
de profundidade).

Figura 28. Dendrograma com as relagdes existentes entre as espécies dominantes e acessorias
nos dois grupos determinados por analise de classificagdo no modo R, para a comunidade de
Dinophysis na ilha Guaiba, 2007/2008.

Figura 29. Dendrograma andlise de classificagdo no modo Q das coletas em fungdo da
ocorréncia de Dinophysis spp. a um nivel de corte de 2,5.

Figura 30. Variagdo da temperatura ao longo da coluna d’agua durante os meses de verdo, na
ilha Guaiba.

Figura 31. Variacdo da temperatura ao longo da coluna d’agua durante os meses de outono,
na ilha Guaiba.

Figura 32. Variacdo da temperatura ao longo da coluna d’agua durante os meses de inverno,
na ilha Guaiba.

Figura 33. Variagdo da temperatura ao longo da coluna d’agua durante os meses de
primavera, na ilha Guaiba.

Figura 34. Variacdo da profundidade Secchi ao longo do periodo analisado, na ilha Guaiba.

Figura 35. Variagdo da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os meses de verdo, na
ilha Guaiba.

Figura 36. Variacdo da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os meses de outono, na
ilha Guaiba.

Figura 37. Variagdo da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os meses de inverno, na
ilha Guaiba.

Figura 38. Variagao da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os meses de primavera,
na ilha Guaiba.

Figura 39. Plano candnico da Analise de Redundancia (RDA) utilizando a matriz de
abundancias de dinoflagelados (espécies de Dinophysis) e a matriz de variaveis ambientais
significativas salinidade (modo principal de variagdo, eixo I) e velocidade do vento (modo
secundario de variagdo, eixo II). Grupo 1 — Dominéancia de D. acuminata ¢ D. fortii, em
abundancias relativas maiores, com presenga de todas as espécies de Dinophysis em pelo
menos uma amostra. Grupo 2 - Presenca de todas as espécies, exceto D. caudata. Dominéncia
de D. acuminata e Dinophysis spp.; Grupo 3 - Dominancia de D. acuminata e D. rotundata,
com baixas abundancias relativas; Grupo 4 — Dominéancia de D. fortii e D. rotundata em

baixas abundancias relativas; Grupo 5 - Amostras onde ocorreu apenas D. acuminata.
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1. INTRODUCAO

O conceito de sanidade animal tem sido amplamente aplicado a vertebrados criados
com fins de producdo. Dessa forma ‘sanidade’ diz respeito a saide geral do animal,
contemplando aspectos microbioldgicos, parasitarios e toxicologicos, abarcando enfermidades
zoondticas ou nao.

Aspectos e praticas ligados a manuten¢do da sanidade refletem-se no aumento da
produtividade e na qualidade dos produtos de origem animal gerados, quando destinados a
alimentagdo humana. Tais praticas podem atuar de diversas maneiras: a) preventivamente no
estabelecimento de um bom ambiente na criacdo contribuindo para a promocdo da satde
animal; b) rotineiramente na detec¢do de quaisquer anomalias que possam trazer dano aos
animais cultivados; c¢) na forma de medidas que venham reestabelecer as condi¢cdes normais
de criacao apds um episodio de enfermidade e/ou situagdo potencialmente nociva.

Embora sejam organismos invertebrados, moluscos aqudticos cultivados sd3o animais
de producdo destinados exclusivamente a alimenta¢do. O cultivo de tais organismos ¢
denominado malacocultura, também havendo denominagdes especificas como mitilicultura,
ostreicultura e pectinicultura (cultivo de mexilhdes, ostras e vieiras, respectivamente). No
Brasil a criagdo acontece em ambiente marinho costeiro, utilizando-se de estrutura flutuante
denominada espinhel onde os animais ficam dispostos em cordas (mexilhdes) ou em lanternas
(vieiras e ostras).

Segundo recente revisdo do cenario mundial da aquicultura realizado pelas
Organizagdes para Alimentagdo e Agricultura (Food and Agriculture Organization — FAO)
moluscos aquaticos ocupam a terceira colocacao tanto em volume de produgdo (22,31% dos
60 milhdes de toneladas produzidos) quanto em valores (14,18% dos U$$ 70 bilhdes
gerados). A China lidera a producdo mundial de moluscos e o Brasil ¢ o segundo produtor na
América Latina. A produgdo nacional ¢ liderada por Santa Catarina (em fase de
industrializacdo da cadeia produtiva), seguido por Sdo Paulo, Espirito Santo e Rio de Janeiro.
No Brasil sdo cultivadas principalmente trés espécies: o mexilhdo Perna perna (Linnaeus
1758), a vieira Nodipecten nodosus (Linnaeus 1758) e a ostra do pacifico Crassostrea gigas
(Thunberg 1793), sendo as duas primeiras espécies nativas de nosso litoral. No ano 2000 75%
dos bivalvos disponiveis para o consumo foram fornecidos por cultivos.

A producdo de organismos aquaticos vem crescendo no Brasil a taxas maiores que
encontradas no cenario internacional. Enquanto a aquicultura mundial cresce cerca de 8% ao
ano, em 2004 o Brasil apresentou crescimento de 15,5%. Esse incremento foi maior que o
apresentado na criagdo de aves (5%), suinos (3%) e bovinos (5,2%) para o mesmo periodo.
Além disso, com um litoral de mais de 8000km, o Brasil apresenta grande potencial para a
malacocultura, podendo expandir a producdo de alimento sem que haja o tradicional conflito
com fronteiras florestais, agricolas ou para habitagao.

No entanto a FAO aponta como grande entrave ao desenvolvimento da atividade
malacocultora, entre outros problemas de ordem técnica, a questdo sanitaria dos moluscos
produzidos no Brasil. Moluscos bivalves sao filtradores, ou seja, alimentam-se de organismos
fitoplanctonicos e de matéria organica particulada presentes em suspensdo na coluna d’agua
onde sdo cultivados. Podem filtrar muitos litros de dgua do mar por hora dependendo da
espécie (por exemplo, 3 litros para um mexilhdo adulto em condi¢des ambientais ideais) e
reter até 90% do material particulado presente. Dessa forma podem bioacumular de 100 a
1000 vezes patdgenos ou substincias nocivas presentes na agua de cultivo, e dessa forma
podem vir a atuar como veiculo de diversas enfermidades para humanos consumidores.

Até o presente momento o fomento a malacocultura tem sido focado na busca de
sustentabilidade para a atividade: fornecimento regular de sementes, otimizacdo de sistemas
de cultivo, por exemplo. No entanto, conforme ja alertado pela FAO, urge quebrar esse
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paradigma, buscando integrar aspectos ligados a sanidade dos animais e a seguranga
alimentar. Para que se logre em atingir o desenvolvimento social e econonico pretendido pela
malcocultura.

Na comunidade fitoplanctdnica, principal fonte nutricional para moluscos cultivados e
base da teia tréfica marinha, pode-se encontrar microalgas nocivas, potencialmente produtoras
de substancias naturais bioativas, denominadas ficotoxinas. Essas espécies de microalgas sdo
ditas ‘potencialmente produtoras’ pois sua presenga na coluna d’agua per se ndo implica na
obrigatoriedade da producdo das ficotoxinas. Atualmente o contexto oceanografico e
ecoldgico da producdo de tais bioativos naturais € um tema muito estudado, mas ainda nao
elucidado.

Virias sindromes de envenenamento por molusco ja foram formalmente definidas:
agente etioldgico, substancias toxicas envolvidas, sintomatologia, normatizagdo de limites,
metodologias de deteccdo validadas. Internacionalmente ja& existem programas de
monitoramento (das microalgas nocivas e das ficotoxinas na carne dos moluscos) e legislacao
adequados que regulamentam o consumo de moluscos bivalvos com vistas a sanidade e
seguranga alimentar. E as linhas de pesquisa envolvidas no seu estudo caracterizam-se pela
multidisciplinaridade abarcando a oceanografia, a veterindria, a biologia, a medicina, a
quimica, entre outras areas de conhecimento.

Ficotoxinas representam um dos maiores problemas de saude publica, em nivel
mundial, associado ao consumo de moluscos. A sindrome Envenenamento Diarréico por
Moluscos (EDM) ¢ uma das mais amplamente distribuidas e tem como principal toxina o
acido okadaico (AO). Como o EDM possui vomitos e diarréia como principais sintomas pode
facilmente ser confundido com uma toxinose bacteriana ou uma infec¢do viral. Além disso, a
maior parte do sistema de saide brasileiro desconhece a sindrome, que provavelmente
encontra-se sujeita a subnotificacdo considerando-se o contexto brasileiro. A sintomatologia
gastrintestinal ¢ o resultado da exposicao aos efeitos agudos da ficotoxina AO. No entanto os
consumidores expostos constantemente a baixas concentragdes da toxina podem desenvolver
seu efeito cronico: carcinogénese no estdmago ou intestino.

Além das implica¢des na satide publica a sanidade dos moluscos também ¢ afetada
pela toxina diarréica. Mexilhdes P. perna apresentam formacdo de micronucleos em seus
hemocitos quando expostos a baixas concentragdes do AO. Isso significa que a
genotoxicidade do AO pode levar a perda de biodiversidade genética nos animais expostos,
levando a mutagdes indesejaveis nas proximas geragdes. E isso pode trazer prejuizos
imprevisiveis a mitilicultura. A resposta imune também ¢ afetada tornando-os mais
susceptiveis a patdgenos e poluentes.

Ainda ha poucos e esparsos registros da ocorréncia e abundancia de microalgas
nocivas em nosso litoral, como por exemplo, os géneros de dinoflagelados envolvidos na
producdo de toxinas diarréicas Prorocentrum e Dinophysis. Segundo dados disponiveis na
Plataforma Lattes o inicio da pesquisa nessa linha é muito recente, datando da década de 90.
Portanto encontra-se ainda em fase descritiva, sendo principalmente documentado para o
litoral catarinense. Santa Catarina € o unico estado brasileiro a contar com um programa de
monitoramento e legislagdo que aborde o assunto, tornando notificacdo obrigatoria a
ocorréncia de casos diarréicos associados ao consumo de moluscos.

O género Dinophysis ¢ caracteristico de aguas ocednicas e neriticas, ¢ s3o encontradas
em todas as latitudes. Dinophysis acuminata ¢ a espécie que apresenta distribui¢do mais
ampla, ocorrendo em todos os oceanos e ¢ a maior implicada na producdo de toxinas
diarréicas. No Brasil ja foi associada a produgdo de AO nas baias de Sepetiba e Ilha Grande, e
recentemente no primeiro surto de EDM relatado em Santa Catarina.

Dinoflagelados, como todo organismo planctdnico, possuem restrita capacidade de
natacdo sendo as espécies caracteriscticas de uma determinada massa d’agua. Em macroescala
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as espécies se distribuem latitudinalmente, principalmente em funcao da temperatura; embora
haja espécies que possuam ampla distribui¢do, como D. acuminata.

Em mesoescala 0 movimento e as misturas de diferentes massas d’agua influenciam
diretamente na composi¢do de uma comunidade fitoplanctonica contribuindo ora para a
entrada de espécies, ora para sua dispersao. Assim o movimento das marés, o vento, vortices,
exercem influéncia direta sobre a dinamica das comunidades de microalgas. A maioria das
espécies de Dinophysis tem como habitat preferencial aguas neriticas, ou seja, aquelas
localizadas acima da plataforma continental.

Em microescala (de metros a decimetros) a distribui¢do das microalgas ¢ a resultante
de um balanco entre variaveis biodticas e abidticas na busca pelo 6timo de desenvolvimento
para cada espécie de microalga. Dessa forma condi¢des de estabilidade de uma coluna d’agua
podem propiciar um acumulo de dinoflagelados em uma determinada profundidade,
principalmente onde haja formagao de barreiras de densidade.

Tal acimulo de Dinophysis pode contribuir para uma maior probabilidade de
contaminagdo para os moluscos cultivados, se ficotoxinas estiverem sendo produzidas. E,
segundo a Comissdo Ocenografica Intergovernamental, todo ambiente onde haja extra¢do ou
cultivo de moluscos sem o devido monitoramento higiénico-sanitario deve ser considerado
um risco para a saude publica.

A fazenda marinha da Associagdo de Maricultores de Mangaratiba localiza-se na baia
de Sepetiba (litoral sul do estado do Rio de Janeiro), corpo d’4dgua considerado um estudrio
parcialmente misturado. A ilha encontra-se na boca da baia, por¢do mais exposta a influéncia
do oceano Atlantico onde encontram-se menores variagdes de salinidade. E um ambiente
abrigado, raso, de excelente condi¢do sanitaria (do ponto de vista bacterioldgico), com
temperaturas amenas, pouca variacdo de salinidade e sujeito a forte influéncia das correntes
de maré. Como a baia ¢ um ambiente mesotréfico had grande oferta de alimento para os
moluscos.

A principal espécie cultivada ¢ o mexilhdo Perna perna, mas experimentalmente o
crescimento da vieira N. nodosus foi considerado muito satisfatério (dados ndo apresentados
nessa tese). Dessa forma o ambiente apresenta grande potencial ao desenvolvimento da
malacocultura. E mister salientar que neste municipio a malacocultura tem forte contexto
social ao representar uma possibilidade de melhoria de qualidade de vida a comunidades que
anteriormente viviam de atividades extrativistas.

O presente trabalho teve por objetivos estudar a composi¢do da comunidade de
Dinophysis ao longo da coluna d’agua e dentro do periodo de um ano. Foram identificadas e
quantificadas as espécies presentes, bem como avaliados os perfis de salinidade, temperatura,
e verificados a profundidade Secchi, a intensidade e direcdo dos ventos e a pluviosidade.
Buscou-se correlacionar fatores bidticos referentes as Dinophysis as variaveis hidrologicas ¢
parametros climatolégicos (fatores abiodticos) visando estabelecer uma relagdo que
evidenciasse o contexto oceanografico que modulasse sua distribuicdo temporal e espacial.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Moluscos Bivalvos
2.1.1 Taxonomia e aspectos gerais
Sdo animais aquaticos pertencentes ao Filo Mollusca, Classe Bivalvia (também
denominada Pelecypoda ou Lamellibranchiata). Caracterizam-se pela presenca de duas
estruturas rigidas, constituidas de carbonato de célcio denominadas valvas, que protegem a
massa corporal mole, sem segmenta¢do, comprimida lateralmente (LEAL, 2008).
Dominio Eukaria
Filo Molusca
Classe Bivalvia
Ordem Mytiloida
Familia Mytilidae
Géneros Mytilus, Mytella e Perna
Ordem Ostreoida
Familia Ostreidae
Géneros Crassostrea, Ostrea
Ordem Pteroida
Familia Pectinidae
Géneros Pecten, Nodipecten, Argopecten
Todos os moluscos bivalves adultos habitam o dominio bentdnico, principalmente em
substratos consolidados. Fixam-se ao fundo através de filamento protéico chamado bisso
(Mytiloida) ou através da cimentagdo da valva esquerda (Ostreoida). Pteroida possui géneros
que podem ocorrer sobre substratos consolidados ou inconsolidados e que apresentam
capacidade de natacdo (embora possam produzir pequena quantidade de bisso). Individuos de
varias ordens de bivalvos podem viver enterrados em sedimento inconsolidado, como infauna.

2.1.2 Morfologia externa (HELM; BOURNE, 2006).

As valvas destes moluscos dividem-se sempre em direita e esquerda. Em Mytiloida as
valvas sdo equivalves, lisas tanto externa quanto internamente, com presenca de umbo na
regido anterior (Figura 01). Peridstraco ¢ produzido pelo manto e recobre externamente as
valvas dando-lhes coloragdo: azulada (M. edulis), amarronzada (P. perna) ou esverdeada (P.
viridis). Internamente as valvas sdo nacaradas iridescentes e marcadas com a cicatriz do
musculo adutor posterior.

Regisio posterior

Figura 01. Valva direita do mexilhdo Mytilus edulis. A) Aspecto externo,
mostrando linhas de crescimento e umbo; B) Aspecto interno, mostrando
borda interna do peridstraco, cicatriz do musculo adutor posterior e umbo
(em destaque). Adaptado de documento da Internet FAO (2008) e disponivel
em http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Medulis/en




Em Ostreoida as valvas sdo inequivalves, a esquerda encontra-se cimentada em
substrato consolidado e é acentuadamente cOncava como uma Xxicara; a valva direita ¢
suavemente convexa (Figura 02). Externamente a valva direita ¢ muito aspera com aspecto
laminar. Internamente as valvas sdo lisas, branco nacaradas, com uma unica cicatriz muscular.
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Figura 02. Valva direita da ostra do Pacifico Crassostrea
gigas. A) Aspecto externo irregular e aspero, umbo em
destaque. B) Aspecto interno, liso e nacarado, cicatriz do
musculo adutor visivel, umbo em destaque. Adaptado de
documento da Internet FAO (2008) e disponivel em
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Cgigas/en

Em Pteroida o animal apdia-se no fundo sobre a valva direita, que pode ser
acentuadamente convexa dependendo da espécie, a esquerda apresenta ornamentacdes na
forma de costelas radiais, com presenca de nds bulbosos dependendo da espécie; o umbo ¢
ladeado por um par de auricolas, que podem ser desiguais dependendo da espécie (Figura 03).

Figura 03. Valvas da vieira Patinopecten yessoensis. A) Valva
esquerda, em visdo externa, exibindo costelas radiais e umbo em
destaque; B) Valva direita em visdo interna, exibindo cicatriz
unica do musculo adutor, umbo em destaque. Adaptado de
documento da Internet FAO (2008) e disponivel em
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Pyesso/en




2.1.3 Morfofisiologia.

Bivalvos ndo apresentam cabe¢ca como os demais moluscos, perderam radula,
tentaculos e olhos provavelmente em func¢do do estilo de vida séssil ou sedentario (LEAL,
2006). Toda sua massa corpdrea fica compreendida, e protegida, no interior das valvas, exceto
expansoes tateis do manto em pectinideos e ostras.

O manto ¢ um tecido que reveste toda a valva internamente (exceto nas regides onde o
musculo adere a concha); também ¢ responsavel pela segregacdo de carbonato de calcio que
compde a valva. Nos pectinideos os tentdculos formados a partir de expansdes do manto
possuem pequenos ocelos azuis, estruturas capazes de detectar luz e movimento (importantes
para localizar a zona fotica e possiveis predadores). Nos mitilideos os bordos do manto se
unem para formar os sifdes inalante (por onde a agua entra com oxigénio ¢ alimento) e
exalante (saida de 4gua com fezes e pseudofezes).

Glandula digestiva

Musculo de
fechamento

Musculo
rapido

Tentaculos

Ocelos

Figura 04. Anatomia interna de um pectinideo Argopecten gibbus. Mostrando sistemas digestivo,
muscular, reprodutivo e respiratorio. Adaptado de Helm; Bourn (2006).

A respiracdo ¢é realizada por um par de branquias de estrutura laminar (cada par de
demibranquias faz uma lamela branquial) que possuem células ciliadas. Localizam-se dentro
das valvas logo ap6s o manto e entre elas encontra-se a massa visceral. O batimento dos cilios
gera uma corrente de dgua dentro do animal enquanto revestem de muco particulas de
alimento (microalgas e matéria organica particulada). Na por¢do anterior das branquias
localizam-se dois pares de palpos labiais. Assim que o alimento filtrado nas branquias chega
até a boca do animal os palpos labiais selecionam por tamanho o que pode ser ingerido. O que
for grande demais serd eliminado como pseudofezes (BENINGER; ST-JAMES, 1997).

Possuem trato digestivo completo com boca, esdfago curto, glandula digestiva, estilete
cristalino, intestino e anus (Figuras 04, 05 e 06). No estilete ha uma camada de mucoproteinas
que liberam enzimas para a digestao dos alimentos, reduzindo amido a agucares.
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Figura 05. Anatomia interna de um mitilideo Perna perna. Corte em secéo
longitudinal. Visdo em meia valva. Adaptado de http://www.glf.dfo-
mpo.gc.ca/pe/profil/mussel-moule/mussel-moule-e.php

A fecundacdo ¢ externa, com individuos apresentando sexos separados em Mytiloida:
machos apresentam gonadas com coloragdo branca ou creme ¢ as fémeas vermelho-
alaranjado. Ostreoida também possui sexos separados, a gonada somente pode ser vista
durante o periodo de reproducao e ndo se distingue visualmente entre os sexos; os individuos
sdo hermafroditas seqilienciais em Crassostrea, ou seja, sua primeira desova ¢ como macho e
na préxima como fémea (protandria). Em Ostrea os animais sdo larviparos. Os principais
pectinideos de interesse comercial, como Nodipecten nodosus, sdo hermafroditas verdadeiros
apresentando em um mesmo individuo gonada feminina (de cor alaranjada) e masculina (de
coloracdo branca) (Figura 04).
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Figura 06. Anatomia interna de uma ostra, Ostrea edulis. Tubo
digestivo completo, sistema respiratorio (branquias) e fluxo de agua.
Adaptada de
content.cdlib.org/xtf/data/13030/n3/kt629004n3/figures/caljsiol_siolc




A desova geralmente ¢ induzida por temperatura ou estresse ambiental. A
gametogénese em bivalvos depende de varios fatores: tamanho do animal, temperatura da
agua e do alimento (HELM; BOURN, 2006). Varias espécies de pectinideos podem acumular
reservas no musculo e na glandula digestiva e posteriormente utilizd-la na maturacdo dos
gametas (LODEIROS et alli, 2001). Durante a maturagdo dos gametas algumas espécies
apresentam maior necessidade de uma dieta alimentar rica em lipideos polinsaturados,
fundamentais para uma boa producao de gametas e de larvas de qualidade (DUINKER et alli,
2004), pois o tecido gonadico ¢ essencialmente lipidico.

O sistema muscular controla batimentos cardiacos, movimento de fechamento das
valvas (a abertura ¢ mediada por ligamento, em mexilhdes e ostras, ou pelo resilium em
vieiras) e pequenos deslocamentos (em mexilhdes e vieiras). Encontramos espécies
monomidrias (um unico musculo adutor localizado no centro da valva) em Ostreoida e
Pteroida, e dimiarias em Mytiloida (musculo adutor, retrator do pé, retrator anterior, retrator
mediano e retrator posterior do bisso).

O pé também possui natureza muscular, apresentando um sulco longitudinal ao longo
do qual escorre a proteina que se solidifica e d4 origem aos filamentos do bisso (produzido
por uma glandula bissogénica localizada na base do pé). Essa estrutura se forma durante o
final da fase larvar (pedivéliger) e atua fundamentalmente quando a larva sofre a metamorfose
abandonando a vida livre planctonica para procurar um substrato bentonico. Ostras possuem
pé rudimentar, ativo apenas no final da fase larvar: assim que sofrem metamorfose cimentam-
se definitivamente ao substrato e o 6rgao perde sua fung¢ao (POLI, 2004).

Arrastando-se por intermédio do pé o plantigrado (spat) busca o ambiente com
melhores condi¢cdes para se fixar: inicialmente em um substrato macio (biofilme de
microalgas filamentosas — fixagdo primaria) e posteriormente sobre substrato consolidado
(fixagdo definitiva, no caso dos mexilhdes) (FERREIRA; MAGALHAES, 2004).

O sistema circulatério dos bivalvos € constituido pelo coragdo (pericardio, composto
por duas auricolas e um ventriculo) localizado dorsalmente, um conjunto de artérias e veias
por onde circula o sangue, denominado hemolinfa. O pigmento responsavel pelo transporte
dos gases ¢ a hemocianina, proteina cujo centro ativo ¢ uma molécula de cobre, fazendo com
que a hemolinfa ndo apresente colora¢do. O pericardio impulsiona a hemolinfa rica em
oxigénio, em batimentos irregulares, a partir do ventriculo através dos sistemas de artérias até
a cavidade denominada seios. Nessa cavidade a hemolinfa se espalha para toda a massa
corpérea dos animais, constituindo assim um sistema circulatorio aberto. Ao retornar dos
orgaos a hemolinfa volta ao seio, flui pelas veias passando pelo rim e pelas branquias (para a
retirada dos excretas celulares e do CO,) e finalmente penetra no coragao através das duas
auricolas (BARRACCO; DA SILVA, 2008).

A hemolinfa ¢ constituida basicamente por hemocitos de diferente natureza, com
presenca de granulos citoplasmaticos (granuldcitos) e sem granulos (hialindcitos). Tais células
desempenham variadas fungdes: reparo das valvas, transporte e digestdo de nutrientes e
também o fundamental papel de atuar na defesa imunoldgica do bivalvo frente a
micropatdégenos (bactérias, fungos, protozodrios e microalgas) e a substincias nocivas
presentes na agua. Pectinideos ndo apresentam granulocitos (CARBALLAL et alli, 1997).

Assim como os demais invertebrados, bivalvos possuem apenas o sistema imune inato
e natural, ndo apresentando o sistema adaptativo como os vertebrados. As células presentes na
hemolinfa e/ou variadas substancias por elas produzidas (PAM’s -peptideos de acao
antimicrobiana, como defensinas, mitilinas e miticinas; ERO’s - espécies reativas de oxigénio,
como superoxidos, perdxido de hidrogénio) constituem as principais defesas do organismo e
atuam modulando respostas inflamatorias, citotoxicas e fagociticas. A atividade dos
hemocitos pode ser verificada pela presencga de enzimas hidroliticas (principalmente lisozima)
ou variadas moléculas toxicas transitorias (ERO’s) que atuam sobre o patégeno, apds este ter



sido fagocitado ou encapsulado. A agao conjugada destes fatores objetiva levar o patdégeno a
morte por processo oxidativo, denominado ‘choque respiratério’ (ROCH, 1999.
BARRACCO; DA SILVA, op cit.).

2.1.4 Bioecologia.

Moluscos bivalves adultos sdo animais que vivem no dominio bentonico, estendendo
sua ocorréncia desde a regido entremarés até o infralitoral dependendo da espécie. Podem ser
sésseis, ou seja, viver fixados ao fundo (como mexilhdes e ostras) ou vageis, como as vieiras
que podem se deslocar (HELM; BOURN, 2006).

Durante a fase de desenvolvimento larvar bivalvos habitam o dominio planctonico
como organismos meroplanctonicos. Esse estadio geralmente dura cerca de um més, podendo
ser abreviado ou estendido em funcdo da temperatura do meio ambiente. Apds a fertilizagao
em poucas horas o zigoto torna-se uma larva trocofora, livre natante; em seguida desenvolve-
se o vélum (estrutura responsavel pela respiracio e alimentacdo da larva) e a concha
rudimentar (sem umbo) - a larva véliger. Posteriormente desenvolvem-se as branquias, o pé —
larva pedivéliger. O ultimo passo relaciona-se a metamorfose para que o animal possa habitar
o dominio bentdonico e relaciona-se a procura pelo substrato mais adequado para a fixagao
(HELM; BOURN, op cit.).

Habitam aguas costeiras, desde ambientes estuarinos, como a ostra Crassostrea
rhizophorae, até tipicamente ocednicos como o mexilhdao Perna perna. Em relagdo a
distibui¢do biogeografica o género Mytilus encontra-se em zonas temperadas em todo o globo
e Perna em ambientes tropicais, principalmente no hemisfério sul (WOOD et alli, 2007).
Vieiras também podem ser encontradas desde regides polares a ambientes tropicais, da zona
intermarés a profundidades de 7000 metros (MINCHIN, 2003).

Todos os bivalves alimentam-se de organismos planctonicos disponiveis em suspensao
na coluna d’4gua: microalgas (OGILVIE et alli, 2000), bactérias, mesozooplancton (ZELDIS
et alli, 2004); mas também de matéria organica particulada (MOP). Podem filtrar muitos litros
de 4gua do mar por hora dependendo de fatores bidticos (espécie de molusco, tamanho, estado
fisiolégico, quantidade de alimento disponivel, presenca de toxinas) e abidticos
(principalmente temperatura e salinidade) (RESGALLA-JR. et alli, 2007).

Moluscos bivalves relacionam-se ecologicamente com organismos bentdnicos,
planctonicos e nectdnicos. Predam principalmente organismos fitoplanctonicos (herbivoria) e
competem por esse recurso com os demais animais filtradores: cracas, ascideas, outros
bivalvos, briozoarios, esponjas, entre outros. Porém Alfaro (2006) relata evidéncia de
canibalismo para Perna viridis, onde animais adultos em ambiente natural continham em seu
conteudo estomacal estddios larvais de sua propria espécie (relacdo ecologica negativa
intraespecifica).

No bentos, bancos naturais de mexilhdes fornecem substrato para fixagdo de intimeros
invertebrados e macroalgas (espago secundario). No entanto, cracas € macroalgas sdo os
principais competidores por espago (ERLANDSSON et alli, 2005). Bivalvos frequentemente
sdo predados por equinodermos (NORBERG; TEDENGREN, 1995), peixes, polvos e
platelmintos (O’CONNOR; NEWMANN, 2003). Outro importante predador sdo os moluscos
gastropodos Thais haemastoma e Cymatium parthenopeum principalmente em cultivos de
mexilhdes (FERREIRA; MASGALHAES, 2004).



2.1.4.1 Perna perna (Linnaeus 1758)

O género Perna (Philipsson 1788) possui apenas trés espécies, todas amplamente
utilizadas na alimentacdo humana, quer extraidas de bancos naturais ou cultivadas: P. perna
(no oceano Atlantico), P. viridis (Indopacifico) e P. cannaliculus (Nova Zelandia). Uma
quarta espécie P. picta demonstrou, quando submetida a analise filogenética, ser uma variagao
intraespecifica de P. perna e ndo uma espécie distinta (WOOQOD et alli, 2007).
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Figura 07. Distribui¢io geografica de mexilhdes do género Perna. Extraida de WOOD et alli,
2007. Setas indicam local de amostragem do trabalho referenciado.

E o mitilideo que atinge o maior tamanho no litoral brasileiro, o maior espécime
relatado foi encontrado no litoral de Santa Catarina e media 18,2cm de comprimento, as
demais espécies do género medem de 10-15cm. Mitilideos podem viver até 9 anos em
ambientes naturais, mas apds o sexto ano a taxa de crescimento reduz-se drasticamente e
aumenta o percentual de mortalidade (SUKHOTIN; PORTNER, 2001).

Encontra-se amplamente distribuido no Oceano Atlantico sul, nas costas da Africa
Ocidental (penetrando um pouco ao sul do Mar Mediterraneo) e leste da América do Sul.
Fixa-se exclusivamente em substratos duros, naturais ou ndo, horizontais ou levemente
inclinados em area sujeita a moderada a¢do hidrodinamica. Ocorre desde a regido do
médiolitoral até a isdbata de 10 metros. Por ser bem adaptado para sobreviver as oscilagdes da
maré (suas valvas fechadas ret€ém agua com oxigénio suficiente até a subida da mar¢), forma
populagdes muito densas nessa regiio, com até 20000 animais.m’ (FERREIRA;
MAGALHAES, 2004).

Devido, via de regra, ser abundante P. perna ¢ considerada uma espécie importante na
riqueza de comunidades bentonicas, pois atua modificando a natureza e a complexidade do
substrato. Sua abundancia apresentou correlagdo positiva com a riqueza de macrofauna
bentonica, conforme relatado por Borthagaray; Carranza (2007).

Considera-se P. perna como organismo euribionte: tolera salinidade com amplitudes
de 19 a 49 e temperaturas de 5-30C°. Porém, o 6timo para seu desenvolvimento encontra-se
entre 34-36 de salinidade e 21-28C° de temperatura.

Em experimentos laboratoriais (inteiramente controlados) Resgalla-Jr. et alli (2007)
testaram a influéncia de varidveis bidticas e abidticas na fisioecologia de para P. perna.
Concluiram que o principal fator a afetar diretamente a capacidade respiratoria foi a
temperatura e para a eficiéncia na absor¢do de alimento foi a concentracao de seston (total de
material organico particulado vivo e ndo vivo). Dessa forma as menores taxas de crescimento
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foram encontradas no verao, onde ocorria grande desgaste metabolico devido as temperaturas
mais altas.

2.1.4.2 Crassostrea gigas (Thunberg 1793) (FAO, 2008)

Espécie nativa da regido do oceano Pacifico, que atualmente apresenta ampla
distribuicdo geografica (Figura 08). Em ambiente natural pode ser encontrada da regido
intertidal a 40 metros de profundidade, preferencialmente cimentada em substratos
consolidados (rochas ou sobre outros bivalvos).

Foi introduzida na costa oeste da América do Norte (do Alaska a Califoérnia), na
Europa e também na América do Sul (Brasil, Equador, Argentina, Chile). Por seu crescimento
rapido era a espécie de ostra eleita para cultivo quando uma espécie nativa apresentava
declinio na producdo; por exemplo, na costa da Franca veio substituir a produ¢do da nativa
Ostrea edulis, dizimada por doengas (POLI, 2004).

o .:‘_1:.' . r

o

Figura 08. Distribuicdo geografica da ostra Crassostrea gigas. Adaptado de documento da
Internet FAO (2008) e disponivel em http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Cgigas/en

Apresentam comprimento médio de 8-15cm, com tamanho maximo de 30cm. A
espécie apresenta grande plasticidade ambiental, tornando possivel seu cultivo em diversos
ambientes. Seu cultivo secular originou-se no Japao e comecgou a se espalhar na década de 20
(América do Norte) e 60 (Europa).

As condigdes Otimas para seu desenvolvimento encontram-se entre 20-25 de
salinidade e 15-22°C de temperatura. Pode atingir o tamanho comercial entre 18-30 meses de
cultivo, dependendo da disponibilidade de alimento da regido.

2.1.4.3 Nodipecten nodosus (Linnaeus 1758)

Dentre as espécies de bivalvos cultivados as vieiras sdo as que atingem maiores pregos
no mercado (aproximadamente U$S$ 2 bilhdes gerados em 2004), embora em volume de
producdo apresentem menor expressdo, ¢ 12* familia mais cultivada (FAO, 2006). As espécies
mais cultivadas sdo: Argopecten irradians, A. purpuratus, Patinopecten yessoensis e Pecten
maximus. No Brasil cultiva-se a espécie nativa Nodipecten nodosus, que ¢ endémica do
Oceano Atlantico e ocorre do mar do Caribe até o litoral de Santa Catarina (MINCHIN,
2003).

Rupp e Parsons (2004) relatam que a espécie ¢ moderadamente euritérmica (suporta
entre 16-28°C) e estenoalina, ndo suportando salinidades inferiores a 30. O individuo adulto ¢é
menos tolerante as variagdes de temperatura e salinidade que as larvas e juvenis.
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Pode ser encontrada de 10-100 metros de profundidade habitando substratos
consolidados. Atinge comprimento maximo de 15c¢m, sendo o tamanho comercial de 5-6¢cm.

Essa espécie nao suporta uma atividade extrativa intensa, pois naturalmente nao forma
populagdes numerosas. Em funcdo dessa caracteristica bioldgica houve a necessidade de
realizar a reproducdo da espécie em laboratério (larvicultura), com desenvolvimento de
tecnologia para produgdo em massa de sementes, € assim suprir a demanda por estes animais
em cultivo (VELASCO et alli, 2007).

N. nodosus reproduz-se naturalmente uma vez ao ano (geralmente entre outubro e
margo), atingindo a maturidade sexual aos 6 meses. Mas, para a producdo de sementes em
escala industrial ha a necessidade de induzir a desova: por temperatura, estresse fisico ou com
uso de hormonios (VELASCO; BARROS, 2007).

Em laboratorio as matrizes (animais adultos maturos sexualmente, mas com gonadas
vazias) sdo submetidos a gradual elevagdo na temperatura e recebem alimentagdo rica em
acidos graxos (composi¢do de variadas microalgas ou microalgas mais emulsdo). Sob essas
condi¢des o animal pode tornar-se maturo em 77 dias. No entanto em ambiente natural o
desenvolvimento gonadal acontece mais rapidamente, embora as condi¢gdes nutricionais sejam
adversas (VELASCO; BARROS, op cit.). Tal fato ¢ aparentemente contraditorio, uma vez
que a formagdo de gametas requer gasto energético. Porém N. nodosus apresenta a capacidade
de utilizar estoques energéticos localizados em sua glandula digestiva ¢ em seu musculo
adutor, redirecionando as substincias de reserva (carboidratos) para a gametogénese
(LODEIROS et alli, 2001).

No litoral do Rio de Janeiro a espécie teve sua populagdo extremamente reduzida,
devido a captura indiscriminada. Atualmente o Projeto POMAR, do Instituto de
Ecodesenvolvimento da Baia de Ilha Grande, além de produzir sementes para a maricultura,
abastecendo varios estados brasileiros, também atua no repovoamento de N. nodosus no
litoral sul-fluminense (ZAGANELLI comunicagio pessoal'). O projeto POMAR também
desempenha a importante fungdo de fomento a pesquisa ao doar sementes para experimentos,
por exemplo, para o laboratério ToxMar da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

2.1.5 Uso de bivalvos como bioindicadores ambientais e sanitarios

Virias caracteristicas sdo necessarias em um organismo para permitir seu uso como
bioindicador: ser séssil e apresentar ampla distribuicio (BARRACCO; DA SILVA, 2008), ser
abundante na regido estudada e ser capaz de bioacumular o toxicante em questdo
(SHEEHAM; POWER, 1999), além de ndo ser sensivel aos efeitos agudos da substancia que
se quer estudar.

Seu habito filtrador faz com que bivalvos sejam excelentes bioindicadores, ou
organismos sentinelas, para a presenca de patogenos ou de substincias toxicas (em fase
dissolvida ou adsorvida em particulas organicas) presentes na coluna d’agua (DUCHEMIN et
alli, 2008). Mexilhdes, por exemplo, podem bioacumular em sua massa corpdrea tais
substancias e micropatdogenos de 100 a 1000 vezes a concentracdo presente na agua de cultivo
(SHEEHAM; POWER op cit. FERREIRA; MAGALHAES, 2004).

Por exemplo, bactérias colonizam MOP e ai se multiplicam; além disso, a constituicao
bioquimica dos tecidos dos moluscos atua como um verdadeiro meio de cultura apresentando
substratos necessarios ao desenvolvimento microbiano.

Na utilizagdo de moluscos como bioindicadores tanto se pode utilizar o animal como
um todo (massa corpdrea) ou um determinado tecido ou 6rgdo. Por exemplo, para a deteccao
de toxinas paralisantes utiliza-se toda a massa corpdrea do animal e para toxinas diarréicas
apenas a glandula digestiva (VAN EGMOND et alii, 2004). Essa escolha deve ser realizada

! José Luiz Zaganelli. Coordenador do projeto POMAR (Instituto de Ecodesenvolvimento da Baia de Ilha
Grande). Em 06 de outubro de 2008.
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em func¢do da composi¢ao bioquimica do tecido do animal e das caracteristicas fisicoquimicas
da substancia que se quer detectar, principalmente a solubilidade do toxicante em questdo
(AZEVEDO; LIMA, 2003): substancias lipossoluveis bioacumulam-se principalmente em
glandula digestiva e gonadas e as hidrossoluveis por todos os tecidos.

A composi¢do bioquimica dos tecidos do animal varia principalmente segundo a
disponibilidade de alimento e a época do ano (por causa da temperatura). Mesmo assim a
glandula digestiva é o 6rgdo com maior percentual de lipideos, seguido pelas gonadas; os
maiores percentuais de proteinas encontram-se no tecido muscular. As gonadas apresentam
maior variagdo sazonal na sua composi¢do bioquimica, em func¢do do ciclo reprodutivo dos
animais. J4 os tecidos musculares ndo apresentam variagdo, sempre mantendo altos
percentuais de proteinas. Porém N. nodosus apresenta estoque de carboidratos no musculo
adutor no periodo que antecede a gametogénese (LODEIROS et alli, 2001).

Realiza-se a escolha do tecido para analise do toxicante em fun¢do das caracteristicas
da toxicocinética da substancia em questdo no animal. Por exemplo, Yap et alli (2006)
recomendam a utilizacdo do estilete cristalino de mitilideos para o estudo da concentragdo de
cobre e chumbo, uma vez que estes metais possuem alta afinidade por esse 6rgdo. Ja para o
zinco nao houve diferenga na concentracéo para os diferentes tecidos em P. viridis.

No caso das ficotoxinas as lipossoluveis (toxinas diarréicas, neurotoxicas,
azaspiracidas e ciguatéricas) apresentam maior afinidade por tecidos com maiores percentuais
lipidicos: glandula digestiva e gonadas. As hidrossoliveis (toxinas paralisantes e amnésicas)
poderao estar presentes em todos os tecidos (VAN EGMOND et alii, 2004).

Em experimento com vieiras (Argopecten irradians), alimentados com cepas
toxigenas de Prorocentrum lima, o AO foi a principal toxina produzida e 76% do total das
toxinas diarréicas presentes foram encontradas na glandula digestiva do molusco (BAUDER
et alli, 1996), certificando assim o uso deste o6rgdo para o processo de extracdo da toxina.
Também para o mexilhdo Mytilus galloprovincialis as toxinas diarréicas acido okadaico e
dinophysistoxina-1 ndo apresentaram actmulo significativos em tecidos ndo viscerais
(BLANCO et alli, 2007a). Para as espécies de bivalvos nativas (P. perna e N. nodosus) ainda
nao ha dados disponiveis acerca da toxicocinética de ficotoxinas.

A bioacumulacao da ficotoxina acido okadaico em diferentes moluscos bivalvos ¢ em
outros organismos filtradores (como ascideas e poliquetos) foi estudada por Reizoupoulou et
alli (2008) durante dois surtos de DSP na Grécia. Foi reiterado que mitilideos apresentam
maior taxa de bioacumula¢ao do AO, frente a outras espécies de bivalvos, ratificando sua
utilizagdo como bioindicador desta ficotoxina.

Em relagdo as toxinas diarréicas em moluscos outros fatores devem ser levados em
consideracdo: mecanismos naturais de biotransformacdo, que tanto podem reduzir
(detoxificagdo) ou aumentar a toxicidade de uma substancia. A agdo de enzimas digestivas em
muitas espécies de molusco ao invés de inativarem o acido okadaico e as dinophysistoxinas 1
e 2 acabam por biotransforma-las em uma outra toxina, a dinophysistoxina-3. Por exemplo, na
vieira Patinopecten yessoensis e no mexilhdo Mytilus galloprovincialis foi detectada a
presenca de DTX-3 durante uma floracdo de Dinophysis fortii que expressava apenas a
producdo de DTX-1 (SUZUKI; MITSUYA, 2001). Tal ficotoxina até o presente momento
ndo foi detectada em amostra de fitoplancton e o mecanismo de sua biossintese ja foi
parcialmente elucidado (FAO, 2004).

A distribuicdo anatomica das ficotoxinas nos diferentes tecidos/6rgaos dos bivalvos
também apresenta implicacdo direta na capacidade de depuracdo apresentada pelos animais.
Toxinas bioacumuladas na glandula digestiva sdo mais facilmente eliminadas que as
encontradas nos demais tecidos, por exemplo, como encontrado por Suzuki et alli (2005) para
diferentes toxinas diarréicas na vieira Patinopecten yessoensis.
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Dessa forma o conhecimento da cinética das ficotoxinas nas diferentes espécies de
bivalvos e também nas espécies fitoplanctonicas potencialmente toxicas (e suas variagdes
espaciais e temporais) perfaz o conjunto minimo de informagdes necessarias para avaliar a
qualidade higi€nico-sanitarias dos bivalvos, sob a perspectiva das ficotoxinas. A Comissao
Oceanografica Intergovernamental (COI/UNESCO) recomenda considerar como altamente
perigoso a saude publica o consumo de bivalvos extraidos ou produzidos de areas sem o
devido monitoramento sanitdrio (REGUERA, 2002).

2.2 Malacocultura

O crescimento de moluscos bivalvos ¢ reflexo de um balango entre o ganho de energia
através da alimentagcdo e seu gasto (metabolismo interno). Quando esse balango tende ao
crescimento (€ positivo) a energia ¢ empregada no crescimento somatico (forma¢do de massa
corpdrea) e posteriormente na maturagdo gonadal (gametogénese). Tal situagdo ocorre quando
o animal encontra-se em um contexto ambiental equilibrado, onde varidveis abidticas
(principalmente a temperatura) e bidticas (quantidade e qualidade do alimento) encontram-se
dentro do 6timo para o desenvolvimento do molusco. Em situagdes ambientais adversas o
gasto metabolico reduz drasticamente as taxas de crescimento (RESGALLA-JR et alli, 2007).

Dessa forma para otimizar o crescimento ¢ ganho de peso do animal deve-se atentar
para a correta escolha do local onde se instalara o cultivo e da espécie a ser criada, o tipo de
estrutura a ser utilizado e a densidade correta de animais, respeitando a capacidade de suporte
do ambiente (LAING; SPENCER, 1997). Bivalvos podem ser cultivados em sistemas
suspensos (principalmente espinhel ou balsa), que garantem melhor acesso ao alimento
disponivel na coluna d’agua, ou em estruturas sobre o fundo marinho (MENDOZA et alli,
2003). No Brasil emprega-se principalmente o sistema de espinhel, onde mexilhdes sdo
dispostos em cordas e vieiras e ostras em lanternas (Figura 09).

Figura 09. Fazenda Marinha da Associag¢do de Maricultores de Mangaratiba, RJ. A) Sistema de
cultivo suspenso, denominado espinhel, em vista panoramica. Bombonas brancas e azuis
constituem o sistema de flutuagdo do espinhel. Ao longo do cabo mestre (submerso assinalado
com seta) ficam dispostas as cordas de mexilhdes (B) e as lanternas com vieiras e ostras (C).
Fotos da autora, exceto item c) FIPERJ.

O aproveitamento da carne dos animais varia segundo a espécie e as exigé€ncias do
mercado consumidor. Mexilhdes e ostras geralmente sdo consumidos inteiros enquanto que
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das vieiras consomem-se apenas o musculo adutor ou este acompanhado das génadas (FAO,
2006). O peso da massa corpérea de bivalvos ¢ altamente influenciado pela maturagao
gonadal: dai a importancia de conhecer os periodos de desova para retirar os animais antes
que liberem seus gametas, maximizando assim a produtividade da fazenda marinha. Essa
variagdo na massa corpdrea pode ser mensurada através do calculo do Indice de Condigao,
que ¢ modulado pelo ciclo reprodutivo dos animais (LI et alli, 2008; ORBAN t alli, 2002;
LODEIROS et alli, 2001;).

Na ultima revisdo realizada pela Organizacdo para Alimentos e Agricultura da
UNESCO -Food and Agriculture Organization- acerca do estado da arte da aquicultura
mundial (FAO, 2006a) moluscos bivalvos ocupavam a terceira colocacdo tanto no volume de
produgdo (com 22,31% dos 60 milhdes de toneladas produzidos) quanto no de valores
gerados pela aquicultura (14,18% dos U$$ 70 bilhdes) considerando-se os grandes grupos de
organismos cultivados (Figura 10).

Segundo o banco de dados estatisticos pesqueiros e aquicolas da FAO (2008) as
espécies mais cultivadas s3o a ostra do Pacifico (Crassostrea gigas), mexilhdes
(principalmente Mytilus edulis) e pectinideos (principalmante Patinopecten yessoensis). A
China ¢ o maior produtor mundial de moluscos bivalvos.

A FAO realiza regularmente relatorios sobre a pesca e a aquicultura no mundo,
revelando que a cultura de ostras continua apresentando tendéncia de crescimento (3,1%, no
periodo de 2002 para 2004), o mesmo para producdo de mexilhdes (4,6% de crescimento para
o mesmo periodo). Somente o cultivo de vieiras apresentou decréscimo na producdo de 2,6%
(FAO, 2006b).

A) B) 1.36% 0.41%
0.43% 0.21% s
6.19% —

/-

22.31%

——

20.43%

14.18%

Por quantidade Por valor
0 Peixes M Plantas aquaticas 0 Moluscos
O cCrustaceos B Anfibios e répteis O Invertebrados

Figura 10. Percentual dos grandes grupos da produg@o aqiiicola mundial. A) Por quantidade, dos 60 milhdes
de toneladas produzidos; B) Por valor, dos U$$ 70 bilhdes gerados. Modificado de FAQ, 2006a.

Mitilicultura ¢ outra denominagdo empregada ao cultivo de mexilhdes. Conforme
supracitado a China ¢ o maior produtor mundial de mexilhdes (M. edulis e Perna viridis). No
entanto para P. perna o Brasil ¢ o maior produtor, sendo a espécie também cultivada na
Venezuela. Os demais integrantes do género Perna sido cultivados na Nova Zelandia (P.
canaliculus) e em paises do sudeste asiatico (P. viridis) (FERREIRA; MAGALHAES, 2004).
A mitilicultura como atividade comercial iniciou-se em Santa Catarina, na década de 90
(DIEGUES, 2006). E em 1995 no litoral sul do Rio de Janeiro em escala experimental na baia
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de Ilha Grande (BASTOS et alli). Atualmente Santa Catarina ¢ o maior produtor nacional,
seguido por Sdo Paulo, Espirito Santo e Rio de Janeiro (IBAMA, 2008).

O cultivo de pectinideos também recebe o nome de pectinicultura. A espécie mais
cultivada é Patinopecten yessoensis, seguida por Argopecten irradians (Na China e EUA), A.
purpuratus e Pecten maximus (na Europa, segundo Le Pennec et alli, 2003).

Porém, na América Latina e Caribe a espécie mais cultivada ¢ Nodipecten nodosus. No
Brasil, produzindo em escala comercial temos o Rio de Janeiro como primeiro produtor
nacional de vieiras (ARAUJO, 2007), seguido por Santa Catarina (ALBUQUERQUE;
FERREIRA, 2006). Os animais sdo criados principalmente em estruturas chamadas gaiolas
(Figura 09, item C), cujo tamanho de malha e densidade de animais por piso variam segundo
o tamanho do animal.

Na Venezuela, em cultivo experimental, temos N. nodosus e Pecten ziczac (VELEZ et
alli, 1995; LODEIROS et alli, 1998) e na Colombia juntamente com A. nucleus (VELASCO,
2007). No Brasil ainda existem mais duas espécies com potencial para cultivo: P. ziczac e
Mimachlamys spp. Cujo processo de producdo de sementes (larvicultura) encontra-se em
desenvolvimento na Universidade Federal de Santa Catarina e no IEDBIG/RJ.

2.3. Ficotoxinas Diarréicas
2.3.1 Ficotoxinas: produtos naturais marinhos

O fitoplancton ¢ composto, aproximadamente, por mais de 15000 espécies, entre
diatomaceas, dinoflagelados, cloroficeas, cocolitoforideos, criptoficeas e silicoflagelados
segundo GUILLARD; KILHAM (1997) apud STOERMER ; IMOL (1999), VAULOT (2001)
e BONECKER et alli, (2002).

No ambiente marinho ha relatos de cerca de 5000 espécies de microalgas, cerca de 300
sdo capazes de produzir floragdes intensas (DARANAS et alli, 2001), mas apenas 89
encontram-se listadas como potencialmente nocivas pela COI/UNESCO (MOESTRUP,
2004). Destas microalgas potencialmente nocivas 13 espécies pertencem ao género
Prorocentrum (ELBRACHTER; FAUST, 2004) e 11 ao género Dinophysis (ZINGONE,
2004), envolvidos na producdo de toxinas diarréicas e/ou ictiotoxinas (Quadro O1).
Recentemente foi relatada a expressdo do potencial toxigeno de mais uma espécie da ordem
Dinophysiales: Dinophysis ovum, ainda no incluida na lista da Comissdo Oceanografica
Intergovernamental (RAHO et alli, 2008).

O principal efeito nocivo apresentado por essas microalgas ¢ o seu potencial para a
producdo de substancias biologicamente ativas (MOESTRUP, 2004). Tais substancias sao
denominadas ficotoxinas, quando exercem seu efeito toxico em humanos, principalmente, e
demais mamiferos, e ictiotoxinas quando seu efeito nocivo atua sobre peixes e invertebrados
marinhos (DARANAS et alli, 2001). Portanto tais toxinas sdo consideradas como produtos
naturais marinhos (BLUNDEN, 2001).

As ficotoxinas ndo desempenham nenhuma fungdo vital para o organismo que a
produz. Sao moléculas organicas complexas, de alto peso molecular e sua sintese requer gasto
energético. Por varios anos pesquisadores questionaram esse aparente paradoxo: por que
gastar energia em algo que ndo ¢ essencial ao metabolismo celular? Descobriu-se que sua
sintese ocorre por um desvio de uma rota metabolica primdria ou por uma via reliquia,
caracterizando-as como um metabolito secundario (CEMBELLA; WRIGHT, 1996).

Vérias hipoteses foram formuladas para explicar a produgdo de compostos tdo
complexos e de sintese intrincada. Essas substancias poderiam atuar funcionalmente como
defesa quimica (alelopatia), reserva intracelular de nutrientes, indugdo de reprodugdo sexuada,
protecdo contra herbivoria, apresentando assim uma fungdo ecoldgica (GEOHAB, 1998).

Legrand et alli (2003) revisaram a definicdo e funcdo da alelopatia no contexto
marinho e formularam hip6tese de sua aplicabilidade para organismos fitoplanctdnicos, uma
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vez que para plantas terrestres a alelopatia ¢ compreendida e amplamente documentada. No
ambiente marinho a alelopatia tem sido considerada como uma adaptacdo evolucionaria, um
mecanismo para obten¢do de vantagens na competicdo por recursos entre organismos
fitoplanctonicos. Foram citadas como principais consequéncias da acdo de alelopaticos na
comunidade fitoplanctonica a inibicdo da fotossintese, reducdo nas taxas de crescimento,
inibi¢ao da herbivoria e inducao da formacao de cistos de resisténcia.

Por exemplo, a ficotoxina diarréica acido okadaico apresentou a capacidade de inibir o
crescimento da diatomacea Thalassiosira weissflogii (uma competidora por nutrientes), em
situacdo experimental (WINDUST et alli, 1997; HU et alli, 1999; HAY; KUBANEK, 2002).
Assim como o AO a dinophysistoxina-1 também apresentou a capacidade de inibir o
crescimento de T. weissflogii, Dunalliela salina, D. tertiolecta e Amphydinium carterae
(WINDUST et alli, 1996). Compostos alelopaticos produzidos pelo dinoflagelado Karenia
breve (potencial produtor de toxinas neurotoxicas) durante floragdo inibiram o crescimento
das espécies acompanhantes Prorocentrum minimum, Asterionelopsis glaciallis e
Skeletonema costatum seus competidores em ambiente natural (PRINCE; MYERS, 2008). Em
experimento realizado com Alexandrium tamarense (produtor de toxinas paralisantes), T.
weissflogii e Rhodomonas spp., mesmo na auséncia da produgdo de toxinas paralisantes, as
células da diatomacea e da criptoficea sofreram lise indicando a producdo de exudatos
alelopaticos por A. tamarense (FISTAROL et alli, 2004).

Quadro 01. Lista das microalgas potencialmente toxicas envolvidas no Envenenamento Diarréico por Moluscos
e suas substéncias bioativas. AO: acido okadaico; DTX’s: dinophysistoxinas; PTX’s: pectenotoxinas.

Microalga | Efeito nocivo | Toxina diarréica | Ictiotoxina
Prorocentrum
P. arabianum citotoxinas’, sim',
P. arenarium DSP AOY 13, -
P. belizeanum DSP AO!, DTX-5¢%, -
P. borbonicum Provavelmente neurotoxinas'>®, - -
P. cassubicum DSP? o -
P. concavum 2!, e -
P. emarginatum Hemolisina', - -
P. faustiae DSP AO e DTX-1!, -
P. hoffmannianum DSP e toxinas de agio rapida’, AO!, -
P. lima DSP e Ciguatera, toxinas de a¢do AO e DTX-13, DTX-1°, AO, -
rapida’, DTX-1 e DTX-2’, DTX-4%,
P. maculosum DSP e Toxina de agdo rzipidal, AO', DTX-4%, -
P. mexicanum Hemolisinas'® - -
P. minimum Toéxica para artemia, moluscos e ratos!, - -
Neurotoxina?'?
P. rhathymum Hemolisinas e toxinas soliveis em - -
metanol’,
Dinophysis
D. acuminata DSP AO!, DTX-1, PTX-2" 116, -
D. acuta DSP AO, DTX-1 e DTX-2', PTX-2’, -
D. caudata DSP AO e PTX-2!, AO ¢ DTX-1", -
D. fortii DSP AO, DTX-1 e DTX-2!, PTX-2", -
D. miles DSP AO e DTX-1"", -
D. mitra DSP DTX-1', -
D. ovum DSP AO?, -
D. norvegica DSP AO e DTX-1', -
D. rapa DSP AO!, -
D. rotundata DSP DTX-1!, -
D. sacculus DSP AO", -
D. tripos DSP DTX-11, -

"MOESTRUP, 2004; > RAHO et alli, 2008; * ALIZIJAKI et alli, 2008; * PAZ et alli, 2007; >~ NASCIMENTO et alli, 2005; *~ HAGE et
alli, 2002; ” BRAVO et alli, 2001; * MORONO et alli, 2003; > MACKENZI et alli, 2005; '~ BLANCO et alli, 2007b; ''" MARASIGAN et
alli, 2001; > DENARDOU-QUENEHERVE et alli, 1999; *~ TEN-HAGE et alii, 2000; '*~ DRASCI et alli, 1996; >~ NAVES et alii, 2006,
1~ KAMIYAMA; SUZIKI, 2009;
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O perfil de producao de ficotoxinas, bem como a concentragdo intracelular no citoplasma da
microalga, é espécie especifico (MORONO et alli, 2003). Uma mesma ficotoxina pode ser
produzida por diferentes espécies (Quadro 01) e uma mesma espécie pode produzir uma suite
de diferentes ficotoxinas. Embora essa variabilidade possa ser observada temporal e
espacialmente a propor¢ao entre as toxinas produzidas por uma espécie em um mesmo local
parece permanecer constante (MACKENZIE et alli, 2005). Por exemplo, na costa portuguesa
Dinophysis acuta produz AO e DTX-2 na proporg¢do de 60:40 (VALE, 2006). No entanto na
Nova Zelandia D. acuta produz apenas PTX-2 (PUENTE et alii, 2004; MACKENZIE et alii
op cit.).

Portanto para avaliar o risco da ocorréncia de intoxicacdes diarréicas além de
identificar as espécies potencialmente toxicas presentes e quantifica-las também ¢&
fundamental conhecer o perfil toxigeno de cada espécie de microalga: toxinas produzidas, sua
propor¢do, bem como variabilidade espacial e temporal. Segundo Lindhal et alii (2007) em
analises de perfis toxicos para D. acuta e D. acuminata na costa da Suécia, verificou-se que
mexilhdes apresentaram concentragdes suficientes para produzir casos de DSP tanto quando
se alimentaram de 1500 células de baixo potencial toxigeno, quanto de apenas 100 células
com altas concentragoes intracelulares de toxinas.

Por exemplo, na baia de Sepetiba a ficotoxina diarréica acido okadaico foi detectada
em baixas concentragdes (na ordem de poucos nanogramas. grama de glandula digestiva™) em
diferentes situacdes sugerindo um perfil constante de producdo desta ficotoxina ao longo do
tempo (OLIVEIRA et alli, 2005; FERREIRA, 2004). No entanto em um ambiente adjacente,
na baia de Ilha Grande, a mesma ficotoxina apresentou grande variabilidade: da ordem de
nanogramas de AO no outono de 2004 a microgramas na primavera ¢ verdo de 2006/2007
(LOURENCO et alli, 2007; MARINE, 2007). Nas duas situagdes associou-se a produgdo da
ficotoxina AO a mesma espécie de dinoflagelado: Dinophysis acuminata. Essa espécie
apresenta a ficotoxina 4cido okadaico como sua principal toxina diarréica em vérias partes de
mundo, embora também possa produzir outras toxinas diarréicas.

As espécies de microalgas produtoras de ficotoxinas s3o denominadas potencialmente
téxicas porque podem ndo expressar sua capacidade toxigena em determinadas
circunstancias. Ou seja, a simples presenga da microalga potencialmente toxica nao significa
presenga obrigatdria da(s) toxina(s) a ela atribuida(s).

A expressao do potencial toxigeno pode ser afetado por fatores bidticos e/ou abidticos
resultando em uma grande variabilidade intraespecifica. Por exemplo, Jhoansson et alli (1996)
encontraram para D. acuminata aumento na produ¢do de acido okadaico, em condig¢des de
limitacao de nutrientes. Em situagdo limitante por nitrogénio, o aumento da produgao pode ser
até seis vezes maior que em condi¢des normais, onde a relagdo nitrogénio:fosforo esteja
balanceada (16:1). Comportamento similar apresenta Prorocentrum lima, indicando maior
potencial para producdo de toxinas em resposta ao estresse ambiental (GRANELI et alli,
1998). Tal variabilidade acaba por refletir-se em diferentes concentragdes das toxinas nos
moluscos.

Muito se tem discutido acerca do aumento na frequéncia e na intensidade de episodios
associados as microalgas nocivas. Varios fatores ja foram apontados como hipdteses ao
incremento: aumento no esforco de pesquisa, disseminagdo das microalgas ou seus cistos via
maricultura ou 4gua de lastro (hipdteses de emigracdo), favorecimento das espécies toxigenas
devido a eutrofizagdo cultural e a mudangas climaticas globais (hipotese da mudanga
ambiental) (HALLEGRAEF, 1993; SMAYDA, 2002).

Mais de uma década de pesquisa e as hipoteses foram sendo confirmadas. Smayda
(2007) discute o paradigma da introdu¢do de microalgas nocivas via dgua de lastro (também
por organismos utilizados na maricultura): ciclos naturais de expansao das microalgas, ritmos
de floracdes, problemas metodologicos de amostragem, mudangas ambientais que favore¢cam
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o estabelecimento da microalga e posterior floragdo, entre outros. Cita diversos exemplos,
como da introdu¢do de dinoflagelados toxicos associados a entrada de ostras perliferas na
Europa, a introdugdo de cistos de Gymnodinium catenatum na Tasmania via agua de lastro.
Mas salienta a importancia de utilizar determinados critérios para verificar se uma espécie
realmente foi introduzida acidentalmente ou se era uma espécie criptica na comunidade
fitoplanctdnica local.

Denomina-se eutrofizagdo cultural a alteracdo no balango de nutrientes em aguas
costeiras mediado por acdo antrdpica. Esse desequilibrio inicialmente leva a alteragdes na
composi¢ao da comunidade fitoplanctonica, e suas consequéncias nocivas extendem-se ao
longo de toda a teia trofica marinha. Atualmente hd um consenso na comunidade cientifica
acerca de seu papel na promog¢ao e manutengdo de floragcdes de algas nocivas, ao atuar como
agente de desequilibrio no ambiente natural e levado ao favorecimento das microalgas mais
rusticas e/ou mais aptas a sobreviverem nestas condi¢cdes de degradagdo da qualidade da dgua
do mar (HEISLER et alli, 2008). Além disso, Granéli et alli (2008) reiteram que o fendmeno
da eutrofizagdo cultural favorece a producdo de substancias alelopaticas/toxicas como
mecanismo para obten¢do de vantagens competitivas em um ambiente em desequilibrio. Na
ultima década se pode observar, ao longo de regides costeiras em todo o mundo, eventos de
FAN’s mais intensos, duradouros, com maior numero de espécies toxicas envolvidas levando
a expressivos prejuizos ecoldgicos e econdmicos.

Em fung¢do dos sintomas causados em humanos as ficotoxinas marinhas sdo agrupadas
basicamente em seis tipos de sindromes: a) Envenenamento Paralisante por Moluscos
(Paralytic Shellfish Poisoning, PSP), com toxinas hidrossoliveis (principalmente saxitoxinas
STX’s) produzidas por dinoflagelados por Alexandrium spp., Gymnodinium catenatum e
Pyrodinium bahamense variedade compressum, apresenta casos fatais; b) Envenenamento
Diarréico por Moluscos (Diarrhetic Shellfish Poisoning, DSP), com toxinas lipossoluveis
(principalmente ocadaiatos AO e DTX’s) produzidas por Prorocentrum spp. e Dinophysis
spp.; ¢) Envenenamento Neurotéxico por Moluscos (Neurotoxic Shellfish Poisoning, NSP),
com toxinas lipossoluveis (principalmente brevetoxinas PbTX’s), produzidas pelo
dinoflagelado Karenia breve; d) Envenenamento Amnésico por Moluscos (Amnesic
Shellfish Poisoning, ASP), com toxinas hidrossoliveis (principalmente 4dcido domodico AD)
produzido por diatomaceas Nitzschia spp. e Pseudo-nitzschia spp., pode apresentar casos
fatais; e) Envenenamento Ciguatérico por Peixes (Ciguatera Fish Poisoning, CFP), toxinas
lipossoluiveis  (principalmente ciguatoxinas CTX’s) produzidas pelos dinoflagelados
epibentonicos Gambierdiscus toxicus, Prorocentrum spp., Ostreopsis spp. ¢ Coolia spp.
também apresentando quadro de fatalidade e f) Envenenamento Azaspiracido (Azaspiracid
Poisoning, AZP), com toxinas lipossoluveis (AZA’s) produzidas pelo dinoflagelado
Protoperidinium compressum (DARANAS et alli, 2001; VAN EGMOND et alii, 2004).

As sindromes de envenenamento por moluscos apresentam dois tipos basicos de
distarbios: neuroldgicos (PSP e ASP segundo Cembella, 1996 e Bates, 1996) e
gastrointestinais (DSP, Ciguatera e AZP segundo Cembella e Wright, 1996). No entanto, a
sindrome NSP ¢ Ciguatera apresentam os dois tipos de distirbio (DARANAS op cit.).

Em comum as sindromes que apresentam sintomas gastrointestinais possuem
ficotoxinas com estrutura quimica de acido graxo poliéter, que podem ser moléculas lineares
(acido okadaico e dinophysistoxinas), macrociclicas (pectenotoxinas) ou fusionadas
(yessotoxinas, brevetoxinas e ciguatoxinas) (CEMBELLA ;WRIGHT, 1996).

As toxinas que apresentam distirbios puramente neuroldgicos tém constituicao
bioquimica protéica, onde saxitoxinas e acido domoico sdo estruturalmente semelhantes ao
acido cainico, atuando diretamente sobre fibras musculares e neuronios, respectivamente
(VAN EGMOND et alii, 2004).
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Atualmente tem sido discutida uma nova forma de classificagdo para as ficotoxinas:

em funcdo de sua estrutura quimica. Pesquisadores que participam como consultores do
Codex Alimentarius argumentam que essa classificagdo ¢ operacionalmente mais apropriada
por questdes analiticas ligadas ao desenvolvimento de padrdes para o Codex. Dessa forma as
ficotoxinas seriam agrupadas em: grupo dos azaspiracidos (AZA), grupo das brevetoxinas,
grupo dos ocadaiatos, grupo do 4cido domodico, grupo das saxitoxinas, grupo das
pectenotoxinas, grupo das yessotoxinas, grupo das iminas ciclicas (TOYOFUKU, 2006).
A primeira etapa para a avaliacdo do risco representado pelas ficotoxinas diarréicas ¢ a
identificagdo do perigo, que comega ao se identificar as espécies potencialmente toxicas
presentes nas areas de maricultura. E deve prosseguir com o estudo do comportamento destas
espécies em suas variagdes temporais e espaciais (FERREIRA et alii, 2008).

2.3.2 Ocadaiatos
A ficotoxina diarréica mais amplamente distribuida e estudada ¢ o acido okadaico. E a
principal toxina promotora do EDM. Sua constitui¢do bioquimica ¢ a de um acido graxo,

poliéter de cadeia linear (Figura 11, item A), com peso molecular de 804,4661 e formula
C44H7,013 (QUILLIAM ;WRIGHT, 1995).
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Figura 11. Toxinas lipossoluveis envolvidas no
Envenenamento Diarréico por Moluscos. A) Ocadaiatos; B)
Pectenotoxinas e C) Yessotoxinas. Adaptado de SUZUKI et
alli, 2005.

As toxinas lipofilicas associadas ao Envenenamento Diarréico por Moluscos
compreendem a familia dos ocadaiatos (4cido okadaico e dinophysistoxinas), as
pectenotoxinas e as yessotoxinas (DARANAS et alli, 2001; VAN EGMOND et alii, 2004;
SUZUKI et alli, 2005). Em comum possuem os organismos produtores (Principalmente
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Dinophysis) e a composi¢do bioquimica (acidos graxos). No entanto, os modos de ac¢do destas
ficotoxinas sdo dispares: ocadaiatos desencadeiam uma sintomatologia estritamente diarréica
enquanto pectenotoxinas e yessotoxinas atuam sobre a fisiologia hepatica (BURGUESS;
SHAW, 2001; VAN EGMOND et alii, 2004). Atualmente recomenda-se que as yessotoxinas
e pectenotoxinas sejam reclassificadas a parte, como hepatotoxinas em nido como toxinas
diarréicas.

Variando-se os trés radicais encontrados na molécula do AO (com hidrogénio e metil)
obtém-se as toxinas derivadas: as dinophysistoxinas 1 e 2. Que diferem apenas em
propriedades quimicas (peso molecular, tempo de reten¢do), mas ndo no modo de agdo toxico
(VAN EGMOND et alii, 2004). Para obter-se o derivado DTX-3 a molécula do AO sofre
adi¢ao de um radical acyl no sitio 1 (VALE; SAMPAYO, 2002a).

Todos os ocadaiatos sdo termoestaveis, acido-base resistentes (ndo sdo inativados pelo
pH é&cido da barreira estomacal, nem alcalino do intestino) (VAN EGMOND et alii, 2004). O
cozimento de moluscos apenas apresenta o efeito de concentrar as toxinas presentes devido a
perda de agua que a carne do molusco sofre durante a cocgdo. Outro efeito do cozimento ¢
redistribuicdo das toxinas nos tecidos do animal: na carne fresca concentrava-se na glandula
digestiva e na carne cozida foi redistribuida nos demais tecidos, permanecendo apenas 9% de
toxina na glandula digestiva do mexilhdao M. edulis. As toxinas somente foram inativadas em
altas temperaturas, acima de 130°C, significando que este tipo de processamento nio € viavel
como depuracdo para toxinas diarréicas. Pois, moluscos submetidos a essas temperaturas
tornam-se impalatéveis e perdem seu valor nutricional (MACCARON et alii, 2008).

Toxinas homodlogas ao 4cido okadaico (DTX-1,2) podem ser biotransformadas em
DTX-3, por acdo enzimdtica na glandula digestiva de moluscos. A conversdo da-se por
acilacdo e esses compostos acumulam-se preferencialmente em vieiras. Esse tipo de toxina
diarréica metabolisada (DTX-3) predomina no Japdo, derivada da ficotoxina DTX-1
produzida por Dinophysis fortii (VALE; SAMPAYO, 2002a).

Em mexilhdes ha predomindncia da presenca de ocadaiatos em sua forma livre
(MORONO et alii, 2003). H4 relatos demonstrando que a vieira Patinopecten yessoensis
(SUZUKI et alli, 1999), o bivalvo Solen marginatus (VALE; SAMPAYO, 2002b),
caranguejos (TORGENSEN et alii, 2005; VALE; SAMPAYO, 2002b) apresentam a
capacidade de realizar a biotransformacao de AO e DTX-1,2 em DTX-3. Saliento que ndo ha
informagdes a respeito de biotransformacao para as espécies nativas da costa brasileira.

A ficotoxina diarréica acido okadaico encontra-se disseminada amplamente nos mares
de todo o planeta (VALE; SAMPAYO, 2002a). Geralmente DTX-1 ocorre em baixas
concentragdes na Europa, onde o acido okadaico ¢ a toxina diarréica predominante, exceto na
Noruega (CARMODY et alli, 1996). Na Irlanda a toxina predominante ¢ a DTX-2, com D.
acuta produzindo também AO em menores concentragdes (JAMES et alli, 1997). Na Galicia
(Espanha) BRAVO et alli (2001), relataram Prorocentrum lima produzindo DTX-1 nas
mesmas propor¢des que o AO (razio AO:DTX-1 de 12,9pg. célula” e 12,4pg. célula’ ,
respectivamente), porém os eventos de DSP sdo produzidos por Dinophysis spp. com
predominio das toxinas AO (com D. acuminata) e DTX-2. No mar Adriatico AO e DTX-1
sdo as principais toxinas diarréicas causadoras de DSP (PAVELA-VRANIC et alli, 2002).

No Canada DTX-1 ¢ a toxina predominante produzida por Prorocentrum lima, capaz
de sintetizar também AO nas mesmas proporg¢oes (BRAVO et alli op. cit.). Na costa oeste dos
Estados Unidos o acido okadaico ¢ a principal toxina diarréica produzida em baixas
concentragdes, associada a dinoflagelados epibentdnicos, principalmente P. lima
(MARANDA et alli, 2007). Para o cone sulamericano encontramos o AO como principal
toxina, acompanhado por DTX-1,2,3 no Chile (GARCIA et alli, 2004). Recentemente
também ha o relato da ocorréncia de PTX-2 no Chile produzida por D. acuminata (BLANCO
et alli, 2007b).
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Em aguas brasileiras até o presente momento had relatos de ocorréncia do acido
okadaico em Santa Catarina (SCHMITT; PROENCA, 2000), no litoral do Rio de Janeiro
(OLIVEIRA et alli, 2007; LOURENCO et alli, 2007; MARINE, 2007; FERREIRA, 2004) e
em Recife (SOUZA et alli, 2007). Ferreira op. cit. salienta a necessidade de maiores
investigagdes da presenga de outras toxinas lipofilicas no litoral sul fluminense,
principalmente DTX-1 e PTX-2 devido a ocorréncia de microalgas potencialmente produtoras
na regiao.

Ainda nao ha estudos sobre o perfil toxigeno expresso pelas espécies de Dinophysis
que ocorrem no litoral brasileiro. Em nosso litoral a pesquisa na linha de ficotoxinas ainda
permanece em uma etapa puramente descritiva, que necessita ser urgentemente fomentada e
ampliada a toda costa principalmente onde ha parques de maricultura.

Na China o &cido okadaico também ¢ a toxina diarréica mais importante ao longo de
todo o ano (MAK et alli, 2005), sendo que na Australia o AO ¢ acompanhado, em menor
escala, pela pectenotoxina-2 (MADIGAN et alli, 2006). O primeiro relato da presenga de
ficotoxinas na Russia revelou a predominancia de AO, e em menores proporgdes a presenga
de DTX-1, PTX s e YTX’s (VERSHININ et alli, 2006).

A agldo toxica dos ocadaiatos, verificada em ensaios biologicos e citologicos, ¢
classificada em: genotoxica (SILVA et alli, 2001), carcinogénica (SUEOKA; FUJIKI, 1997),
neurotoxica (FERNANDEZ-SANCHEZ et alli, 1997) e citotoxica (HUYNH et alli, 1997).

O principal sintoma do envenenamento diarréico causado pelo AO, a diarréia, pode ser
explicado pela hiperfosforilagao das proteinas que controlam a secre¢@o de ions de sddio pelas
células intestinais ou pelo aumento da fosforilagdo do citoesqueleto das células do epitélio
intestinal resultando, ambas, em alteragdes na permeabilidade intestinal, que por sua vez leva
a perda passiva de fluidos (QUILLIAM; WRIGHT, 1996).

Também tem sido sugerido que o AO possua um mecanismo similar ao da bactéria
Vibrio cholerae, onde a ativacdo da enzima adenil ciclase gera um efeito em cascada
aumentando o cAMP. Este fosforila certas proteinas que regulam a secre¢ao dos ions de sodio
nos intestinos. Por esse motivo os sintomas de DSP sdo, as vezes, referidos como falso colera
(BURGESS; SHAW, 2001).

As toxinas DSP ligam-se a uma classe particular de receptores celulares, as proteinas
fosfatases (PP1 e PP2A), presentes no estdmago, colon e intestino delgado. Logo, a presenga
destes receptores para o AO indica os possiveis locais para o desenvolvimento de tumores. A
ligacdo do AO as proteinas fosfatases resulta em uma rdpida construgdo de proteinas
fosforiladas, atuando o AO como potente inibidor da atividade normal dessas proteinas
fosfatases PP1 e PP2A (SVENSSON; FORLIN, 1998).

Ensaios realizados com cobaias sugerem que o efeito cronico dos ocadaiatos seja a
promogao de tumores no estdmago ¢ intestino (FAO, 2004).

Ocadaiatos possuem LDso de 200 ugKg' e 166 pg.Kg"' (i.v.) para AO e DTX-1,
respectivamente (BURGUESS; SHAW, 2001). Porém para o desencadeamento de sintomas
gastrintestinais em humanos a dose requerida ¢ menor, de 32 pg de DTX-1, sugerindo uma
maior sensibilidade em humanos a a¢ao da toxina que em ratos (YASSUMOTO et alli, 1985
apud BURGUESS; SHAW op. cit.).

Toxinas diarréicas sdo lipossoluveis e acumulam-se na glandula digestiva dos
moluscos. Assim que o animal tem acesso a alimento (microalgas) livres de toxinas inicia-se o
processo de depuragdo. Svensson e Forling (2004) verificaram que a floragdo sazonal de
diatomaceas foi fundamental para a depuragdo natural de M. edulis nas costas da Suécia e
Noruega. Dentre os fatores abiodticos que influenciam na capacidade de depuracdo a
temperatura foi o mais importante, pois atuou diretamente ditando o ritmo metabodlico.
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Em situagdo experimental controlada Svensson (2003) observou a capacidade de
depuragdo do mexilhdo azul em 32 dias, contaminado naturalmente durante uma floragao de
Dinophysis spp. e alimentado em laboratério com microalgas nio toxigenas.

A principal via de eliminacdo de substincias lipidicas em animais ¢ via fecal,
conforme pode ser comprovado em experimentos com copépodos (microcrustaceos) onde
suas pelotas fecais continham grande quantidade de célula toxicas de Dinophysis. Essa é uma
significativa forma de exportacdo de toxinas diarréicas para o dominio bentonico,
contribuindo para a toxidez de espécies coprofagas (MANEIRO et alii, 2002).

Outro aspecto importante para a depuragdo de toxinas diarréicas ¢ sua afinidade pela
espécie de molusco. Por exemplo, para o mexilhdo M. galloprovincialis o acido okadaico
(toxina que predomina na primavera e se estende até o verdo) apresenta velocidade de
depuragdo superior a DTX-2. Dessa forma a dinophysistoxina-2 acumula-se gradualmente nos
mexilhdes (mas sofre toxicocinética e migra da glandula digestiva para os demais tecidos) ao
longo do final do verdo e inicio do outono no litoral portugués. J4 para o bivalvo
Cerastoderma edulis as duas toxinas apresentaram o mesmo percentual de depurag¢do (VALE,
2004).

Moluscos que estejam contaminados com mais que 2pug AO.grama™ glandula digestiva
de molusco ou 1,8ug DTX-1.grama’ glandula digestiva de molusco sio considerados
improprios ao consumo humano (HALLEGRAEFF, 1995). O nivel regulatorio utilizado na
maioria dos paises ¢ de 16mg AOequivalente. kg™ de carne de molusco e a metodologia
oficialmente recomendada ¢ o bioensaio com camundongos (TOYOFUKU, 2006).

Esses limites foram estabelecidos com base em dados epidemioldgicos e toxicologicos
com objetivo de garantir que os moluscos estejam aptos ao consumo humano. A ferramenta
empregada na vigilancia destes limites ¢ o monitoramento tanto das ficotoxinas nos
moluscos e nas microalgas toxigenas, quanto do acompanhamento da identificacdo destas
microalgas potencialmente toxicas e de sua variabilidade espacial e temporal (REGUERA,
2002; VAN EGMOND et alli, 2004).

Paises onde a malacocultura atingiu o status industrial contam com programas de
monitoramento (que abrangem ficotoxinas, metais toxicos, bacterioldogico e pesticidas) ha
décadas. Como exemplo, paises da Unido Européia, Estados Unidos, Japdo, Nova Zelandia e
Chile (REGUERA op cit.). A FAO (2008) aponta como principal entrave ao desenvolvimento
da macocultura brasileira a auséncia de um programa nacional de monitoramento, visto que
apenas o litoral de Santa Catarina possui um programa piloto que envolve Universidades,
EPAGRI, Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca (SEAP) e o setor produtivo.
Recentemente foi criado o Programa Nacional de Sanidade de Moluscos Aquaticos
(normativa MAPA, N° 53 de 2 de julho de 2003) que organizard agdes com vistas a
manuten¢do das condi¢des higiénico-sanitarias nos cultivos. E tramitando junto a SEAP
encontra-se em fase de discussdo e organizagdo o Programa Nacional de Controle Higiénico-
Sanitario de Moluscos Bivalvos. Porém ambos os programas ainda ndo se encontram em
atividade.

Bioensaios apresentam baixa especificidade e alta sensibilidade. Isso significa que a
presenca de outras toxinas lipofilicas pode causar interferéncias e gerar falsos resultados, além
de ndo se poder discernir entre as toxinas diarréicas presentes. Além disso, a DTX-3 ndo ¢
detectada através desta metodologia. Por exemplo, em um surto de DSP ocorrido em Portugal
onde bioensaios foram negativos, pois a toxina que desencadeou o evento foi DTX-3, somente
confirmada com o uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (VALE; SAMPAYO, 1999).
Outra desvantagem ¢ pertinente ao limite de detecg¢do: concentragdes da ordem de dezenas ou
centenas de nanogramas ndo sido detectaveis. Dessa forma, os consumidores poderiam ser
expostos ao efeito cronico, sem que houvesse nenhuma suspeita desse perigo ou forma de
avaliar seu risco. A utilizacdo de animais nestes ensaios, onde um dos critérios a ser avaliado
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¢ observar tempo necessario até o Obito, também abarca aspectos éticos; o que vem
despertando muita discussdo entre os Orgdos protetores dos animais, comissoes de ética e
grupos de pesquisa (VAN EGMOND et alii, 2004).

Os métodos de ensaio analiticos, baseados em caracteristicas quimicas das toxinas
diarréicas fornecem alternativa com maior sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e
menor limite de detecgdo. Um dos mais recomendados, embora mais caros e dependentes de
pessoal altamente qualificado, é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LEE et alii, 1987;
LAGOS, 2002). A metodologia consiste na extracdo da(s) toxina(s) da matriz organica
(glandula digestiva do molusco ou citoplasma da microalga), com solventes organicos, etapa
de clarificacdo para remoc¢ao de sujidades, derivacdo para tornar a toxina detectavel ao sensor
UV, e analise no cromatografo. No entanto as metodologias existentes ainda carecem de
validagdo interlaboratorial, para sua acreditacdo e a certificagdo do laboratdrio responsavel
(VAN EGMOND et alii, 2004).

Microalgas pertencentes ao género Prorocentrum geralmente produzem toxinas em
situagdo de floragdo enquanto que Dinophysis pode produzi-las mesmo em baixas densidades
celulares (poucas centenas de células por litro de d4gua do mar), segundo Reguera (2002). Em
fun¢do desta caracteristica o monitoramento da comunidade fitoplanctonica constitui
importante ferramenta para a tomada de decisdo em uma situagdo de risco.

Em relag@o ao género Dinophysis ha uma ferramenta de monitoramento denominado
Indice Dinophysis. Que consiste em acompanhar, ao longo do tempo, o desenvolvimento das
populagdes deste género presentes na coluna d’agua. Quando a contagem total de Dinophysis
atinge o patamar de 400 células por litro de 4gua do mar configura-se uma situagdo de alerta,
com risco da presenca de toxinas diarréicas em concentragdes suficientes para causar DSP.
(REGUERA op cit.).

Foi o que aconteceu recentemente no litoral de Florianopolis e que possibilitou a
tomada de decisdo de suspender temporariamente a venda de moluscos. Mesmos assim, apos
a populacdo de microalgas ter diminuido ocorreu repentinamente a primeira floragdo deste
género relatada para a costa brasileira. E apesar das medidas tomadas cerca de 150 pessoas
foram acometidas de DSP, nimero que poderia ter sido extremamente superior se as devidas
medidas ndo tivessem sido tomadas (PROENCA et alii, 2007).

Quando as toxinas encontram-se nos moluscos e o alerta de sua presenga dado pelo
monitoramento culmina na suspensao da comercializacdo antes que surjam casos de EDM em
humanos diz-se que ocorreu um evento toxico (REGUERA, 2002).

2.3.3 Implicagdes na satide publica: envenenamento diarréico por moluscos

O primeiro relato de problemas gastrintestinais associados ao consumo de moluscos,
que haviam se alimentado de dinoflagelados, ocorreu na Holanda na década de 60. No entanto
na ocasido foi implicado o agente etiologico errado, pois Prorocentrum micans era a espécie
mais abundante (posteriormente comprovada atdxica). Nao houve suspeitas de que
Dinophysis acuta, presente em densidades celulares baixas pudesse ser o real causador do
evento (KATT apud SCHMITT; PROENCA, 2000). Também no Chile foram observadas
intoxicagoes diarréicas, entre 1970-1971, pioneiramente associadas a floragao de Dinophysis
spp. (GUZMAN; CAMPODONICO apud REGUERA, 2002).

Porém, somente em 1976 o Envenenamento Diarréico por Moluscos foi definido como
uma doenca, sendo identificados seus sintomas, toxinas envolvidas, agente etioldgico e
vetores para humanos. Nesse episddio foram acometidas mais de mil de pessoas que haviam
comido mexilhdes e vieiras. Isolou-se pela primeira vez a ficotoxina DTX-1, cuja produgao
por Dinophysis fortii foi comprovada inequivocamente (YASSUMOTO et alii, 1980).

Ha relatos da sindrome DSP em escala global, ocorrendo principalmente onde ha
maior consumo de moluscos (DARANAS et alii, 2001). Recentemente foi relatado o primeiro
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surto de DSP na costa brasileira. Ocorreu em Santa Catarina, em janeiro de 2007, com mais
de 150 casos (PROENCA et alii, 2007).

Os sintomas clinicos de DSP podem ser confundidos com os de uma gastroenterite de
origem bacteriana. Nao causam Obitos. Em eventos agudos, com ingestdo de doses acima de
48 ug AO.grama™ de glandula digestiva, os sintomas sdo nauseas, dores abdominais, vomitos
e diarréia. Surgem no intervalo entre 30 minutos até poucas horas apds o consumo de
moluscos contaminados. Raramente o quadro clinico manifesta-se passadas mais de 12 horas.
Os sintomas cessam apo6s trés dias, com ou sem tratamento médico. Recomenda-se apenas,
como suporte, a reposi¢do de liquidos e eletrolitos para compensar a intensa perda de agua
(FAO, 2004).

No Codex Alimentarius (2006) ficotoxinas sdo classificadas como contaminantes
naturais. Este 6rgao regulamenta padrdes internacionais para seguranca alimentar, baseado em
analises de risco. Dessa forma ¢ possivel gerar padrdes internacionais que direcionem a
criacdo e/ou aprimoramento de legislagdes pertinentes a contaminantes € xenobidticos nos
alimentos.

Por exemplo, na Europa a questao das biotoxinas marinhas ¢ regulada pela Directiva
91/492/CCE, de 15 de julho de 1991, definindo limites para a presenca de ficotoxinas em
moluscos cultivados ou explotados de bancos naturais. No Brasil ha iniciativa de
regulamentacdo para ficotoxinas (diarréicas e paralisantes) em moluscos na forma de portaria
021/GABS/DAS, de 1 de outubro de 2002, no estado de Santa Catarina (PROENCA;
VILLAC, 2003).

Pesquisadores ad hoc de uma junta composta pelas Organizagdes para Agricultura e
Alimentacdo, Comissao Oceanografica Intergovernamental e Organizacdo Mundial de Satde
(Joint FAO/IOC/WHO) avaliaram o risco das ficotoxinas presentes em moluscos bivalvos
com vistas a seguranca alimentar. Calcularam o NOAEL? ¢ LOAEL? (Quadro 02) baseados
em dados epidemiologicos de casos ocorridos no Japao e Noruega. No entanto ainda ndo
existem dados suficientes, epidemioldgicos nem estudos sobre os efeitos cronicos do AO,
para um calculo seguro de Dose Diaria de Ingestao destas substancias (TOYOFUKU, 2006).

Quadro 02. Dados utilizados no Calculo da Dose Aguda de Referéncia para a toxina diarréica acido okadaico (e
equivalentes) por pesquisadores Ad hoc da FAO/IOC/WHO para Biotoxinas Marinhas (UNESCO, 2005)
comparado ao recomendado pela European Food Safety Authority e aos dados epidemioldgicos utilizados no
Codex alimentarius.

Dados NOAEL® LOAEL’ Dose Aguda de Referéncia Nivel Maximo
(Provisoria)
Japdo - 1,2-1,6 -
Noruega - 1-1,5 - 0,16mg. kg’
Codex 1 1 0,33pg.kg de peso corporeo’’
EFSA - 0,8 0,3pg.kg de peso corpdreo’’

*Por quilograma de peso corporeo.

Mesmo com um programa de monitoramento que abrange toda a costa européia
continuaram surgindo casos de DSP em consumidores de moluscos, além dos 10% de
susceptiveis previamente estimados. Segundo Alexander et alii (2008) o banco de dados
toxicologico dos ocadaiatos ¢ limitado e compreende principalmente estudos de toxicidade
aguda. O Painel da European Food Safety Authority baseou-se em experimentos de DLsg
(i.p.) para o estabelecimento de Fatores de Equivaléncia Toxica (toxic equivalence factors -
TEFs): AO e DTX1 = 1, DTX-2 = 0,6. Afirmam que os dados cronicos dos efeitos do AO e
equivalentes (em animais e em humanos) sao insuficientes para o calculo seguro da DDI. Em
fun¢do disso decidiram estabelecer uma Dose Aguda de Referéncia (ARfD) provisoria

% No Observed Adverse Effects Level — Nivel em que ndo sdo observados efeitos adversos.
3 Lowest Observable Adverse Effects Level — Nivel inferior em que se observam efeitos adversos.
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baseada apenas em dados humanos. LOAEL 50ugAO equivalente por pessoa, ou seja,
0,8ugAOeq.kg peso corporeo”’ para adultos. Utilizou-se fator de seguranca 3 para a
extrapolagdo ao calcular-se o0 NOAEL que resultou em uma ARfD de 0,3ugAOeq.kg peso
corporeo™. O painel EFSA ndo considerou necessario aplicar fator de incerteza visto que os
dados humanos utilizados basearam-se em um grande nimero de consumidores de moluscos
afetados oriundos de diversos paises. Para proteger os consumidores dos riscos oferecidos
pelo efeito agudo do AO recomenda-se utilizar nos estudos uma por¢ao maior que a realmente
ingerida pelas pessoas. O painel EFSA considerou uma por¢ao de 400g de molusco.

Consumidores regulares de moluscos, contaminados com concentracdes de toxinas
diarréicas abaixo do limite necessario ao desencadeiamento dos sintomas classicos,
encontram-se expostos ao efeito cronico destas toxinas. A principal toxina diarréica, o acido
okadaico, ¢ um potente promotor de tumores no trato gastrointestinal, assim como também o ¢
a dinofisistoxina-1 (SUEOKA; FUJIKI, 1997). Na Franc¢a um estudo epidemioldgico pioneiro
(estudo ecologico) encontrou uma correlagdo significativa entre cancer e consumo de
moluscos contaminados com a ficotoxina acido okadaico (CORDIER et alli, 2000).

Os principais veiculos de toxinas diarréicas para humanos sao os moluscos bivalvos.
Na Europa principalmente Mytilus edulis (mexilhdo azul) e M. galloprovincialis (mexilhio do
Mediterraneo) segundo Morofio et alii, 2003; VAN EGMOND et alii, 2004; Mouratidou et
alii, 2006. No entanto ha relato de surto de DSP em Portugal associado ao consumo de Solen
margiatus (razor clam) e caranguejos (Carcinus maenas) relatado por Vale e Sampayo
(2002). Centenas de pessoas foram acometidas pela sindrome diarréica na Noruega ao comer
caranguejos (Cancer pagurus) que haviam se alimentado de mexilhdes durante uma floragao
de Dinophysis acuta (TORGENSEN et alii, 2005). Pouco AO livre foi detectado, sendo sua
forma esterificada (DTX-3) a principal toxina envolvida neste surto.

Toyofuku (2006) aponta como principal problema para o levantamento de mais dados
toxicologicos a falta de quantidades suficientes de toxinas diarréicas purificadas. E salienta a
necessidade de realizacdo de mais testes toxicologicos, para consequentemente gerar
avaliacdes de risco mais precisas.

A metodologia normativa utilizada internacionalmente para a detec¢do de ficotoxinas
¢ o bioensaio.

2.3.4 Efeitos adversos na sanidade de moluscos

A Organizagao Mundial para Saude Animal (World Organization for Animal Health -
OIE) define doenga como “infec¢do clinica ou ndo, com um ou mais agentes etiologicos de
doencas referidas no Cddigo Aquético” e agente de doenga como “organismo que cause ou
contribua para o desenvolvimento de uma doenca referida no Codigo Aquético”. E lista para
moluscos aquaticos os patogenos de relevancia: Perkinsus marinus, P. olseni, Bonamia
ostrae, B. exitiosa, Haplosporidium nelsoni, Marteilia refringens, Mikrocitus mackini (OIE,
2008). Nao ha nenhuma citag¢do acerca de microalgas potencialmente toxicas.

Conforme ja supracitado, moluscos bivalvos atuam como organismos pastadores em
ambientes aquaticos, consumindo principalmente organismos da comunidade fitoplanctonica
que conter microalgas capazes de produzir toxinas. Tais produtos naturais marinhos,
ficotoxinas, tém demonstrado exercer a fungdo ecologica de evitar a agdo de herbivoros sobre
as microalgas potencialmente nocivas. Ha relatos acerca de varias espécies de moluscos que
apresentam alteragdes comportamentais como retracdo de seus sifoes, fechamento de suas
valvas e parada da alimentagdo na presenca de microalgas nocivas (HEGARET et alli, 2007).

Via de regra, considerava-se que ndo havia efeitos adversos significativos das
ficotoxinas sobre a sanidade destes animais. Em humanos e, mamiferos marinhos em geral, as
ficotoxinas atuam sobre canais de sédio (toxinas paralisantes, amnésicas, ciguatéricas,
neurotdxicas) ou em proteinas fosfatasases (ocadaiatos). Moluscos possuem em suas
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membranas celulares canais de célcio, carencendo assim de sitios de ligacdo onde as
ficotoxinas pudessem exercer plenamente sua acao toxica (VAN EGMOND et alii, 2004).

Na ultima década intensificaram-se os trabalhos experimentais sobre os efeitos das
microalgas nocivas, e suas substincias bioativas, na saide dos moluscos. Revelando que,
embora ndo causem uma patologia stricto sensu, podem gerar altera¢des de ordem fisiologica
ou histologica, ou até mesmo levar a mortalidade por toxicidade aguda determinados estadios
de desenvolvimento de moluscos. Os trabalhos realizados tém revelado que a relagdo entre
microalgas toxicas e os moluscos ¢ espécie-especifica (GALIMANY et alli, 2008).

A maioria dos experimentos t€ém sido realizados com ostras (Crassostrea gigas e C.
virginica), pois sdo as espécies de bivalvos mais cultivadas em todo o mundo. Matsuyama et
alii (2000) relataram a massiva mortalidade (90%) de larvas trocoforas de C. gigas expostas
8-10 horas a diferentes microalgas nocivas (Alexandrium tamarense, A. taylori, Gymnodinium
mikimotoi). G. mikimotoi ¢ implicado na producdo de ictiotoxinas e em mortalidade de
diversos moluscos como Haliotis discus, Sulculus diversicolor e Mytilus edulis.

O impacto gerado pela ficotoxina acido okadaico na satide de humanos ja foi
completamente elucidado e bem documentado na literatura cientifica desde a década de 70.
Moluscos bivalvos desempenhavam comumente o papel de bioacumuladores desta toxina,
atuando dessa forma apenas como ‘vetores’ para os humanos consumidores (DARANAS et
alli, 2001; HALLEGRAEFF, 2003).

Carvalho Pinto-Silva et alli (2003) demonstraram experimentalmente o efeito
genotodxico do acido okadaico em mexilhdes Perna perna. Animais adultos foram expostos a
ficotoxina (0,3pg AO diluido em 10ul agua ultrapura:metanol, 1:1 v/v; injetada diretamente
em seus sifoes inlantes) e tiveram a hemolinfa coletada em diferentes periodos (24, 48 ¢ 72
horas). Os animais apresentaram percentual significativamente mais alto na formacdo de
micronicleo nos hemocitos da hemolinfa do tratamento de 24h. Tal fato sugere que o acido
okadaico seja rapidamente metabolizado em uma forma altamente reativa causando dano ao
DNA do nticleo dos hemdcitos que se encontravam em processo de divisdo celular naquele
momento. Dessa forma a genotoxicidade da ficotoxina acido okadaico em mexilhdes sugere
um efeito adverso na biodiversidade genética para a populagdo de animais desta espécie. O
dano ao DNA podera ser traduzido na criagdo de mutacdes letais, bem como na expressao de
genes que afetem o crescimento e a reproducdo desta espécie de bivalvo importante
econdmica e ecologicamente. O acido okadaico também j& demonstrou ser genotdxico para
células de mamiferos.

Auriemma e Battistella (2004) verificaram a produ¢do de uma proteina de 30kDa na
glandula digestiva de M edulis mediada pela presenga do acido okadaico. Tal proteina foi
associada ao funcionamento do sistema imune do animal, atuando como um mecanismo
natural de detoxificacdo. No grupo controle ndo foi observada a presenga da proteina. Durante
0 mesmo experimento, no grupo dos animais tratados com AO foi observada alteragio
histologica na glandula digestiva, na forma de intensa formagdo de vesiculas lipidicas. Nao
houve relato de alteragdo na funcdo digestiva da glandula. Animais do grupo controle nao
apresentaram a alteracdo histologica.

Outro efeito adverso observado em hemocitos do mexilhdo Mytilus galloprovincialis
foi o aumento da taxa de fagocitose mediado pelo acido okadaico em temperatura de 25°C,
indicando uma possivel alteracdo nos caminhos de sinalizagdo e transdu¢do do imunocito.
Como a ficotoxina bioacumula em bivalvos seu efeito a longo prazo permanece desconhecido.
(MALAGOLI et alli, 2008).

Galimany et alii (2008) observaram varias respostas do sistema imune do mexilhdo M
edulis na presenca da microalga Prorocentrum minimum: diapedesi dos hemocitos no
intestino (associado a tentativa de encapsulamento de P. minimum), aumento da migragdo dos
hemocitos para a glandula digestiva e intestino na tentativa de proteger os orgdos da acgdo
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toxica. Também foi observada uma progressiva degranulagdo dos hemdcitos interpretada
COmo uma resposta imune.

A capacidade de clearence de P. perna ¢ afetada pela quantidade e qualidade do
alimento disponivel, mas sobretudo, pela temperatura. Atinge seu maximo a 25C° e cessa a
30C° (RESGALLA-JR et alli, 2007).

2.4 Dinoflagelados do Género Dinophysis Ehremberg 1839
2.4.1 Classificacao

Dinoflagelados sd3o organismos eucariotos, unicelulares, portanto classificados como
Protistas (TAYLOR, 1987). Surgiram no final do Tridssico (mais de 200 milhdes de anos) e
tiveram seu auge no Cretaceo. Cistos de dinoflagelados (dinocistos) sdo amplamente
utilizados como ferramenta de datagdo para sedimentos marinhos e andlise de paleoclimas.
Sao fosseis encontrados em toda a costa brasileira e bons indicadores para a prospeccio de
petroleo (ARAIL; LANA, 2004).

Este ¢ um dos géneros de dinoflagelados com maior niimero de espécies (SOURNIA,
1986). A ordem Dinophysiales compreende trés familias: Amphisoleniaceae, Dinophysiaceae
e Oxyphysiaceae (Figura 12). Todas compartilham as caracteristicas de achatamento lateral,
orientacdo flagelar dinoconte, cingulo pré mediano, cingulo e sulcus margeados por aletas
(sustentadas por espinhos, ou raios), teca constituida por 17 ou 18 placas. A familia
Dinophysiaceae compreende os géneros: Citharistes, Dinophysis, Histioneis, Ornithocercus,
Phalacroma (= Dinophysis), Sinophysis (STEIDINGER; TANGEN, 1997).

Atualmente encontram-se listadas 145 espécies para o género Dinophysis (mais
Phalacroma), segundo Gémez (2005). Todas as formas sdo dinocontes ¢ tecadas. No caso dos
dinofisdides a formula da tabulacdo kofoideana ¢ similar para todas as espécies, que sdo
constituidas por cerca de 18 ou 19 placas: 4 localizadas na epiteca, 2 apicais, 4 cingulares, 4
ou 5 sulculares e 4 localizadas na hipoteca (STEIDINGER; TANGEN, 1997).

Dominio Eukaria
Filo Dinophyta ou Phirrophyta
Ordem Dinophysiales Lindemann, 1928
Familia Dinophysiaceae Stein, 1883
Género Dinophysis Ehremberg, 1839

i

a) e b) ¢)

Figura 12. Ordem Dinophysiales (Lindemann 1928). Composta por trés
familias: a) Amphisoleniaceae, representada por Amphysolenia bidentata
escala 100 pm; b) Dinophysiaceae, representada por Dinophysis acuta,
escala 10 pm; ¢) Oxyphysiaceae representada por Oxyphysis oxytoxoides,
escala 10um. Adaptado de Steidinger; Tangen, 1997.

A descrigdo do género Dinophysis foi realizada com base em D. acuta descrita por
Christian Ehremberg em 1839. Originalmente as espécies de dinofisdides eram repartidas em
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dois géneros Dinophysis ¢ Phalacroma, agora considerados como sinonimias. A diferenga
morfoldgica entre eles residia na epiteca sempre diminuta e escondida pela aleta cingular
anterior no primeiro e proeminente ¢ convexa em Phalacroma; também utilizava-se o
argumento de que as espécies pertencentes a Phalacroma sao predominantemente heterotrofas
enquanto que em Dinophysis eram consideradas em sua maioria autotrofas. Posteriormente,
baseando-se em estudos da tabulacdo das placas tecais ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os dois géneros, que foram reunindos em um sé género: Dinophysis
(HALLEGRAEFF; LUCAS, 1988; LARSEN; MOESTRUP, 1992).

2.4.2 Aspectos morfométricos: taxonomia

Dinoflagelados pertencentes ao género Dinophysis possuem envoltério celular
composto por um conjunto de placas celuldsicas, semelhante a um quebra-cabegas, chamado
teca. Sdo ditos, portanto, dinoflagelados tecados. A superficie da célula encontra-se marcada
por duas reentrancias, uma transversal e outra longitudinal, denominadas cingulo e sulcus,
respectivamente. As espécies deste género apresentam sempre o cingulo localizado em
posicao muito anterior (pré mediano) e sulcus muito curto (BALECH, 2002).

Para fins de taxonomia convencionou-se como regido ventral a parte da célula onde
localiza-se o sulcus. A regido oposta ¢ dita dorsal. A teca ¢ considerada como composta por
duas metades, uma esquerda e outra direita unidas por uma sutura (Figura 13). Por isso esse
género é chamado bivalvo (BALECH, op. cit.). Para identificacao das espécies observa-se o
tamanho e formato da célula, a relacdo de tamanho entre a epiteca e a hipoteca, a presenca de
projecdes na hipoteca (quantidade e formato) e a morfologia das aletas sulcais e cingulares
(STEIDINGER; TANGEN, op cit.). A maioria das células apresenta tamanho médio.

Regido apical )
epiteca
\
hipoteca
hipoteca
Regido antapical

Figura 13. Representagéio esquematica de Dinophysis. A) Célula em visdo lateral, valva direita:
aca — aleta cingular anterior; acp — aleta cingular posterior; a — aleta sulcal direita; b- aleta sulcal
esquerda; epiteca oculta pela aleta cingular anterior. B) Célula em visdo ventral: ¢ — cingulo; s —
sulcus; vd — valva direita; ve — valva esquerda; h - hipoteca. Adaptada de BALECH, 2002.

A parte superior da célula localizada acima do cingulo chama-se epiteca e a inferior,
abaixo do cingulo, a hipoteca. Uma marcante caracteristica deste género ¢ uma epiteca sempre
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diminuta (exceto em D. rotundata) e escondida pela aleta cingular anterior quando a célula ¢é
vista lateralmente. A hipoteca ¢ bem desenvolvida, sempre de maior tamanho que a epiteca,
podendo apresentar projecdes que auxiliam na caracterizagdo em nivel especifico.

Dinoflagelados dinofisdides possuem dois flagelos heterocontes, com origem na
regido ventral da célula para os classificados como dinocontes. Um flagelo emerge do cingulo
e enrola-se em torno dele. O outro nasce do sulcus e extende-se longitudinalmente em relagao
a célula. A combinagdo do batimento destes dois flagelos produz o padrio de natagdo
rodopiante tipico deste grupo de microalgas (FENSOME et alli, 1993). Em exemplares
fixados com formaldeido os flagelos ndo sdo observados, pois o fixador faz com que
desprendam da célula. Para que possam ser observados, o material deve ser fixado com lugol
(REGUERA, 2002).

O cingulo ¢ ladeado por duas aletas: aleta cingular anterior (aca) e aleta cingular
posterior (acp). Da mesma forma o sulcos ¢ delimitado por duas aletas, uma direita sempre de
tamanho pequeno e uma esquerda com presenca de trés raios ou costelas (R;, Ry, R3). Nas
diferentes espécies deste género a aleta sulcal esquerda apresenta tamanho variado, porém
sempre maior que a aleta sulcal direita (TAYLOR, 1987).

Na observacao da aleta sulcal esquerda ¢ necessario cuidado, pois em células recém-
divididas as células filhas apresentam-se cada uma com parte desta aleta (Figura 14): uma fica
com a por¢ao superior da aleta, com R; e R,, e a outra com a por¢ao inferior somente com Rs.
Como parte final do processo de divisdo celular as aletas de ambas células se regenerarao
completamente (REGUERA, 2004).

Figura 14. Fotomicrografia de D. tripos células recém divididas. Notar a divisdo da aleta sulcal
esquerda em a e b. A célula filha da esquerda herdou a por¢éo inicial a € os dois primeiros raios (R; e
Ry). A célula filha da direita permaneceu com a porgao final da aleta b, com o tltimo raio R; e com a
aleta sulcal direita (asd). O processo de divisdo termina com a completa regeneracdo das aletas
sulcais. Foto da autora. enseada de Maciéis. Angra dos Reis. RJ.
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Varios pesquisadores estudaram a disposi¢do das placas tecais de Dinophysis e
propuseram formulas para sua tabulacdo. A tabulagdo proposta Balech atualmente ¢ a mais
utilizada e compde-se de 18 placas: 4 na epiteca (Ei.4), 4 cingulares (Ci.4), 4 sulcais (S, Ss, S,
e Sq), 4 na hipoteca (H;.4) e duas formando o poro apical (A;..) (TAYLOR 1987;
HALLEGRAEFF; LUCAS, 1988).

Abé tentou aplicar o sistema de Kofoid enquanto que os outros propuseram um
sistema unico para dinofisoides. Os dois ultimos, Tai Lisung; Skogsberg e Balech, sdo muito
similares entre si (FENSOME et alli, 1993).

No sistema de tabulagao proposto por Kofoid ha seis séries transversais de sequéncias
para disposi¢cdo das placas tecais: apical (), anterior intercalar (a), pré-cingular (), pds-
cingular ("), posterior intercalar (p) e antapical (™). Notar que esta tabulagdo nao inclui o
estudo das placas cingulares e sulcais.

Trabalhos posteriores adicionaram ao sistema kofoidiano placas cingulares (c), sulcais
(s) e componentes do sistema do complexo apical: poro apical (Po), cp e placa X.

As tecas em prorocentrdides e dinofisdides podem ser divididas em duas metades
similares no sentido longitudinal, sendo chamados de dinoflagelados bivalvos. Dessa forma a
tabulagdo criada por Kofoid ndo se aplica aos dinoflagelados das ordens Prorocentrales e
Dinophysiales (STEIDINGER; TANGEN, 1997).

Outra incongruéncia entre os sistemas kofoidiano e organismos dinofisdides diz
respeito ao complexo do poro apical. Na tabulagdo criada por Kofoid esse complexo localiza-
se no topo da célula, na regido apical, o que ndo acontece com dinofisdides. Nestes
organismos o poro apical ¢ extremamente diminuto, localiza-se ventralmente e ndo apresenta
placa X. E formado por duas pequenas placas (A; e A,) localizadas logo acima das placas
epitecais E4 e E; (Figura 15).

Figura 15. Esquema da tabulagdo da teca de Dinophysis em visdo ventral, sem as aletas
cingulares e sulcais. A; e A,: placas do poro apical; P,: poro apical; E|_4: placas da epiteca; C;.
4 placas cingulares; H;4: placas da hipoteca; S,: sulcal anterior; Si: sulcal sinister, i.e.
esquerda; Sq: sulcal dexter, i.e. direita; S;: sulcal posterior; Ps: poro flagelar. Adaptada de
Taylor, 1980 apud Taylor 1987.
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Uma célula tipica de Dinophysis apresenta tabulagdo com quatro séries latitudinais
bem distintas e conservativas: a) Sequéncia da epiteca. Formada por duas grandes placas (E;
e E;) localizadas na regido dorsal anterior e duas placas menores (E; e E4) na regido ventral,
as duas primeiras com sua sutura inferior em contato com a parte anterior do cingulo e as duas
ultimas em contato com o sulcus. Ainda na epiteca observam-se duas placas que delimitam o
poro apical (A;-) essas placas ndo possuem nenhum contato com o cingulo, o poro apical (P,)
apresenta tamanho muito reduzido e ¢ deslocado ventralmente; b) Sequéncia do cingulo.
Formada por quatro placas aproximadamente retangulares (C;.4), localizado entre as aletas
cingulares anterior e posterior. As placas dorsais (C; e C;) apresentam maior tamanho que as
placas ventrais (C; e C4); ¢) Sequéncia da hipoteca. Formada por duas grandes placas (H; e
Hs) localizadas na regido dorsal com suas suturas superiores em contato com a parte posterior
do cingulo e duas menores (H; e Hy4) localizadas na regido ventral. H; conecta-se com o
cingulo e com o sulcus e Hy apenas com o sulcus. O sulcus permanece oculto entre as aletas
sulcais direita e esquerda (TAYLOR 1987); d) Sequéncia do sulcus. Formada por quatro
placas identificadas por sua denominagao latina: S, — sulcal anterior, Sq — sulcal dexter (sulcal
direita), Sy — sulcal sinister (sulcal esquerda) e S, — sulcal posterior. As quatro placas
delimitam o poro de onde emergem os flagelos transversal e longitudinal.

As aletas cingulares sdo formadas a partir de expansdes das placas da epiteca (aleta
cingular anterior) e da hipoteca (aleta cingular posterior), principalmente das placas dorsais de
maior tamanho, E, e E; e H, e Hj respectivamente. A aleta sulcal direita ¢ formada a partir da
placa hipotecal H; ¢ a aleta esquerda a partir das placas H; e Hs (SOURNIA, 1986).

Porém Balech (1980) apud Hallegraeff; Lucas (1988) considera que Dinophysis
apresenta teca com uma ‘especializacdo’ morfologica extrema e tabulagdo das placas tecais
constante. Por isso, o estudo da morfologia e do arranjo das placas sulcais sdo de pouco valor
taxondmico para a identificagdo das espécies deste género. Além disso, o estudo das placas
cingulares e sulcais demandam microscopia eletronica de varredura e mesmo assim sdo de
dificil visualizagao.

A identifica¢do das espécies pertencentes a este género baseia-se na forma e tamanho
da célula, ornamentagdo das tecas (principalmente a presenga de projegdes espinhos na
hipoteca) e morfologia das aletas e espinhos (STEIDINGER; TANGEN, 1997).

2.4.3 Bioecologia

Dinoflagelados sdo importantes constituintes na base da cadeia trofica marinha,
principalmente em ambientes tropicais com aguas oligotroficas. Dessa forma desempenham
importante papel na transferéncia de matéria e energia ao longo da teia trofica marinha
(SPECTOR, 1984).

Atualmente ¢ senso comum que suas relagdes ecoldgicas dentro da comunidade
planctonica sdo complexas e, até mesmo, paradoxais. Dinophysis podem atuar tanto como
presas quanto como predadoras de protozoarios (HANSEN, 1991; CARVALHO et alii,
2008). Também podem ser por eles parasitados, como o relatado para D. norvegica pela
ameba Amoebophrya, podendo ser a infecgdo letal ao dinoflagelado (SOLOMON et alii,
2006).

Podem alimentar-se de outras microalgas — criptoficeas de pequeno tamanho - e
manter seus cloroplastos durante um certo tempo realizando fotossintese a seu favor
(TAKAHASHI et alii, 2005). No Japao Nishitani et alii (2005) observaram em ambiente
natural a relagdo entre Dinophysis acuminata e pequenas criptoficeas, estabelecendo uma
correlacdo entre elas: com o decréscimo da abundancia das criptoficeas ocorria o pico de
abundancia do dinoflagelado sugerindo uma relagdo predador-presa.

A circunstancia supracitada, manter temporariamente os cloroplastos de sua presa, faz
com que essas organelas em Dinophysis sejam denominadas como cleptoplastidios. O
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pigmento principal de dinoflagelados autotrdficos € a peridinina e os encontrados em espécies
autotroficas e mixotroficas de Dinophysis possuem plastideos ricos em ficobilina. Estudos
moleculares realizados por Takishita et alii (2002) demonstraram afinidade filogenética de
cleptoplatideos de D. acuminata, D. fortii ¢ D. norvegica com a criptoficea Geminigera
cryophila. Outra via também discutida é que tenha ocorrido ao londo de sua evolugdo um
evento de endossimbiose de criptoficeas e Dinophysis. Posteriormente foram encontrados
plastideos em outra espécie D. mitra, desta vez heterotrofica. Analises filogenéticas revelaram
pigmentos e ultrestruturas relaciodados a haptofitas, provavelmente adquiridos via mizocitose
(KOIKE et alii, 2005).

Dinophysis também podem ser predadas por outro dinoflagelado: Noctiluca scintilans.
Nas Rias Bajas da Galicia esses grandes dinoflagelados heterotroficos foram encontrados com
vactiolos alimentares repletos de Dinophysis spp. denotando que Noctiluca pode vir a
desempenhar um papel na transferéncia de toxinas diarréicas dentro da teia trofica marinha
(ESCALERA et alii, 2007).

Outro importante predador sdo copépodos (microcrustaceos) tanto em ambiente
natural quanto em situagdo experimental. Porém ndo foram observados efeitos nocivos sobre
os copépodos Calanus helgolandicus, Temora longicornis e Acartia sp. ¢ nem sobre a
maturagdo de seus ovos (JANSEN et alii, 2006). Os resultados sugerem que copépodos
podem ser importantes tanto na prevensdo quanto no controle de floragdes de Dinophysis.
Além disso, os niveis de toxinas diarréicas encontradas em copépodos foram muito baixos,
inferiores ao esperado, demonstrando que esses organismos zooplanctonicos nao constituem
importante vetor destas toxinas para niveis troéficos mais altos (KOZLOWSKY-SUZUKI et
alii, 2006).

Organismos filtradores sdo importantes predadores dessas microalgas no dominio
bentonico: moluscos bivalvos (FAO, 2004), ascideas, esponjas e poliquetos (REIZOUPOLOU
et alii, 2008), dos quais apenas o primeiro grupo atua como vetor de toxinas diarréicas para
humanos consumidores devido ao consumo das microalgas toxigenas.

Pequenos peixes pelagicos, planctofagos, também podem consumir Dinophysis. E,
quando estas expressam sua capacidade toxigena os peixes podem apresentar concentragdes
traco de toxinas diarréicas em suas visceras (REGUERA, 2002).

Quanto a forma de alimentagdo as espécies deste género podem apresentar autotrofia
(organismos que sintetizam seu proprio alimento a partir de fontes inorganicas), heterotrofia
(organismos que ingerem outros para sobreviver). Além disso, também hd espécies
reconhecidamente capazes de ingerir matéria organica particulada, mesmo continuando a
realizar fotossintese, ou seja, espécies capazes de mixotrofia (CARVALHO et alii, 2008). A
distin¢do entre espécies autotrofas e heterotrofas pode ser realizada através de microscopia de
epifluorescéncia, onde nas primeiras espécies os cloroplastos emitem luminescéncia vermelha
enquanto que nas heterotrofas o citoplasma fluoresce em verde brilhante ou ndo ha
fluorescéncia (HALLEGRAEFF; LUCAS, 1988; HANSEN, 1991).

Este género ¢ reconhecidamente exigente em questdes nutricionais, apenas 0os meios
de cultura tradicionais com nutrientes inorganicos ¢ vitaminas mostraram-se insuficientes.
Durante décadas o cultivo de Dinophysis foi inviavel devido a impossibilidade de atender a
todas as suas exigéncias nutricionais. Porém, Park et alii (2006) conseguiram pioneiramente
estabelecer experimentalmente o cultivo de D. acuminata suplementando o meio de cultura
com sua presa.

Espécies classificadas anteriormente como pertencentes ao género Phalacroma sao em
sua maioria reconhecidamente heterotroficas, ndo possuindo pigmentos e seu habitat
preferencial sdo daguas ocednicas oligotroficas (KOFOID; SKOGSBERG (1928) apud
HALLEGRAEFF; LUCAS, op cit.). Apresentam vactolos alimentares e para algumas
espécies ja foi descrito o comportamento alimentar, como em D. rotundata, que utiliza um
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pedinculo projetado a partir do sulcus para alimentar-se do conteudo citoplasmatico de
protozoarios ciliados marinhos (HANSEN, 1991). Tal processo alimentar foi denominado
‘mizocitose’ e também recentemente foi relatado para D. acuminata na primeira experiéncia
de cultivo bem sucedida para o género Dinophysis, onde a microalga foi alimentada com o
ciliado Myrionecta rubra (PARK et alii, 2006).

Carvalho et alii (2008) analisaram filogeneticamente populagdes naturais de D.
norvegica e encontraram em seus vactolos alimentares contetido citoplasmatico da criptoficea
Teleaulax amphioxeia. No entanto ao tentar estabelecer cultivo de D. norvegica, fornecendo a
criptoficea como presa ndo foi observado crescimento do dinoflagelado. Os pesquisadores
sugeriram, a semelhangca do relatado por Park e colaboradores, que os cleptoplastidios
adquiridos por D. norvegica tenham vindo de um protista que por sua vez havia se alimentado
da criptoficea. Concluiram, entdo, que a autotrofia mediada pelos cleptoplastidios seriam uma
estratégia de obtengdo de energia complementar.

Em espécies heterdtrofas quando os cloroplastos estdo presentes costumam ser
pequenos, na forma de bastdes e amarelados (KOFOID; SKOGSBERG 1928 apud
HALLEGRAEFF; LUCAS, op cit.). Podem apresentar luminescéncia tipica de autotrofos
devido a presenca de simbiontes ou ao conteido de alguma presa fotossintetizante
(HALLEGRAEFF; LUCAS, op cit.).

Ja as sempre classificadas como pertencentes ao género Dinophysis sdo consideradas
como fotossintéticas e de habitat neritico em sua maioria. Seus cloroplastos sdo granulares ou
como bastdes, de coloragdo amarela, marrom ou marrom-avermelhados (KOFOID;
SKOGSBERG 1928 apud HALLEGRAEFF; LUCAS, op cit.). As espécies heterotrofas deste
género, D. hastata ¢ D. schuettii sdo encontradas em aguas ocednicas de mares tropicais e
subtropicais.

Os pigmentos presentes em dinoflagelados autétrofos incluem clorofila ¢;, peridinina e
carotenodides. A aquisi¢do dos cloroplastos em Dinophysis deu-se via endossimbiose de uma
crisoficea (PREZELIN, 1987), sendo estes cloroplastos denominados cleptoplastidios.

2.4.4 Fatores que interferem na sua distibuicao

Dinophysis ¢ um género amplamente distribuido em todo o oceano mundial.
Tipicamente as espécies ocorrem em aguas oceadnicas e neriticas, podendo ser encontradas em
ambientes costeiros (STEIDINGER; TANGEN, 1997). Algumas espécies podem ser
abundantes em aguas costeiras, especialmente em areas eutroficas (TAYLOR et al., 1995).

Espécies de Dinophysis raramente formam floragdes (10°-10° células por litro),
geralmente apresentam concentragdes celulares baixas (LARSEN; MOESTRUP, 1992;
HALLEGRAEFF; LUCAS, 1988). Embora sejam eventos raros, hd relatos de excepcionais
floragdes no mar do Japdo com D. fortii, na Europa com D. acuminata, D. acuta (Espanha) e
D. norvegica (mar do Norte) (HALLEGRAEFF; LUCAS, op cit.). Em janeiro de 2007
ocorreu a primeira floragdo que se tem relato de D. acuminata em aguas brasileiras, atingindo
o patamar méaximo de 5.2 x 10 células.]”, havendo contaminagio de mexilhdes com toxinas
diarréicas e mais de uma centena de casos de EDM (PROENCA et alii, 2007). No entanto,
segundo REGUERA (2002), poucas centenas de células de Dinophysis por litro de agua do
mar ja seriam suficientes para producdo de episddios de envenenamento diarréico por
moluscos.

Porém, comumente espécies pertencentes ao género Dinophysis ndo sdo abundantes na
comunidade fitoplanctonica, geralmente correspondem a cerca de 1-10% de toda a
comunidade (REGUERA, 2003). Para a comunidade planctonica da ilha Guaiba FERREIRA
(2004) encontrou abundancias relativas menores que 1% na primavera verdo de 2003/2004;
Vianna (2003) encontrou os mesmos valores para a primavera de 2001 e o outono de 2002.
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Em macroescala (latitudinal) o género apresenta espécies tipicas de dguas frias (como
D. norvegica), tropicais (como D. caudata), mas também espécies capazes de apresentar
ampla distribui¢do. Como exemplo de espécie cosmopolita pode-se citar Dinophysis
acuminata que ocorre principalmente em aguas temperadas e frias dos oceanos Indico,
Pacifico (Chile, Japdo, Tasménia, Nova Zelandia) e Atlantico (Uruguai, Argentina e Africa do
Sul e toda a costa européia); também com ocorréncia para os mares Mediterraneo e Adriatico
(REGUERA, 2003).

Os relatos existentes acerca deste género para aguas brasileiras apresentam D.
acuminata como a principal espécie do género nos litorais dos estados da regido sudeste
(BARBOZA, 1997; VILLAC; TENENBAUM, 2001; VIANNA, 2003; FERREIRA, 2004;
BASTOS; GARCIA, 2005; LOURENCO, et alii 2007; MARINE, 2007; VILLAC et alli,
2008; MOSER et alii, 2009) e sul (SCHIMIT; PROENCA, 2000; PERSICHT; GARCIA,
2003; PROENCA, 2004; MAFRA-JUNIOR et alii, 2006; FUJITA; ODEBRECHT, 2007;
PROENCA, 2007; MACEDO, 2007; BASTOS, 2009a).

Outras espécies sao relatadas para aguas mais quentes, quer sejam para o nordeste
brasileiro ou para regides do sudeste/sul durante os meses mais quentes do ano: D. caudata
(ESKINASE-LECA et alii, 1972; VIANNA, 2003; FERREIRA, 2004; BASTOS; GARCIA,
2005; FUJITA; ODEBRECHT, 2007; MACEDO, 2007; VILLAC et alli, 2008; BASTOS,
2009c); D. fortii (FERREIRA, 2004; MARINE, 2007; BASTOS, 2009f); D. tripos
(VIANNA, 2003; FERREIRA, 2004; MOSER et alii, 2005; MARINE, 2007) e D. rotundata
(FERREIRA, 2004).

Ha espécies apenas relatadas para aguas frias do extremo sul do Brasil: D. brevisulcus
D. circumsutum, D. exigua, D. minuta, D. ovata, (Bastos, 2009 b, d-e, g-h). No entanto
salienta-se que até o presente momento nenhuma destas espécies se encontra implicada na
produg¢do de toxinas diarréicas (pois ndo encontram-se na Lista Taxondmica do
IOC/UNESCO), embora todo o género Dinophysis seja considerado potencialmente toxigeno
(REGUERA, 2002).

Em mesoescala a distribuicdo das microalgas encontra-se atrelada as diferencas
existentes entre massas d’agua. Pois organismos fitoplanctonicos encontram-se sujeitos ao
movimento imposto pelo hidrodinamismo devido a seu restrito poder de locomogao. Por esse
motivo considera-se que organismos planctonicos sejam excelentes indicadores de massa
d’dgua (NYBAKKEN, 2001). Nessa escala encontramos principalmente diferencas
moduladas pelos fendmenos e processos oceanograficos que ocorrem nas provincias neritica e
ocednica adjacente, com seu conjundo de massas d’agua caracteristico.

Xie et alii (2007) analisaram dados oceanograficos e de distribui¢do de D. acuminata
em uma série temporal de 20 anos, com amostragens semanais, para a costa francesa.
Puderam constatar que o aumento na densidade celular encontrava-se associado a ocorréncia
de pequenos vortices de sub-superficie, induzidos pela acdo dos ventos de sudoeste/noroeste
que ocorriam durante o final da primavera e ao longo do verao (em situagdo de coluna d’agua
estratificada em funcdo da temperatura). Baseado nessas circunstancias foi determinada uma
janela de tempo, denominada estacdo Dinophysis, com duragdo média de 5 meses (iniciando
em abril/maio e com término entre setembro/novembro) onde ocorrem as maiores densidades
celulares para essa espécie, fora deste periodo a densidade celular era muito baixa, menos que
20 células por litro de 4gua do mar (Figura 16).

Em microescala (de metros a decimetros) a distribui¢do das microalgas ¢ a resultante
de um balanco entre variaveis biodticas e abidticas na busca pelo 6timo de desenvolvimento
para cada espécie de microalga (NYBAKKEN, 2001). Dessa forma condi¢des de estabilidade
de uma coluna d’agua podem propiciar um acimulo de dinoflagelados em uma determinada
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profundidade, principalmente onde haja formagdo de barreiras de densidade. Tal condi¢do de
estabilidade da coluna d’agua pode ser modulada por um gradiente de temperatura ou de
salinidade.
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Figura 16. Janela de tempo da distribuicdo de Dinophysis, em amostragem
semanal, ao longo de 12 anos (1989-2000) na baia de Vilaine, Franga. Adaptado
de Xie et alii, 2007.

Delmas et alii (1992) encontraram um forte gradiente de temperatura determinando a
estabilidade da coluna d’agua na costa francesa e nessas condi¢des Dinophysis spp.
apresentaram aumento na densidade celular, por crescimento e/ou actimulo, na regido da
termoclina. Também foi verificado se a concentragdo de nutrientes inorganicos havia
contribuido para o acumulo, porém essa varidvel ndo se mostrou significativa. Nesse trabalho
também foi relatado que para ocorrer o acimulo de Dinophysis a condi¢do de estabilidade
deveria apresentar-se constante ao longo de um periodo de duas semanas.

Para verdao no mar Baltico, D. acuminata apresentou uma distribui¢ao vertical
preferencial por dguas profundas, abaixo da termoclina a 77 metros de profundidade, em
condi¢des de baixa luminosidade e temperatura. Foi constatada evidéncia de mixotrofia e a
microalga apresentou densidade de 18 000 células.I”' de d4gua do mar (SETALA et alii, 2005).

Durante o verdo na costa francesa observa-se que Dinophysis tendem a se acumular
em uma camada de 2 metros de espessura sobre a picnoclina & 12 metros de profundidade
(LUVEN et alii, 2005).

Villarino et alii (1995) encontraram para D. acuminata comportamento de migragio
vertical, em situacdo de estabilidade no verdo. A realizacdo de migragao vertical asseguraria a
captag¢do de nutrientes disponiveis em aguas mais profundas, abaixo da termoclina, durante o
periodo noturno para a realizagao da fotossintese durante o dia na zona euf6tica. Nesse estudo
foi encontrada a densidade maxima de Dinophysis entre 0-10 metros durante o dia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de Estudos

A area de estudos localiza-se na regido tropical do Atlantico Sul, sobre a Plataforma
Continental Sudeste, que se extende desde Cabo Frio (23° S, Rio de Janeiro) até o Cabo de
Santa Marta (28° 40’ S, Santa Catarina). A baia de Sepetiba ¢ um ambiente raso, que funciona
como um estudrio parcialmente misturado em conjunto com a baia de Ilha Grande (BELO,
2003). Localizada no litoral sudoeste do Estado do Rio de Janeiro, entre os paralelos de 22°
53" e 23° 05' sul e os meridianos de 44° 01' e 43° 33' oeste, a baia de Sepetiba encontra-se
limitada ao norte e ao leste pelo continente, ao sul pela restinga da Marambaia e a oeste pela
baia de Ilha Grande. Possui cerca de 130 Km de linha de costa, espelho d'agua de 305 Km?,
com dimensdes de 25 Km no eixo leste-oeste ¢ 12,5 Km no norte-sul (SEMA, 1998).

A fazenda marinha da Associacdo de Maricultores de Mangaratiba (AMAR) localiza-
se na ponta da Passagem na ilha Guaiba em frente ao distrito sede do municipio de
Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro (Figura 17). A regido localiza-se sobre a linha
imagindria que separa as baias de Sepetiba e Ilha Grande.

Itagual

Mangaratiba

2585 |

Restinga da Marambaia

2Fpas

Oceano Atlantico

4440w 4340w

Figura 17. Baia de Sepetiba, litoral sul do estado do Rio de Janeiro, onde se localiza a Ilha Guaiba,
municipio de Mangaratiba. Assinalada com seta no mapa a ponta da Passagem onde localiza-se a fazenda
marinha da AMAR.
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Sobre a Plataforma Continental Sudeste (onde se localiza a regido da baia de Sepetiba)
encontram-se massas d’agua resultantes de uma mistura de: Agua Tropical’ (AT), Agua
Central do Atlantico Sul’ (ACAS) e Agua Costeira® (AC) (CASTRO; MIRANDA, 1998 apud
OLIVEIRA, 2006). A Corrente do Brasil (CB) exerce grande influéncia na Plataforma
Continental Sudeste e Sul, principalmente em sua por¢do mais externa, transportando a AT
até a isoterma de 20°C onde se encontra com a Corrente das Malvinas (CM), formando a
Zona de Confluéncia Brasil-Malvinas (ZCBM), entre as latitudes de 36-39° S (SOUZA;
ROBINSON, 2004). Durante o verdo a CB extende sua influéncia at¢ a Plataforma
Continental Sul e recuando no outono/inverno até a latitude de 24°S. Logo, para a baia de
Sepetiba a CB exerce influéncia ao longo de todo o ano.

Stevenson et alii (1998) demonstraram que durante situagdes excepcionais no inverno
(passagens de sistemas frontais) aguas tipicas de sistemas temperados podem chegar até a baia
de Sepetiba. Tal fato foi demonstrado pela presenca de taxons indicadores de aguas da
plataforma Argentina, que sofreram advec¢do em direcdo ao norte através da parte interna da
plataforma continental até cerca de 22°S. Souza; Robinson (2004) relataram que recentes
trabalhos tem associado a chegada de dguas frias e menos salinas da ZCBM em latitudes mais
baixas durante o inverno a sistemas frontais e a Oscilacao Sul “El Nino”.

A baia de Sepetiba ¢ um sistema estuarino, recebendo aporte de dguas doces dos rios
de sua bacia hidrografica e dgua salgada do oceano Atlantico, através de duas passagens que
os interligam. Sua bacia hidrografica possui cerca de 2 617 Km?, abrangendo 12 municipios,
onde se encontram areas de expansao urbana e industrial da cidade do Rio de Janeiro e areas
cobertas por vegetacdo de mata Atlantica. Essa ocupacdo do solo diferenciada reflete-se na
qualidade da 4gua doce que chega a baia de Sepetiba (SEMA, 1998).

Uma regido hidrografica apresenta caracteristicas tipicamente serranas (serra do Mar,
na area III e II da baia), com cursos d'dgua de menor volume (rios Grande, Ingaiba, do Bagre
e Sai), que drenam 4reas menos povoadas e com pouca, ou nenhuma, atividade industrial. A
outra regido hidrografica apresenta rios com volume d'agua mais expressivos (rios Guandu, da
Guarda, Guandu-Mirim e canal do Itd) que drenam areas densamente povoadas, sem
saneamento bdsico, e com intensa atividade industrial (area I da baia) fonte de polui¢ao
principalmente por metais toxicos. Outros rios, menos expressivos (Piraqué, Portinho,
Mazomba ¢ Engenho Novo), embora drenem areas menos populosas, desdguam em partes da
baia onde a circulacdo ¢ restrita, ou seja, com taxa de renovacdo de aguas muito baixas
resultando em degradacdo ambiental por carga organica (extremo leste da area I da baia).

O contato com o oceano Atlantico dé-se principalmente a oeste, na entrada da baia,
entre as ilhas de Itacurugd e Jaguanum e a ponta da Pombeba (na restinga da Marambaia).
Nessa regido encontram-se as maiores profundidades, entre 24 e 31 metros. Em menor
propor¢do, em virtude das pequenas profundidades, no extremo leste da restinga da
Marambaia, na regido de barra de Guaratiba, encontra-se a outra comunicacio da baia com o
oceano.

A profundidade média das dguas da baia de Sepetiba encontra-se em torno de 7,7
metros sendo que, aproximadamente, 50% de sua area possui profundidades inferiores a 6
metros (SEMADS, 2001). Outra area de maiores profundidades ¢ o canal central, utilizado
para navegacdo do Porto de Itaguai. O volume médio de suas dguas foi estimado em 2,9 x10°

3 . . . : , :
m’. Como corpo d'dgua semifechado, a baia de Sepetiba apresenta dguas salinas e salobras,

* Quente (T > 20°C) e salina (> 36,4), transportada na camada superficial da CB (0-200m de profundidade);

> Relativamente fria (T <20°C) e menos salina (< 36,4), transportada pela CB entre 200-500 de profundidade;
6 Resultante da mistura da AT, ACAS com o aporte fluvial. Caracterizada por temperaturas elevadas e baixa
salinidade.
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onde o rio Sao Francisco e o Piracdo t€m influéncia significativa na distribui¢ao da salinidade
dentro da baia, sendo que nas areas costeira e no fundo da baia a salinidade ¢ inferior a 30. Na
parte central e nas dreas mais expostas ao oceano Atlantico a salinidade varia entre 30 ¢ 34
(SEMADS, 2001).

A circulagdo das aguas, no interior da baia, realiza-se principalmente pela acdo da
onda de maré¢, mas também sendo influenciada pela batimetria, morfologia (do fundo e da
costa), regime de ventos e pelo aporte de d4gua doce. A amplitude média da maré, em situagao
de sizigia ¢ de 1,1 metros e, em situacdo de quadratura de 0,3 metros. O sistema de maré ¢ o
semidiurno, com desigualdade diurna, ou seja, ocorréncia de duas preamares e de duas baixa-
mares, em um periodo de 24h, porém com amplitudes diferentes. O padrdo de circulagdo
caracteriza-se pelo pequeno tempo de residéncia (4,17 dias) e auséncia de estratificacdo
(grande mistura da coluna d'agua) (SEMADS, 2001).

Portanto a baia de Sepetiba pode ser dividida em trés areas (SEMA, 1998):Area I -
Compreende a regido costeira desde a barra de Guaratiba até a ilha da Madeira. Nessa area
encontram-se as menores profundidades, com correntes de maré menos intensas, sedimentos
de fundo predominantemente argilo-siltosos (caracteristicos de ambientes de baixa energia),
grande influéncia de dguas continentais. Principalmente no trecho entre a ilha da Madeira e o
canal do Ita, chega a baia 63,7% da carga organica total (69.920 Kg DBO.dia™"), oriunda de
esgotos domésticos. A porgdo localizada a leste do canal do Itd recebe cerca de 34,7% da
carga orginica total da baia. Area II - Regifo localizada entre a costa oeste da ilha da
Madeira e da costa oeste da ilha de Jaguanum. Aqui, encontram-se as maiores profundidades,
consequentemente correntes de maré mais intensas, sedimentos de fundo com valores
equivalentes de areia e argilo-siltosos (caracteristico de balango de energia). E uma area de
transi¢do onde ha maior mistura da 4gua costeira com a que chega da plataforma. Area III -
Situada a partir da costa oeste da ilha de Jaguanum. Predominio de sedimentos grossos (area
de alta energia), principalmente areia, caracterizando forte influéncia ocednica. As éreas Il e
IIT juntas contribuem com apenas 1,6% da carga organica total diaria para a baia de Sepetiba.

3.2 Coleta

3.2.1 Das microalgas

Mensalmente, durante um ano, a comunidade fitoplanctonica foi coletada utilizando-se
uma garrafa Van-Dorn (Alfakit, capacidade de 2L), a cada metro ao longo de uma coluna
d’agua de 8 metros de profundidade, segundo definido conjuntamente com a Dr®. Beatriz
Reguera (comunicagdo pessoal’). Como as espécies procuradas sdo caracateristicas de
ambientes neritico e oceanico as coletas ocorriam sempre na preamar. Um litro de agua do
mar era mensurado em uma proveta graduada e passado através de uma rede de plancton
(Alfakit, 30 cm de boca, 1 metro de comprimento, malha de 20um) para a coleta da fragao do
microfitoplancton e para concentrar a amostra em um volume de 100ml. As amostras foram
acondicionadas em frascos plasticos foscos, com bartoque, identificadas e fixadas com
formaldeido para posterior identificagdo e contagem das espécies dos dinoflagelados de
interesse. As coletas foram realizadas em embarcacao cedida pelo maricultor Lucio Gualaudi
Silva e viabilizada pela Secretaria de Agricultura, Pesca e Meio Ambiente da Prefeitura
Municipal de Mangaratiba e pela Associacdo dos Maricultores de Mangaratiba.

7 Pesquisadora do Instituto Oceanografico Espanhol, Vigo, Pontevedra, Galicia. Em janeiro de 2007.
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3.2.2 Das variaveis oceanograficas

Ao longo do mesmo perfil de 8 metros a temperatura foi mensurada através de
termOmetro acoplado a garrafa Van-Dorn, a salinidade obtida pelo uso do refratdometro
portatil UNITY (RTS-101ATC), a profundidade Secchi mensurada com disco de Secchi. Os
parametros climatolégicos (precipitagdo média, intensidade e dire¢do média do vento) foram
gentilmente cedidas pela Estagdo Meteorologica da Cia. Vale localizada na ilha Guaiba.

3.3 Identificagdo e Quantificacdo de Dinophysis

Foram observadas 5 aliquotas de 20ml de cada amostra coletada, perfazendo um total
de 100ml analisado por amostra. As aliquotas foram depositadas em camaras de sedimentag¢ao
Uthermdl (Fleming), cobertas com laminula e observadas sob microscopio optico invertido
NIKON Eclipse TS100. Como as microalgas de interesse apresentam ocorréncia rara, foi
contada toda a camara de sedimenta¢do em aumento de 100x. Os exemplares de Dinophysis
foram fotografados com maquina digital KODAC EasyShare (CX7430) nos aumentos de 100,
200 e 400x em microscopia de campo claro e contraste de fase. A identifica¢do foi baseada
em analise morfométrica, uma vez que a tabulacdo de Dinophysis é constante em nivel de
género. O material de referéncia utilizado na identificagdo foi Taylor et alii (1995),
Steidinger; Tangem (1997), Balech (2002) e Raho et alii (2008).

3.4 Analise Estatistica

Foi realizada analise de variancia bi-fatorial (bem como testes de normalidade e
homogeneidade das variancias) para verificar se houve diferenca significativa na densidade
celular de Dinophysis nas diferentes profundidades amostradas, em relagdo a diferentes
épocas do ano (outono, inverno, primavera e verdo). E também se a variagdo na ocorréncia
das microalgas com a profundidade esta relacionada a estagdo do ano com auxilio do
programa GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, 1992-2007).

A dominancia de uma determinada espécie de Dinophysis em fungdo do tempo foi
calculada através de analise de classificagdo (Cluster) efetuada com o programa Fitopac v1.6
(SHEPHERD, 2004). Para verificar a relagdo existente entre as espécies de Dinophysis e os
parametros oceanograficos e climatologicos disponiveis foi realizada anélise multivariada
(Analise de Redundancia Candnica) no programa CANOCO for Windows. Analise
empregada foi uma andlise de Redundancia candnica (RDA), usando uma matriz de varidveis
faunisticas (dinoflagelados) e de variaveis previsoras (ambientais ou abidticos). A analise de
Redundancia Canoénica parte da premissa de que as relagdes entre as distribui¢des de
organismos (no caso, representadas pela matriz de ocorréncias de dinoflagelados) e o
ambiente (as variaveis fisicas) seguem um modelo linear de resposta.

Nesta analise também foi utilizada a matriz transformada de concentragdes de
dinoflagelados. Executada no programa CANOCO for Windows. Como a analise baseia-se
em distancias euclidianas entre os objetos (amostras), que serdo calculadas através da matriz
transformada, na realidade ela utilizou-se da distdncia de Hellinger. Significancia das
variaveis previsoras (correlagdo fauna x variavel fisica) é testada através de modelos de
permutacdo de Monte Carlo (9999 permutacdes), através de rotina do CANOCO. Varidveis
significativas foram selecionadas para o modelo final. Nao significativas foram excluidas.
Todas as amostras que apresentaram valores nulos foram excluidas das analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Identificacido das Espécies
Foram identificadas seis espécies de Dinophysis na area de estudo. As células que se

apresentaram em visao dorsal foram tipadas como Dinophysis spp. apenas.

4.1.1 Dinophysis acuminata (Claparéde & Lachmann 1859)

Figura 18. Dinophysis acuminata exemplares de verfo (dezembro de 2007),
fotomicrografias em aumento de 400x. A) Variedade acuminata em microscopia
de contrastes de fase, em evidéncia os trés espinhos da aleta sulcal esquerda (R,
R, e Rj3); B) Variedade lachmani em microscopia de campo claro, em detalhe
vacuolos alimentares e n (nGcleo); C) Variedade lachmani, teca vazia
evidenciando a ornamentagdo regular da hipoteca com auréolas, microscopia de
campo claro; D) Variedade lachmani, detalhe da regido antapical retilinea na
porg¢ao ventral. Fotos da autora.

Sindnimos: Dinophysis borealis Paulsen 1949; Dinophysis lachmanni Paulsen 1949;
Dinophysis boehmii Paulsen 1949; D. acuminata var. granulata? Jorgensen; D. simplex B6hm
Tamanho: Pequeno a mediano (38-58 pm).

Forma: Eliptica ou oval. Largura maxima da célula encontra-se no ponto médio do
comprimento maximo.

Epiteca: Pequena, em geral plana, ligeiramente convexa e baixa. Nao foi visivel quando a
célula encontra-se em visdo lateral.

Hipoteca: Corresponde a maior parte da célula. Regido antapical levemente convexa, com a
porcao ventral retilinea (Figura 18, D). A regido antapical ¢ arredondada podendo apresentar
de 2 a 4 nodulos (ndo encontrados nos exemplares analisados). A superficie da hipoteca tipo
E, apresentou-se coberta por pequenas auréolas circulares com poros em quase todas (Figura
18, C).

Aletas: Aleta cingular anterior sem raios. Aleta sulcal esquerda bastante curta (em relacdo a
hipoteca, localizada a cerca de 2/3 do comprimento maximo da hipoteca), com trés raios
pequenos (Figura 18, A). Aleta sulcal direita termina na altura da por¢ao media entre R; e Rs.
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A espécie apresentou grande variabilidade morfologica ao longo do periodo analisado.
Na primavera e verdo pode-se observar células bem desenvolvidas, repletas de vacuolos,
provavelmente alimentares (Figura 18, B). Ao longo do outono e do inverno as células
apresentaram menor largura, embora exemplares repletos de vactiolos também pudessem ser
encontrados (Figura 19). D. acuminata ¢ mixotrofica e pode, além de efetuar fotossintese, se
alimentar de protozoarios ciliados como Myrionecta rubra. Nessa circunstancia o contetido
citoplasmatico do protozoario ¢ ‘sugado’ através de um pedunculo alimentar, que se extende a
partir da regido sulcal do dinoflagelado, e ¢ armazenado em vactolos alimentares da
microalga, conforme evidenciado no primeiro relato de cultivo para essa espécie (PARK et
alii, 2006).

Figura 19. Dinophysis acuminata variedade lachmani, exemplares de inverno (julho
de 2007), fotomicrografias em aumento de 400x. A) Célula em contraste de fase; B)
Microscopia de campo claro evidenciando os trés espinho (R;, R, e R;) da aleta sulcal
esquerda; C) e D) a mesma célula em campo claro e contraste de fase, em evidéncia
vacuolos alimentares. Fotos da autora.

A espécie possui ampla distribui¢do latitudinal (macroescala) e ocorre principalmente
em aguas temperadas e frias dos oceanos Indico, Pacifico (Chile, Japdo, Tasmania, Nova
Zelandia) e Atlantico (Uruguai, Argentina e Africa do Sul e toda a costa européia). Também
ha relatos para os mares Mediterraneo e Adriatico (REGUERA, 2003).

Em aguas brasileiras ha relatos da presenca de D. acuminata na regido sudeste para o
litoral do Rio de Janeiro nas baias de Sepetiba (VIANNA, 2003; FERREIRA, 2004), Ilha
Grande (LOURENCO, et alii 2007; MARINE, 2007) e Guanabara (BARBOZA, 1997;
VILLAC; TENENBAUM, 2001); em S@o Paulo (VILLAC et alli, 2008; MOSER et alii,
2009) e no Espirito Santo (BASTOS; GARCIA, 2005). Na regido sul a espécie foi relatada no
Parana (MAFRA-JUNIOR et alii, 2006; MACEDO, 2007), em Santa Catarina (SCHIMIT;
PROENCA, 2000; PROENCA, 2004; PROENCA, 2007) e no Rio Grande do Sul (PERSICH;
GARCIA, 2003; FUJITA; ODEBRECHT, 2007; BASTOS, 2009a). Abundante em aguas
costeiras, especialmente em areas eutroficas (TAYLOR et al., 1995).
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4.1.2 Dinophysis caudata (Saville-Kent 1881)

Figura 20. Dinophysis caudata. Célula em visdo lateral (valva esquerda),
microscopia de campo claro aumento de 200x. Detalhes taxonomicos: aca,
aleta cingular anterior em forma de funil; seta, projecdo antapical ventral.

Sindnimo: Dinophysis homunculus Stein 1883

Tamanho: Grande (70-110 um). Normalmente menor que 105um.

Forma: Apresenta na hipoteca apéndice em forma de cauda, bem definido e robusto, com
espessura variavel.

Aletas: Aleta cingular anterior com raios finos (Figura 20, aca). Aleta esquerda grande e
esculpida, com trés raios bem visiveis (Figura 20, R;, R; e R3).

Epiteca: Baixa e achatada.

Hipoteca: Aproximadamente retilinea no inicio da regido dorsal; na por¢do final da regidao
dorsal suavemente convexa. Regido ventral retilinea, ao término da aleta sulcal esquerda a
hipoteca apresenta angulagcdo de quase 90° em dire¢do ao antapex. Apresenta apéndice em
forma de cauda na por¢do ventral da regido antapical (Figura 20, marcagdo com seta).
Distribuicdo: Espécie euritérmica e eurihalina. Predominantemente neritica ¢ de aguas
quentes.

Presente no litoral do Rio de Janeiro (VIANNA, 2003; FERREIRA, 2004), do Espirito
Santo (BASTOS; GARCIA, 2005) e em Sao Paulo (VILLAC et alli, 2008). Para a regido sul
encontrada no Parana (MACEDO, 2007), Santa Catarina (PROENCA, 2004) e no Rio Grande
do Sul (PERSICH; GARCIA, 2003; FUJITA; ODEBRECHT, 2007; BASTOS, 2009c).
Também relatada para a regiao nordeste, no litoral de Pernambuco (ESKINASI-LECA et alii,
1972).
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4.1.3 Dinophysis fortii (Pavillard 1923)

Figura 21. Dinophysis fortii exemplares de vergo, fotomicrografias em aumento
de 400x. A) células pareadas, recém divididas em contraste de fase, de fevereiro,
no detalhe por¢do final da aleta sulcal esquerda herdada pela célula filha; B) as
mesmas células pareadas, recém divididas em microscopia de campo claro; C)
exemplar de fevereiro; D) exemplar de dezembro, no detalhe regido ventral
retilinea. Fotos da autora.

Sindnimos: Dinophysis intermedia Pavillard 1916, Dinophysis ovum Schiitt sensu Martin
1929
Tamanho: Médio (60-80 pum).
Forma: Célula sub-ovalada.
Aletas: Aleta cingular anterior sem raios. Aleta sulcal esquerda grande (cerca de 4/5 da
hipoteca) com trés espinhos. Na figura 21 (item B), vemos apenas dois espinhos porque a
porc¢ao final da aleta sulcal esquerda foi herdada pela outra célula filha.
Epiteca: Achatada e ndo visivel com a célula em visdo valvar.
Hipoteca: Regido ventral reta até a base do terceiro raio da aleta sulcal esquerda. Regido
dorsal suavemente convexa. Regido antapical ampla e arredondada. Parte mais larga da célula
localizada a cerca de 2/3 do comprimento total. Ornamentagdo da hipoteca do tipo E: com
auréolas hexagonais marcadas com poros.
Cloroplastos presentes.
Distribui¢iio: Aguas temperadas. E rara no sul do Brasil, mas frequente ao norte em aguas
mais quentes (BALECH, 2002). Segundo Reguera (2003) espécie neritica e oceanica. Possui
ampla distribui¢do em mares temperados e frios (Pacifico: Japdo, Austrdlia, Tasmania,
Califérnia; Atlantico: Brasil e peninsula Ibérica; Meditarraneo).

Encontrada no Rio de Janeiro na baia de Sepetiba (FERREIRA, 2004) e na baia de
Ilha Grande (MARINE, 2007). Também no Rio Grande do Sul (BASTOS, 2009f).
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4.1.4 Dinophysis ovum (Schiitt 1895)

Figura 22. Dinophysis cf. ovum, setas indicam areas de convexidade na regido
ventral e antapical, linhas tracejadas a parte mais larga da célula na altura de Rj.
Exemplares de verdo. A) Fotomicrografia em contraste de fase no aumento de
400x; B) Fotomicrografia em campo claro no aumento de 200x; C) Fotomicrografia
em contraste de fase no aumento de 400x; D) Microscopias em campo claro,
aumento de 400x. Fotos da autora.

Tamanho: pequeno, comprimento de 44-62um e largura de 38-45um.

Forma: Em visdo lateral apresenta forma ovalada, mais regular que D. acuminata. Mais
estreita na regido apical do que na antapical.

Aletas: Aletas cingulares ndo possuem raios. Aleta sulcal direita apresenta contorno suave e
termina na base do segundo raio (R;) da aleta sulcal esquerda.

Epiteca: Pequena, ndo visivel quando a célula posiciona-se lateralmente.

Hipoteca: Contorno da regido ventral até o terceiro raio ¢ suavemente convexo (enquanto que
em D. acuminta é anguloso). A partir do terceiro raio da aleta sulcal esquerda o contorno é
aproximadamente arredondado. A regido dorsal é acentuadamente mais convexa que a regiao
ventral. A por¢do mais larga da célula da-se na altura do terceiro raio da aleta sulcal esquerda
(R3) ou um pouco mais abaixo (Figura 22, linhas tracejadas em A, C e D). Teca ornamentada
com auréolas.

Distribuicdo: Espécie tipica de aguas subtropicais quentes. Encontrada nos mares
Mediterraneo, Adriatico e no oceano Atlantico (costa inglesa e espanhola), segundo Raho et
alii (2008).

Possui plastidios de coloragao dourada.

Nao foram encontrados relatos anteriores para essa espécie no litoral brasileiro.

Essa espécie encontra-se relacionada ao ‘complexo Dinophysis acuminata’, ou seja,
faz parte de um conjunto de espécies com morfologia muito semelhante a D. acuminata e que
comumente s3o identificadas equivocadamente. Tais espécies (D. ovum, D. sacculus, por
exemplo) geralmente ocorrem em populacdes muito reduzidas, o que dificulta mais ainda sua
identificacao. Na maioria das vezes ocorrem como espécies cripticas.

45



4.1.5 Dinophysis tripos (Gourret 1883)

Figura 23. Dinophysis tripos, exemplares de primavera, fotomicrografias em
aumento de 200x. A) Célula recém-dividida, microscopia de campo claro, em
detalhe a pequena aleta sulcal direita, notar que a microalga possui apenas a
porcdo final da aleta sulcal esquerda; B) Célula recém-dividida, porgdo final da
aleta sulcal esquerda regenerada, porém ainda sem reticulagdo, assinalados os
trés grandes espinhos que sustentam a aleta, seta assinala a aleta cingular
anterior, com seus raios. Fotos da autora.

Tamanho: Grande (90-125 um).
Forma: Possui duas projegdes antapicais alongadas, uma anterior curta (ventral) e outra
posterior (dorsal) mais longa.
Aletas: Aleta cingular anterior com muitas estrias (Figura 23, B), formando um funil com
uma pequena epiteca no fundo. Aleta sulcal esquerda longa, podendo chegar até a base da
projecdo posterior (ventral), com os trés raios bem evidentes (Figura 23, B). Aleta sulcal
direita pequena.
Epiteca: De tamanho pequeno, retilinea. Nao ¢ visivel lateralmente.
Hipoteca: Apresenta grande tamanho. Inicialmente a regido dorsal ¢ concava e depois se
torna suavemente convexa. Apresenta na regido antapical duas proje¢des bem evidentes: uma
dorsal, de menor tamanho, e outra ventral muito bem desenvolvida (Figura 24). Deve-se ter
cuidado ao observar a projecao dorsal, pois se o morfotipo a apresentar muito reduzida pode
ser confundido com D. caudata.
Distribui¢iio: Aguas temperadas e tropicais, ocasionalmente em aguas frias. Presente no sul
do Brasil (BALECH, 1988 citado por BALECH, 2002).

Encontrada na baia de Sepetiba (VIANNA, 2003; FERREIRA, 2004) e na baia de Ilha
Grande (MARINE, 2007). Presente em Sao Paulo (MOSER et alii, 2005; VILLAC et alli,
2008).
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Figura 24. Dinophysis tripos exemplares de verdo, fotomicrografias em campo
claro, aumento de 200x. Fotos da autora.

4.1.6 Dinophysis rotundata (Claparéde & Lachmann 1859)

Figura 25. Dinophysis rotundata fotomicrografias em aumento de 400x. A) exemplar
de outono, célula plena de vacliolos alimentares; B) exemplar de inverno; C)
exemplar de primavera; D) exemplar de verdo, presenca de vacuolos alimentares
porém menos evidentes. Todas as fotomicrografias em campo claro exceto B)
contraste de fase. Notar em todas as fotos a epiteca convexa. Fotos da autora.

Sindnimo: Phalacroma rotundatum (Claparéde & Lachmann) Kofoid & Michener 1911;
Dinophysis whittingae Balech, 1971.
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Tamanho: De pequena a mediana (36-56 um).

Forma: Eliptica, quase circular (Figura 25).

Epiteca: Embora baixa, ¢ nitidamente convexa e mais alta que das outras espécies.

Hipoteca: Ornamentagdo do tipo A: auréolas pequenas com poros em um de cada 5-10
auréolas. A largura maxima a hipoteca encontra-se na altura entre o segundo e o terceiro raio
da aleta sulcal esquerda.

Aletas: Aletas cingulares lisas e quase horizontais. Aleta sulcal estreita, com trés raios (o
segundo localizado bem préximo ao primeiro).

Auséncia de cloroplastos.

Essa espécie foi a primeira onde observou-se o processo de mizocitose, isto ¢, a
capacidade apresentada por D. rotundata de alimentar-se predando um ciliado (Tiarina fusus)
através de pedunculo alimentar (HANSEN, 1991). Nessa situagdo a microalga mostra-se
plena de vactiolos alimentares, repletos do contetido citoplasmatico do ciliado.

Presente em na baia de Sepetiba, Rio de Janeiro (FERREIRA, 2004). Também descrita
para o litoral de Sao Paulo (VILLAC et alli, 2008).

4.2 Distribui¢cdo Espacial e Temporal de D. acuminata

Dinophysis acuminata foi a espécie mais frequente e abundante do género Dinophysis
ao longo de todo o periodo estudado na ilha Guaiba. Tal fato encontrou-se de acordo com o ja
relatado por Ferreira (2004) para a mesma regido, no periodo de primavera e verdo de
2003/2004. Vianna (2003) também relatou a espécie como tendo a maior abundancia relativa
(em relagdo ao género Dinophysis) na mesma regido na primavera de 2001 ¢ no outono de
2002.

Ainda para o litoral do Rio de Janeiro a espécie ja foi encontrada na baia de Ilha
Grande, porém em abundancia tdo baixa tanto, no outono de 2004, que a espécie somente foi
detectada em amostras concentradas de rede, ocorrendo em abundancias abaixo do limite de
detecgdo para a garrafa van-dorn (LOURENCO et alii, 2007). Foi modificada a metodologia
de coleta e na primavera/verao de 2006 Mariné (2007), com auxilio de bomba submersa
conseguiu, em amostra concentrada de 90 litros de agua do mar, quantificar D. acuminata em
<10 células.21.

Para o estado de Sao Paulo a espécie foi relatada por Villac et alii (2008) em um
trabalho que compilou registros do fitoplancton de todo o litoral paulista nos ultimos 100
anos; no entanto ndo ha registros acerca da frequencia e abundancia desta espécie, apenas foi
relatada sua presenca. MOSER et alii (2009) em estudo realizado na baia de Santos focando
microalgas nocivas encontraram incremento na populagdo de Dinophysis cf. acuminata por
ocasido de um grande aporte pluvial continental que intensificou a condigdo de baixa mistura
turbulenta da coluna d’agua.

Para o sul do Brasil D. acuminata encontra-se relatada como a principal espécie do
género no estado de Santa Catarina, tendo inclusive formado intensa floragdo pela primeira
vez em aguas brasileiras em janeiro de 2007 (PROENCA et alii, 2007). No Rio Grande do Sul
D. acuminata foi associada a mortandade de organismos bentonicos (PERSICH; GARCIA,
2003) e foi encontrada em amostras de primavera e verdo na lagoa dos Patos (FUJITA;
ODEBRECHT, 2007), novamente ndo foram relatadas informagdes pertinentes a sua
abundancia e frequéncia apenas a presenca.

A espécie ¢ a mais amplamente difundida do género Dinophysis, sendo encontrada
desde aguas do Atlantico norte: na Noruega e Finlandia (SETALA et alii, 2005), ¢ a mais
abundante na costa ocidental da Europa (KAT, 1983; JOHANSSON et alii, 1996;
REGUERA, 2002; KLOPPER et alii, 2003; XIE et alii, 2007; RAHO et alii, 2008) e também
na América do Norte (CEMBELLA, 1989); no mar Mediterraineo (KOUKARAS;
NIKOLAIDIS, 2004; AUBRY et alii, 2005; MARASOVIC et alii, 2007; REIZOUPOLOU et
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alii, 2008), ocorre em todo o cone sul americano (BALECH, 2002; BLANCO et alii, 2007b),
na Nova Zelandia (BURNS; MITCHEL, 1982; MACKENZIE et alii, 2005), no mar Branco
da Russia (VERSHININ et alii, 2006), na China (LIU; MINGJIANG, 2004; LU; RODGKISS,
2004) e no Japao (HOSHIALI et alii 2002; NISHITANI et alii, 2002; NISHITANI et alii, 2005;
ADACHI et alii, 2008).

A andlise de varidncia realizada para verificar se houve diferenca significativa na
densidade de Dinophysis acuminata ao longo de cada metro da coluna dagua (de 8 metros de
profundidade) revelou a existéncia apenas de dois estratos: 0 a 4 metros e abaixo de 4 metros.
Tal fato coincidiu com observagdes realizadas em campo que sugeriram a presenca de maior
acao hidrodinamica da corrente de maré em torno dos 4 metros de profundidade (dados nao
apresentados na tese). Dentro de cada um desses estratos ndo houve diferenca significativa na
densidade dos individuos amostrados por litro de 4gua do mar (Figura 26).

A variagdo na ocorréncia de D. acuminata foi significativa em relagdo a estagdo do
ano (p<0.0001) e constituiu a principal fonte de variabilidade (49,05% da variancia dos
dados). A diferenca entre o Verdo e demais estacdes foi significativa (p<0,001). A diferenca
entre as demais estacdes, entretanto, ndo foi significativa.

Dinophysis acuminata
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Figura 26. Variagdo da densidade celular de Dinophysis acuminata em relagdo a
profundidade (estratos) e as estagdes do ano. Dados transformados.

Dinophysis acuminata apresentou maiores densidades celulares (densidade média para
a estacdo do ano) no estrato de 0-4 metros no inverno (63 células.l'), na primavera (46
células.I") e no verdo (297 células.I”) do que para o estrato >4metros: 33 células.I”, 12
células.]™ e 160 células.I”, inverno, primavera e verdo respectivamente. Apenas para 0 outono
o estrato >4 metros apresentou-se com maior abunddncia com 57 células.I”, contra 24
células.]” para o estrato 0-4 metros.

No entanto somente durante o verdo houve diferenga significativa na abundancia para
os diferentes estratos. Para as demais estagdes as diferengas ndo foram significativas
estatisticamente. Tais dados significam que D. acuminata apresentou maior abundancia no
estrato superior da coluna dagua durante o verdo (Dezembro com 192 células, Janeiro com
343 células e Fevereiro com 355 células por litro de 4gua do mar) do que no estrato inferior
(Dezembro com 78 células, Janeiro com 243 células e Fevereiro com 160 células por litro de
agua do mar).
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E que D. acuminata foi capaz apenas apresentar distribui¢do diferenciada em relagao a
profundidade durante o verdo, sendo mais abundante no estrato superior da coluna d’agua.
Nas demais estagdes do ano essa diferenga na abundancia ndo foi significativa
estatisticamente. A variacdo decorrente da profundidade foi responsavel por 3,35% da
variancia total dos dados (p=0.0118). A interacdo entre ambos os fatores (variagdo entre
estratos relacionada a estacdo do ano) ndo foi significativa (p=0.07), tendo sido responséavel
por 3,7% da variancia total dos dados.

No estrato de 0-4m o valor maximo de abundancia relativa encontrado ocorreu durante
o verdo, no més de fevereiro, e foi de 355 células.l’ (Tabela 01), valor considerado na
literatura como uma abundancia baixa (LINDHAL et alii, 2007). O valor minimo ocorreu na
primavera, no més de outubro, com abundancia relativa de 8 células.]”. Para o estrato de >4m
o valor maximo de abundancia também ocorreu no verdo, no més de janeiro, com 243
células.]”. E o valor minimo foi de 3 células.]”, na primavera (més de novembro). A espécie
ndo foi detectada nos meses de margo e outubro para este estrato (Figura 27).

O verdo tem sido relatado como a estagdo do ano que propicia incremento a
populagdes dessa espécie de dinoflagelado em mares de todo o mundo. Normalmente na baia
de Ise (Japao) D. acuminata ocorre no verdo em densidades de 300 células por litro de agua
do mar (NISHITANI et alii, 2005). Na Grécia as abundancias relativas comumente registradas
para a espécie oscilam em torno de 300-600 células.I’ (KOUKARAS; NIKOLAIDIS, 2004).

Altas abundancias também foram registradas no verdo: no Japio 4200 células.l”
(NISHITANI et alii, 2005), no mar do Norte na costa germanica exibindo mais de 4000
células.]” (KLOPPER et alii, 2003), na costa da Grécia com 5000 células.]’ (KOUKARAS;
NIKOLAIDIS, 2004). No Brasil ja foram relatadas 4600 células.]”" para o litoral do Parana
(MAFRA-JR et alii, 20006).

Tabela 01. Distribuicdo e abundancia de Dinophysis acuminata. Comparagdo entre resultados encontrados pelo
presente trabalho (FERREIRA, 2009) e registros da literatura consultada.

Baixa abundAncia relativa: centenas de células.l”

Autores Ferreira, 2009 Delmas et alii, 1992 Nishitani et alii, 2005  Koukaras; Nikolaidis,
(in shore) 2004
Densidade celular 355 células.]” 400 células.l” 300 células.]”! 300-600 células.l”
Estacio verao verao verao verao
Profundidade 0-4 metros - 0-3 metros -
AT 2-3°C - - -
Local ITha Guaiba, RJ Franca Baia de Ise, Japao Mar de Termaikos,
Brasil Grécia

Altas abundancias relativas: milhares de células.I!

Autores Mafra-Jr et alii, Delmas et alii, 1992 Kloper et alii, 2003 Koukaras; Nikolaidis,
2006 (offshore) 2004
Densidade celular 4600 células.]” 1500 células.1” 4000 células.]” 5000 células.]”

Estacio verao verdao verao verao
Profundidade - 10-15 metros - -
AT - 3,5-5°C - -

Local Parana, Brasil Franca Mar do Norte, Mar de Termaikos,
Alemanha Grécia
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Continuacdo da Tabela 01.

Floracées: dezenas de centenas de células.l”

Autores Proenga et alii, Setild et alii, 2005 Hoshiai et alii, 2002 Koukaras; Nikolaidis,
2007 2004
Densidade celular 52000 células.I” 18000 células.l” 88000 células.]” 85400 células.]”’
Estacio verao verao verao verao
Profundidade - 77 metros - -
AT - - - -
Local Santa Catarina, Mar Baltico, Finlandia Japao Mar de Termaikos,
Brasil Grécia

- Auséncia de informacdo na literatura consultada.

Embora floragdes de Dinophysis spp. sejam eventos raros, o verdo ¢ o periodo mais
propenso a sua ocorréncia. Por exemplo, floragdes de D. acuminata foram relatadas para o
litoral do Japdo com 88000 células.I! (HOSHIAI et alii, 2002); na Grécia com 57000 ¢ 85400
células.I’’, tendo a Gltima floragao durado mais de 4 meses (KOUKARAS; NIKOLAIDIS,
2004); na Finlandia com 38000 células.]”" (LINDAHL et alii, 2007), na Australia com 20800
células.]’ (MADIGAN et alii, 2006). No Brasil, na costa de Santa Catarina recentemente
houve o primeiro relato de floragao para essa espécie de dinoflagelado (Proenca et alii, 2007).
Nesse evento a microalga apresentou densidade celular maxima de 52000 células por litro de
agua do mar, o maximo ja relatado para o litoral brasileiro.

Para as demais estacdes do ano relata-se que D. acuminata apresente densidade celular
muito baixa, como por exemplo, cerca de 40-120 células.]”’ para as 4guas da baja de
Termaykos, na Grécia (KOUKARAS; NIKOLAIDIS, 2004). Dados que encontram-se de
acordo com as baixas abundancias encontradas no presente trabalho para as estacdes de
outono, inverno e primavera (Figura 27).

Importante salientar que mesmo com a presenga de poucas centenas de células
Dinophysis podem produzir toxinas diarréicas suficientes para gerar casos de EDM
(REGUERA, 2002), conforme pode ser observado na costa germanica (KLOPER et alii,
2003). Quando a contagem de células chega ao patamar de 400 células por litro de dgua do
mar recomenda-se aumentar a frequéncia amostral e permanecer alerta para a ocorréncia de
uma floragdo. A adoc¢do de tal procedimento possibilitou a pronta e correta tomada de decisao
durante a floracdo de D. acuminata ocorrida no litoral catarinense em 2007, que evitou um
impacto das toxinas diarréicas para a satide publica na regido de maiores propor¢oes. O aleta
foi dado dia 17 de janeiro de 2007 e a floragdo ocorreu poucos dias ap6s, em 30 de janeiro.
Houve suspensdo da comercializagdo de moluscos, pois o bioensaio revelou a presenga de
toxinas diarréicas. Poucos casos foram relatados (cerca de 150) devido ao correto e rapido
procedimento adotado, lembrando que o surto ocorreu em uma 4rea turistica durante o
periodo de férias (PROENCA et alii op. Cit.).

Na literatura ha relatos de véarios trabalhos que demonstram a formacdo de
adensamentos de Dinophysis acuminata em uma determinada profundidade, geralmente em
colunas dagua submetidas a forte estabilidade, quer seja devido a um gradiente térmico (AT >
5° C) ou salino, e cuja estabilidade dure ao menos duas semanas (DELMAS et alii, 1992).

Nas Rias Baixas da Galicia Reguera et alii (1995) relataram a formagdo de
adensamento para outra espécie de Dinophysis, D. acuta, localizada sobre a termoclina
durante uma persistente floracdo desde o inicio do verdo até meados da primavera que atingiu
o maximo de 23000 células.]”’. Nessa mesma regido, durante o verdo D. acuminata atingiu o
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patamar de 2800 células.I”’, no estrato entre 0-5 metros de profundidade. Essa coluna d’4gua
encontrou-se submetida a fraca mistura turbulenta (mencionada na literatura consultada forte
como estratificagdo térmica).

Setild et alii (2005) relataram a formac¢do de um adensamento, localizado a 77 metros,
de D. acuminata em uma coluna d’agua de 120 metros de profundidade, submetida a
condigdes de baixa mistura turbulenta (citada na literatura como fortemente estratificada)
(termoclina sazonal localizada entre 17-20 metros) durante o verdo no mar Baltico, Finlandia.
Tal adensamento apresentou densidade celular de 18000 células. ™.

Por exemplo, no Japao D. acuminata costuma agregar-se na profundidade de 3 metros,
em uma coluna d’agua sujeita a condigdes de baixa mistura turbulenta (em fungdo da
temperatura) na baia de Matsuru, apresentando o maximo de densidade celular 708 células.l”
(NISHITANI et alii, 2002). Da mesma maneira na baia de Sepetiba (ambiente costeiro,
abrigado) observou-se comportamento semelhante onde D. acuminata apresentou maior
abundancia no estrato superior da coluna d’agua (0-4 metros).

Delmas et alii (1992) estudaram a distribui¢do vertical de D. acuminata em dois
locais: um costeiro (inshore) na isébata de 10 metros e outro localizado sobre a isobata de 50
metros (offshore). A maior abundancia foi observada no final da primavera. Poucas células
foram detectadas na esta¢do inshore enquanto que offshore foi observada a maior densidade
celular para a espécie (15 x 10° células por litro) entre 10-15 metros de profundidade.
Portanto a regido da termoclina, ao funcionar como uma barreira de densidade, tanto propicia
o acumulo de células sobre essa regido, quanto também propicia seu desenvolivento “in situ”
por ser uma regido rica em nutrientes (organicos e inorganicos) e provavelmente também rica
nas presas preferenciais de Dinophysis. Somente na estacdo offshore ocorreu baixa mistura
turbulenta (citada na literatura como estratificacdo da coluna d’4dgua) devido a forte gradiente
térmico (AT = 3,5 - 5,5° C). Na estagdo inshore as correntes de maré e a pouca profundidade
impediam a formacao da estratificacdo térmica, caracterizando essa estagdo como uma coluna
d’4agua submetida a intensa mistura turbulenta. O desenvolvimento dessa floragdo de D.
acuminata deu-se desde o final de abril (onde havia cerca de aproximadamente 400 células),
apresentou um incremento no inicio de maio (1000-5000 células) e culminou com o maximo
de densidade celular relatado para o final de maio. No inicio de junho fortes ventos romperam
a condicdo de estabilidade, ao misturar a coluna d’agua; como consequéncia a floracdo de
Dinophysis dispersou-se paulatinamente ao longo dos proximos dez dias nas estagdes
offshore.

Lindhal et alii (2007) compararam a densidade celular de D. acuminata em dois
diferentes fiordes, um costeiro e outro mais exposto a processos Offshore. O ambiente mais
costeiro apresentou, sempre entre o verdo e outono, densidades celulares baixas (< 300
células.I™"), atingindo um patamar méaximo de 1200 células.]”" no meio do outono. Porém no
fiorde mais exposto foram relatadas no verdo densidades celulares maiores, 2000 células
sobre a picnoclina e 6000-28000 células a 20 metros. No final do verdo houve floracdo com o
méaximo de 38000 células.!’ sobre a picnoclina. Foi relatado que D. acuminata
significativamente ocorreu em maiores densidades sobre a picnoclina se comparado as suas
densidades na superficie e no fundo.

Na ilha Guaiba, ambiente raso e costeiro, durante quase todo o ano a coluna d’agua
manteve-se isotérmica. Apenas no verdo apresentou suave gradiente térmico em dezembro
(AT = 3° C) em fevereiro (AT = 2° C), conforme visto na Figura 31. No entanto o AT nao foi
suficientemente alto e constante para caracterizar uma situagdo de mistura turbulenta baixa
(estratificagdo térmica conforme definido por Delmas et alii, 1992). Tanto que essa variavel
hidrolégica ndo contribuiu significativamente para o modelo multivariado resultante utilizado
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para explicar a influéncia dos fatores abioticos sobre os padrdes de distribuicao de
Dinophysis, na ilha Guaiba para o periodo estudado. Tao importante quanto a estabilidade da
coluna d’agua em relagdo a mistura turbulenta ¢ a duragdo dessa condicdo de estabilidade. Ao
longo dos meses de janeiro e fevereiro de 2008 sucessivos sistemas frontais, intensificados
por zonas de convergéncia subtropical, exerceram sua influéncia ao passarem pelo litoral sul
do estado do Rio de Janeiro. Dessa forma a duracdo minima das condi¢des de estabilidade, 2
semanas conforme o relatado por Delmas et alii (1992), ndo pode ser desenvolvida na regiao
estudada.

Tabela 02. Densidades celulares de Dinophysis acuminata ao longo da coluna d’agua e dos meses
amostrados. Valores em células.l”.

1m 2m 3m 4m Sm 6m 7m 8Sm
Dezembro 420 210 90 50 50 110 90 60
Janeiro 250 240 280 600 280 270 260 160
Fevereiro 260 650 180 330 180 150 150 160
Marg¢o 10 0 0 30 0 0 20 0
Abril SD 41 60 70 90 210 190 140
Maio 20 20 0 10 0 30 10 10
Junho 30 30 20 30 30 10 0 10
Julho 20 40 10 20 60 0 0 0
Agosto 170 130 30 230 150 140 0 0
Setembro 60 SD 30 0 70 30 10 20
Outubro 20 0 10 0 0 0 0 0
Novembro 220 80 50 40 0 0 10

Posteriormente para regides costeiras, descritas anteriormente em trabalhos
consultados como inshore, Delmas et alii (1993) propuseram que as populagdes de
Dinophysis desenvolvidas em mar aberto (em condigdes de estabilidade ja descritas em
Delmas et alii, 1992) seriam carreadas em direcdo a costa por correntes de mar¢.

Foi montado um experimento para a verificagdo da produgdo de toxinas diarréicas e
também realizadas todas as coletas de Perna perna concomitantes as coletas de fitoplancton.
O objetivo deste experimento era verificar a variagdo temporal da presenca do AO e buscar
sua relagdo com Dinophysis acuminata (anteriormente ja associada ao AO na ilha Guaiba por
Ferreira, 2004). Porém, por questdes operacionais ndo foi possivel atingir este objetivo.

Mas, conforme situacdo descrita por Kloper et alii (2003) mesmo em baixas
abundancias Dinophysys spp. oferecem perigo a satde publica. Dinophysis acuta esteve
presente em abundancia de 50 células ¢ D. norvegica em torno de 100 células por litro de
agua do mar e, mesmo assim, foram capazes de produzir uma concentragao de cerca de 140-
190 ng de toxinas diarréicas. g de glandula digestiva de molusco Mytilus edulis em junho de
2000 na costa da Alemanha.

53



Esse exemplo ilustra o relatado por Reguera (2002) que poucas centenas de
Dinophysis presentes em um litro de agua do mar podem produzir toxinas diarréicas em
quantidade suficiente para gerar casos de EDM, mesmo em baixas densidades celulares como
o verificado para a ilha Guaiba ao longo de 2007/2008 pelo presente trabalho. Tal fato foi
elucidado Lindahl et alii (2007) que verificaram o contetido intracelular de toxinas diarréicas
em diferentes popula¢des de D. acuminata e constataram que moluscos que se alimentaram de
cerca de 100 células de alto potencial toxigeno contaminaram-se da mesma maneira que
outros alimentados com 1500 células com baixo potencial toxigeno. Na Australia o Plano de
Manejo de Biotoxinas considera como Nivel de Alerta a ocorréncia de 1000 células de D.
acuminata por litro de agua do mar (BROWN; TURNBULL, 2008).

Dessa forma saliento a necessidade de que se continue a estudar Dinophysis spp. ndo
apenas em sua variacdo espacial e temporal na ilha Guaiba. Mas, sobretudo seu perfil
toxigeno e os fendmenos que ocorrem em mesoescala que, conforme amplamente relatado na
literatura, influenciam em sua distribui¢do para toda a regido sudeste e consequentemente para
o litoral sul do estado do Rio de Janeiro.

Fica registrada a situacdo potencial de perigo para a saude publica dos consumidores
de molusco em toda a regido. Como nao pode ser constatada a presenca das toxinas diarréicas
em moluscos cultivados na ilha Guaiba, reitero a necessidade da implementacdo de um
programa de monitoramento higiénico-sanitério no litoral sul do estado do Rio de Janeiro.

4.3 Distribuicio Espacial e Temporal das Demais Espécies de Dinophysis

D. fortii foi a segunda espécie mais abundante na ilha Guaiba durante o periodo
analisado (Figura 28). Ocorreu em todo o ano, exceto no més de junho e outubro de 2007. Foi
mais abundante durante os meses de verdo (58 células.I’ no estrato de 0-4 metros; 25
células.I! no estrato de >4 metros), uma abundéncia extremamente baixa se comparada a
literatura. Relatada anteriormente para o Rio de Janeiro na baia de Sepetiba (FERREIRA,
2004) e na baia de Ilha Grande (MARINE, 2007). Também j4 foi identificada no Rio Grande
do Sul (BASTOS, 2009f). Espécie tipicamente dominante no Japdao sozinha (IWASAKI,
1986) ou acompanhada por D. acuminata no Japao (NISHITANI et alii, 2002; ADACHI et
alii, 2008). E muito abundante no Japao, onde um maximo de 700 células foi detectado a 24
metros de profundidade; essa espécie foi a primeira a ser descrita como produtora de toxinas
diarréicas (YASSUMOTO, 1980). Hoshiai et alii (2003) relataram D. fortii como uma espécie
tipicamente ocednica que ¢ carreada pela corrente marinha quente Tushima para a regido
costeira do norte do Japao durante a primavera e o verdo; durante esse periodo sua abundancia
raramente excede 100 células por litro de dgua do mar. Na Europa também foi relatada
sempre em baixas abundincias, na Espanha (REGUERA et alii, 1995), na Grécia
(KOUKARAS; NIKOLAIDIS, 2004), Croacia (MARASOVIC et alii, 2007) ¢ no mar
Adriadtico (AUBRY et alii, 2000). Essa espécie produz intensas floragdes na costa do Japao e
foi a responsavel pelos eventos de envenenamento dirréico nesse pais (SUZUKI et alii, 1997).
Hallegraeff (1987) tembém relata flora¢ao e toxicidade em moluscos atribuidos a D. fortii no
sul da Australia.

D. tripos somente esteve presente no final da primavera (40 células. I somente & 1
metro de profundidade, apenas no més de novembro), durante o verdo (40 células. I'' no
estrato 0-4 metros de profundidade em dezembro e 20 células.I” no estrato 0-4 metros de
profundidade em fevereiro). Em agosto, porém foram encontradas 10 células.I” a 1 metro de
profundidade. Sua presenca j& havia sido relatada para a ilha Guaiba anteriormente por
Ferreira (2004). Ainda no litoral brasileiro foi encontrada em Sao Paulo (VILLAC et alii,
2008). Moser et alii (2005) relatou a espécie em alta densidade na baia de Santos. Encontra-se
presente em aguas da Nova Zelandia (BURNS; MITCHELL, 1982). Também no mar

54



Mediterraneo na costa da Croacia por Marasovic et alii (2007), porém sem nenhuma
informacdo acerca de sua abundancia ou de sua frequéncia.

D. rotundata so esteve ausente nos meses de agosto, outubro e novembro. Foi mais
abundante durante o verdo (média de 50 células.I’, com maximo de 70 células.l’ em
dezembro). No outono 33 células.I”’, no inverno 20 células.I’ ¢ na primavera apenas 3
células.I’. A espécie ja foi relata anteriormente para a baia de Sepetiba, apenas na ilha
Guaiba, Rio de Janeiro (FERREIRA, 2004). Também ja foi descrita para o litoral de Sao
Paulo (VILLAC et alli, 2008). Klopler et alii (2003) consideraram sua abundancia muito
baixa (< 160 células.]™) e relatou sua ocorréncia somente no verdo, na costa da Alemanha. Os
demais trabalhos consultados apenas relatam a presenca da espécie na costa da Finlandia
(SUIKKANEN et alii, 2007), Nova Zelandia (BURNS; MITCHELL, 1982), no mar Adriatico
(AUBRY et alii, 2000), na costa do Vietnda (NGUYEN et alii, 2006), na Croacia
(MARASOVIC et alii, 2007), na Grécia (KOUKARAS; NOKOLAIDIS, 2004) ¢ no mar
Negro (VERSHININ et alii, 2007). O tnico relato encontrado para floragdo de D. rotundata
ocorreu na costa leste do Canada (CEMBELLA, 1989).

ZCélula.l?

Jan Fev Mar Ax Ma Jun U Ago S Q4 Nov Dez
Meses

B Dinophysis acurnata B Diophysis spp O Dinoplysis cadata B Dinophysis fortii
B Dinophysis ovum O Dingphysis rofundata B Dinophysis tripos

Figura 27. Somatorio das densidades celulares de cada espécie de Dinophysis identificada para a ilha
Guaiba, durante o periodo analisado (ao longo de uma coluna d’4gua de 8 metros de profundidade).

D. caudata foi encontrada, sempre em densidades celulares muito Dbaixas,
principalmente nos periodos mais quentes de primavera (20 células.I”" apenas em novembro, a
3 metros de profundidade) e verdo (30 células.I”, apenas em dezembro entre 5-6 metros de
profundidade) na ilha Guaiba. Porém 20 células.]” foram encontradas no més de abril a 2
metros de profundidade. Sua presencga na baia de Sepetiba j& havia sido relatada por Vianna
(2003) e também por Ferreira (2004) nas ilhas Guaiba e Madeira. Ainda na regido sudeste do
Brasil foi relatada apenas sua presenca nos estados do Espirito Santo (BASTOS; GARCIA,
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2005) e em Sao Paulo (VILLAC et alli, 2008). Na regido sul, foi encontrada no Parana
(MACEDO, 2007), Santa Catarina (PROENCA, 2004) e no Rio Grande do Sul (PERSICH;
GARCIA, 2003; FUJITA; ODEBRECHT, 2007; BASTOS, 2009c). Também relatada para a
regido nordeste, no litoral de Pernambuco (ESKINASE-LECA et alii, 1972). A espécie tem
sido relatada para mares tropicais como a costa do Vietna, onde ocorreu durante todo o ano e
atinge densidades celulares maximas de 3000 células.I” durante o verdo (NGUYEN et alii,
2006). Também na costa das Filipinas essa espécie foi a mais abundante, juntamente com D.
miles, principalmente no inicio da primavera apresentando de 1000-1500 células.l’ e a
densidade maxima de 2800 células.I’ durante o verio (MARASIGAN et alii, 2001). A
espécie também produz floragdes na costa chinesa (LU; RODGKISS, 2004). Produz floragdes
na costa da India (SANTHANAM; SRINIVASAP, 1996).

D. ovum ocorreu apenas no verdo (em média 97 células.I") e exibiu a densidade
celular maxima no més de fevereiro com 220 células.I”. Espécie tipica de 4guas subtropicais
quentes. Encontrada nos mares Mediterraneo, Adriatico e no oceano Atlantico (costa inglesa e
espanhola), segundo Raho et alii (2008). E também para a Nova Zelandia (BURNS;
MITCHELL, 1982).

4.4 Dominancia na Comunidade de Dinophysis

As associagdes existentes entre as espécies que compuseram a comunidade de
Dinophysis na ilha Guaiba, durante o periodo estudado, foram verificadas mediante Analise
de Classificagdo. Onde as analises no modo R foram obtidas agrupando amostragens em
funcdo das espécies ocorrentes € modo Q através do agrupamento de espécies em funcao do
padrdo de ocorréncia nas amostragens — tempo e profundidade.

A analise no modo R mostrou 2 grandes grupos. No primeiro D. acuminata e D. fortii
comportaram-se como espécies dominantes (apresentando alta abundancia), tendo Dinophysis
spp., D. ovum, D. tripos como espécies acessorias. No segundo grupo D. acuminata continuou
dominando, porém apesentando abundancia menor; D. caudata e D. rotundata ocorreram em
abundancias semelhantes a da espécie dominante, exercendo assim uma maior dominancia
relativa dentro do grupo 2 (Figura 28).

Metodo de Ward {(Varincla minima)

distincia euclidiana simples

| D, acuminata D fortn D. spp. D. ovum D. tripos | D. caudata  D. rotundata
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No Japdo D. acuminata ¢ D. fortii sdo relatadas por Nishitani et alii (2005) como
espécies dominantes de uma comunidade onde também ocorrem D. caudata, D. infundibula,
D. mitra e D. rudgei. Durante o final da primavera e inicio do verdo D. acuminata domina a
comunidade. Durante o verdo sua densidade celular diminui enquanto D. caudata aumenta
sensivelmente e D. fortii assume a domindncia da comunidade durante o final do verdo e
outono. As demais espécies permanecem sempre como espécies acessorias. A partir do final
do outono e durante todo o inverno as espécies de Dinophysis nao foram detectadas.

Na andlise de classificacdo no modo Q as espécies foram agrupadas sob a perspectiva
das coletas (més, profundidade), para a observacdo de padrdoes de amostragem com
composi¢cdes de espécies similares (Figura 29). Foram gerados cinco grupos de amostras a um
nivel de corte definido arbitrariamente em 2,5 ¢ todos os grupos foram considerados
altamente significaticos (p<0,001). Analisando-se o padrdo de ocorréncias em cada grupo
conforme visto na tabela 03.

Tabela 03. Grupos da analise no Modo Q. Teste de significancia dos grupos executado pelo Modelo de

permutacdes de Monte Carlo. Todos os grupos foram signiﬁcativamente diferentes (p<<0,0001).

Grupo Periodo Es;.) cele Abundfmcm Espécies acessérias®
dominante relativa

jan 1m, jan 2m, jan 3m, jan 4m, jan Sm,

fev 3m, abr 2m, abr 3m, abr 4m, abr 5m, Todas as demais espécies
1 abr 6m, abr 7m, abr 8m, mai 2m, jul 3m, D. acuminata Alta presentes em pelo menos

ago 1m, ago 2m, ago 3m, ago 4m, set 1m, D. fortii uma amostra

set Sm, set 7m, dez 3m;

jan 6m, jan 7m, jan 8m, fev 1m, fev 2m,

fev 4m, fev 5m, fev 6m, fev 7m, fev 8m, .

D. acuminata

2 mar 4m, mai lm, mai 6m, jul 5m, ago Dinophysis spp Alta Todas exceto D. caudata
6m, set 8m, nov 1m, nov 2m, nov 3m, ’
dez 1m, dez 2m;
Mai 4m, mai 7m, jun 3m, jun 4m, jun

. * D. acuminata
3 8m, jul Im, dez 4m, dez 5m, dez 6m, D.rotundata Baixa Nenhuma
dez 7m, dez 8m,
. D. fortii
4 Mar 2m, mar Sm, mar 6m, mai Sm D. rotundata Baixa Nenhuma
Mar 1m, mar 7m, mai 8m, jun 1m, jun
5 Sm, jun 6m, jul 2m, jul 4m, ago 5m, set Baixa
3m, set 6m, out 1m, out 3m, nov 4m, nov D. acuminata Nenhuma

7m;

?
amostra com padrio de abundancia diferente do observado no grupo; * Espécies que apresentaram menor abundincia
relativa dentro do grupo.

O padrio de agrupamento de amostragens refletiu o resultado encontrado para
Dinophysis acuminata. Isso porque foi a espécie que apresentou maior relevancia, em termos
de abundancia relativa e ocorréncia, evidenciando as suas relagdes demonstradas na tabela 03.
As coletas realizadas na estagdo onde D. acuminata apresentou suas maiores abundancia
(verdo, principalmente no estrato 0-4 metros de profundidade) encontraram-se nos grupos 1 e
2, no modo Q de agrupamento. A exce¢do foi a coleta de dezembro na profundidade de 4
metros, que exibiu D. acuminata em baixa abundéncia relativa (50 células.I™), por causa da
presenca das outras espécies, D. tripos e D. rotundata, com 10 células.l”" cada.

Os grupos 3, 4 e 5 apresentam em comum as menores abundancias relativas de D.
acuminata e a auséncia de espécies acessorias. Nesses grupos encontram-se principalmente as
coletas de outono, inverno e primavera. Salientando que na andlise de varidncia ndao houve
diferenga siginificativa entre essas estacdes para a abundancia e distribui¢do de D. acuminata.
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distancia euclidiana simples
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O que diferiu um grupo do outro foi a ocorréncia das espécies co-dominantes D. fortii
e D. rotundata, isso porque D. acuminata exibiu baixa abundancia relativa nessas amostras.
Por exemplo, na coleta de Julho 1 a metro de profundidade D. acuminata e D. rotundata
apresentaram abundancia de 20 células.]”’ cada; em maio a 4 metros de profundidade D.
acuminata e D. rotundata apresentaram abundéncia de 10 células.I’ cada. As coletas
referentes ao verdo relatadas no grupo 3 foram pertinentes a presenca de D. rotundata como
espécie co-dominante no estrato inferior da coluna d’agua em Dezembro (>4 metros), com
por exemplo, D. acuminata, D. fortii e D. rotundata apresentando abundancia de 60 células. I
1, 10 células.I! e 10 células.” , respectivamente.

Na Alemanha, no verdo de 2000, D. acuminata também ocorreu como espécie
dominante (4260 células. ') sendo acompanhada por D. norvegica (<400 células. ") e D.
rotundata e D. acuta ambas com densidades celulares na ordem de 100 células. I"'. Durante o
periodo em que o trabalho foi realizado houve producao de toxinas diarréicas, porém sem que
se pudesse estabelecer alguma relagdo direta entre a densidade celular e a concentr¢do de
toxinas: ora a densidade de Dinophysis era alta e a concentra¢do de toxinas era baixa, ora
acontecia o inverso ou ambas elevam-se juntas. Em relagdo as variaveis oceanograficas o
periodo de maiores densidades de Dinophysis em aguas germanicas coincidiu com as menores
salinidades (abaixo de 32) e maiores temperaturas (17,8C°) segundo Klopper et alii (2003).

D. acuminata dominou durante todo o ano na ilha Guaiba, apenas variando em
abundancia, alta principalmente no verdo e baixa no outono/inverno (conforme visto na
Tabela 01). No outono/inverno e também no inicio do verdo ela divide a dominancia com D.
rotundata. A medida em que o verdo se desenvolveu D. rotundata cedeu o lugar de co-
dominate a D. fortii.

Para a costa Francesa Delmas et alii (1993) relatam como espécie mais frequente e
dominante D. acuminata e D. sacculus; como espécie acompanhante D. rotundata, mas
sempre em baixas abundancias. D. acuta, D. tripos e D. caudata foram relatadas como
episodicas. D. acuminata e D. acuta sdo apontadas como as espécies dominantes da
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comunidade de Dinophysis nas Rias Bajas da Galicia (NE da Espanha). Durante a
primavera/verdo a comunidade ¢ dominada por D. acuminata e durante o outono por D. acuta.
Nessa comunidade também ocorrem, sempre em baixas densidades celulares (< 20 células.I™)
D. sacculus, D. rotundata, D. tripos, D. caudata, D. hastata e D. fortii (REGUERA et alii,
1995).

D. caudata foi relatada para um levantamento da comunidade de dinoflagelados da
Plataforma levantina (na costa da Turquia, mar Mediterraneo) como uma espécie frequente,
também tendo sido identificadas D. tripos e D. rotundata classificadas como ocasionais ou
raras. Outras espécies deste gé€nero ainda ndo relatadas como tdxicas também foram
identificadas: D. amandula, D. argus, D. diegensis, D. doryphorum, D. elongata, D. favus, D.
hastata, D. mitra, D. schuettii, D. sphaerica (POLAT; KORAI, 2007).

Ainda para aguas japonesas na baia de Matsuru D. acuminata e D. fortii dominam
durante a primavera/verdo. Mais especificamente D. acuminata domina durante o final da
primavera e inicio do verdo e no final do outono. Outras espécies do género ocorrem como
acessorias: D. rudgei, D. infundibula, D. caudata, D. rotundata ¢ D. mitra (NISHITANI et
alii 2002).

Em ambientes tropicais na costa das Filipinas, caracterizados por d4guas mais quentes e
menos salinas as espécies dominantas sao D. caudada e D. miles, ocorrendo como acessorias
D. doryphorum, D. rapa. D. pulchela, D. mitra e D. rudgei (MARASIGAN et alii, 2001). Da
mesma forma no Vietna D. caudata domina e relatou-se como espécies acessorias D. fortii, D.
miles, D. rotundata, D. mitra ¢ D. hastata (NGUYEN et alii, 2006).

Na costa da Alemanha D. acuminata é a espécie dominante, exibindo alta densidade
no verdo (cerca de 4000 células). No outono D. norvegica també domina, porém com
abundancias de 1/10 daquelas apresentadas por D. acuminata. D. rotundata e D. acuta
também foram encontradas, mas com abundancias inferiores a 160 células.I”’ (KLOPER et
alii, 2003). Para a Grécia a comunidade de Dinophysis apresentou-se dominada por D.
acuminata, havendo ocorréncia de D. sacculus, D. rotundata, D. fortii, D. odiosa e D.
caudata em abundéncias baixas como espécies acessorias (KOUKARAS; NIKOLAIDIS,
2004).

4.5 Influéncia dos Fatores Abioticos na Distribuicio de Dinophysis spp.

Buscou-se ordenar as espécies identificadas, suas abundancias, as variaveis
hidrograficas e parametros climatologicos, bem como a variagdo com a profundidade e o
tempo, perfazendo assim uma matriz que possibilitou a projecdo das amostras em um plano
(formado por dois eixos principais), gerando assim uma imagem simplificada dessa estrutura
multidimensional. Para isso utilizou-se a Analise de Redundancia Candnica (como método de
ordenagdo condicionada) que, ao posicionar todos os dados gerados em relacdo aos eixos
definidos, buscou possibilitar a visualizagdo das inter-relagdes ecoldgicas existentes nesse
universo de informagdes geradas (VALENTIN, 2000).

Essa ferramenta estatistica tem sido amplamente utilizada para avaliar as relagdes
existentes entre varidveis ambientais e parametros bioldgicos associados a comunidade
planctonica. Em um lago hipertréfico localizado em Valéncia (Espanha) a analise de
redundancia (RDA) foi considerada um método eficiente para avaliar as interagdes entre o
fitoplancton e as varidveis ambientais e, também para revelar a tendéncia na sucessdo das
espécies de cianoficeas ao longo do tempo (ROMO; TONGEREN, 1995). Skaloud et alii
(2006) encontraram a distdncia da costa como a variavel mais significativa (35% da
variabilidade total dos dados) para a variagdo na composi¢do da comunidade planctonica ao
longo de um transecto de 250 km na costa da Dinamarca. Nos trabalhos supracitados as
varidveis significativas foram selecionadas através do teste de permuta¢des de Monte Carlo.
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A distribui¢do de dinocistos, na costa oeste do Canada, foi estudada com vistas a
reconstrucdo das condicdes paleoceanograficas. Dois grupos de dados foram definidos pela
analise multivariada. No primeiro grupo, das vinte e uma varidveis ambientais avaliadas a
analise de redundéncia revelou apenas 8 como significativas (37,6% da variancia total dos
dados), entre elas a temperatura no inverno e a salinidade no outono. No segundo grupo, das
trinta e quatro varidveis avaliadas apenas 7 foram significativas(39,2% da variancia total dos
dados), entre elas a distancia da praia e do porto de Vancouver (RADI et alii, 2007).

O programa de monitoramento executado na costa da Escocia forneceu dados para o
estudo da diversidade e da varia¢do sazonal de Pseudo-nitzschia spp., diatomaceas produtoras
de 4cido domoico. A andlise de redundincia revelou como significativas 7 varidveis
(concentracdes de silicato, fosfato e nitrato, amonia, temperatura salinidade e principalmente
fotoperiodo) que explicaram 31% da variagdo dos dados destas espécies de microalgas que
sdo fotoautotroficas (FEHLING et alii, 2006).

Foram mensurados para o presente trabalho varidveis hidroldgicas: temperatura
(Figuras 30, 31, 32 e 33), salinidade (Figura 34, 35, 36, 37), profundidade Secchi (Figura 38)
e parametros climatologicos: pluviosidade, velocidade de vento e direcdo do vento (Tabela
04). Dos quais apenas salinidade e intensidade de vento foram considerados significativos
pelo Teste de Permutagdes de Monte Carlo.
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Figura 30. Variacao da temperatura ao longo da coluna d’agua durante os
meses de verdo, na ilha Guaiba.

60



Margo 2007
-1 T
218 19 20 21 2 23 24 26
g 3
<
3 44
E
s 5
£ 5
7
8
9
Tenperatura
Abril 2007
-1 T T
2 118 19 20 21 p2) 23 24 25 26
3
[}
g 4
k]
2 5]
=}
5 6
o
71
-8
-9
Tenperatura
Maio 2007
-1 T
2B 20 21 2 23 24 25 26
34
3 4
El
& 7
£ 5
74
84
9
Tenperatura

A temperatura apresentou amplitude de variagdo de 18°C (inverno) a 26°C (verdo).
Durante o verdo as maiores temperaturas foram encontradas, no estrato superior da coluna
d’agua com médias de 24,75°C (£0,96°C) para dezembro, 23°C (+0°C) para janeiro e 24°C
(£0°C) para fevereiro. As temperaturas maximas encontradas ocorreram no primeiro metro de
profundidade 26°C, 23°C e 24°C em dezembro, janeiro ¢ fevereiro, respectivamente. No
estrato inferior as temperaturas apresentaram a tendéncia natural de diminui¢cdo com o
aumento da profundidade: médias de 23,5°C (+0,58°C) para dezembro, 22,5°C (£0,41°C)
para janeiro e 22,88°C (+£0,63°C) para fevereiro.

Os meses de inicio do outono apresentaram as maiores temperaturas ao longo de toda
a coluna d’4gua. Apenas em maio houve reducdo na temperatura. Marco apresentou a coluna
d’agua praticamente isotérmica a 25°C, exceto a temperatura maxima de 26°C encontrada a 1
metro de profundidade. O més de margo também ¢ relatado como o mais quente do ano para a
baia de Ilha Grande por Ferreira (1999). Em abril a coluna d’agua apresentou temperatura
média de 25°C (£0,58°) no estrato de 0-4 metros devido as temperaturas minimas encontradas
a 2 e 3 metros (24,5°C); no restante da colunad’agua a temperatura foi de 25,5°C (+0°C). Em
maio houve redugdo na temperatura e a coluna dagua apresentou-se isotérmica a 19°C exceto
a 1 metro de profundidade (20,5°C).
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Figura 32. Variagdo da temperatura ao longo da coluna d’agua durante

os meses de inverno, na ilha Gu

aiba.

Os meses de inverno apresentaram a coluna d’agua isotérmica a 23,5°C em junho,
21,8°C em julho e 21,8°C em agosto. Os meses de julho a novembro apresentaram as maiores
intensidades de vento, que possivelmente modularam a homogeneidade da temperatura ao

longo da coluna dagua (Tabela 04).

Tabela 04. Parametros climatoldgicos (valores médios mensais) da estagdo meteorologica localizada na ilha

Guaiba. Fornecidos gentilmente pela Cia. Vale.

Mar Abr Mai  Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev
Pluviosidade
(mm) 8,55 6,34 1,714 PP 0,90 0,18 0 8,34 8,51 6,35 7,47 5,98
Intensidade
de vento
(m.s™) 2,92 2,8 2,99 PP 3,55 3,44 3,83 3,35 3,52 3,06 3,13 2,96
Direcéo
vento
(em graus) 184,41 176,72  185,7 PP 179,77 171,33 158,83 168,16 174,14 184,61 184,33 184,77

PP — parcela perdida
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Figura 33. Variagdo da temperatura ao longo da coluna d’agua
durante os meses de primavera, na ilha Guaiba.

A primavera apresentou temperaturas semelhantes as encontradas no inverno. Durante
os meses de setembro e outubro a coluna d’agua também manteve-se praticamente isotérmica
a 23°C (com temperaturas ligeiramente mais baixas junto ao fundo). Em novembro a coluna
d’agua esteve completamente isotérmica a 22°C. Inverno e primavera encontram-se sujeitos a
acdo das maiores intensidades de vento relatados para a ilha Guaiba durante todo o periodo
analisado.

Em relagdo a salinidade todos os meses analisados apresentaram aumento dessa
variavel em dire¢do ao fundo e as menores salinidades proximo a superficie; caracterizando
assim a entrada de 4guas tipicamente oceanicas (mais salinas) junto ao fundo. Excetuando-se
o més de janeiro o estrato inferior da coluna d’agua (> 4 metros) na ilha Guaiba nao
apresentou salinidades inferiores a 35.

Os meses de verao (exceto dezembro) apresentaram as menores salinidades nos dois
estratos. Janeiro foi o0 més onde ocorreram as menores salinidades registradas: média de 30,75
(= 0,5) no estrato superior e de 32 (£ 0,82) para > 4 metros (Figura 34). Dentre os meses de
verdo, janeiro apresentou maior média de pluviosidade (Tabela 04), devido a chegada de
sucessivos sistemas frontais.
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Figura 35. Variagdo da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os
meses de verdo, na ilha Guaiba.




A profundidade Secchi foi utilizada para estimar a penetracdo de luz na coluna d’agua
(Figura 34). As é4guas que circundam ailha Guaiba sdo turvas, tanto pela presenga de
microalgas (ambiente mesotro6fico) quanto pela presenca de sedimentos ¢ material organico
particulado trazido pelo aporte de rios existentes na regido (e que drenam areas vegetadas por
manguezais). O valor maximo encontrado (3,4 metros) ocorreu em Setembro, més onde a
precipitacdo média foi de Omm (Tabela 04), o que reduz o caudal dos rios e indica auséncia de
nebulosidade. Os meses de outono e inverno apresentaram os menores valores médios para
esse parametro: 2,0 metros (£0,5) e 2,1 metros (+0,4). Os meses de primavera e verao
apresentaram o mesmo valor médio para esse parametro 2,8 metros (com desvio padrao de

0,7m na primavera e 0,4m no verao).
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Figura 36. Variacdo da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os

meses de outono, na ilha Guaiba.
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Figura 37. Variagdo da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os
meses de inverno, na ilha Guaiba.

Assim como ocorreu com a variavel temperatura, a salinidade também apresentou
comportamento semelhante no inverno e na primavera. As duas variaveis distribuiram-se
homogenamente ao longo da coluna ddgua, configurando uma situagdo de mistura turbulenta
alta, durante as estacdes sujeitas a maiores intensidades de vento (Tabela 04).

No inverno a coluna d’dgua mostrou-se praticamente isohalina, exceto pequeno
incremento junto o fundo (em junho e julho) e proximo a superficie em agosto. As maiores
salinidades encontradas durante o periodo analisado ocorreu no inverno (35,5 para junho, 37,5
para julho e 35 em agosto) estdo de acordo com os menores indices de pluviosidade (Tabela
04).

Durante os meses de setembro e outubro a coluna d’agua esteve isohalina, 35 e 37 de
salinidade, rspectivamente. Em novembro houve redug¢do na salinidade nos 2 primeiros
metros de profundidade (devido a precipitacdo) e o restante da coluna d’agua manteve-se a 36
de salinidade.
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Figura 38. Variacgdo da salinidade ao longo da coluna d’agua durante os
meses de primavera, na ilha Guaiba.

No presente trabalho o plano candnico resultante da Analise de Redundancia Candnica
explicou apenas 11% da variancia (inércia) total dos dados, ou da distribuicdo do género
Dinophysis no tempo e profundidade, sendo 10,6% no primeiro modo de varia¢do (Eixo 1), e
0,4% no segundo modo (Eixo 2). Apenas dois eixos devem ser considerados aqui, pois apenas
duas variaveis apresentaram relacdo siginificativa com a distribuicao das espécies estudadas
(Tabela 05).

Tabela 05. Autovalores e inércia total obtidos através da analise de redundancia a partir dos pardmetros e
variaveis abiodticos fornecidos. Modelo original: primeira analise antes do teste de significAncia com todas as
variaveis abioticas; Modelo final: contendo apenas as variaveis significativamente relacionadas a distribui¢do de
Dinophysis spp. selecionadas pelo Teste de Monte Carlo.

Autovalores
Eixo 1 2 3 4 Variancia total
Modelo original 0.139 0.029 0.023 0.007 0.202
Modelo final 0.106 0.004 - - 0.110
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A variavel abiotica salinidade e o parametro abiodtico intensidade de vento
siginificativos foram selecionados através do modelo de permutacdo de Monte Carlo (rotina
do CANOCO), cujos resultados sdo apresentados na tabela 4.

Em relagdo a temperatura e salinidade D. acuminata, a espécie mais representativa do
género no presente estudo, apresenta grande plasticidade ambiental. Porém tais fatores
abidticos também possuem importancia sob a perspectiva de sua capacidade de promover
estabilidade em uma coluna dagua. No presente trabalho a temperatura ndo apresentou
relevante variagdo a ponto de formar uma situagdo de estabilidade da coluna d’agua. Ja a
salinidade apresentou um decréscimo durante o verao (para o estrato de 0-4 metros) devido a
intensa precipitagdo gerada pela passagem de sucessivos sistemas frontais entre janeiro e
fevereiro de 2008.

Para microalgas autotroficas como diatomdceas a disponibilidade de luz (estimada
aqui indiretamente pela profundidade Secchi) tem sido apontada como variavel ambiental
mais significativa pela RDA, além também da disponibilidade de nutrientes inorganicos
(WULLF et alii, 2005; FEHLING et alii, 2006). Porém conforme ja descrito na revisao de
literatura Dinophysis spp. sdo consideradas mixotroficas em sua maioria, podendo ser
abundantes em ambientes com restrita disponibilidade de luz (SETALA et alii, 2005).

Para o dinoflagelado heterotrofico Noctiluca scintilans todas as variaves ambientais
mensuradas por Dela-Cruz et alii (2007) — tanto fisicas (temperatura, salinidade), quimicas
(nutrientes inorganicos) e bioldgica (clorofila a) — foram significativas, para a confirmar a
hipotese de que a eutrofizacdo cultural atuou como determinante no padrdo de abundancia
espacial do dinoflagelado. Especialmente a variavel clorofila a explicou 54,1% e 55% do total
da variancia dos dados para o mé€s de novembro e fevereiro, respectivamente, em aguas
australianas.

Dados gerados por programas de monitoramento oferecem como vantagem uma longa
série de dados. Dessa forma trabalho realizado no mar Béltico para avaliar a influéncia de
fatores abidticos na sucessdo de grupos fitoplanctonicos revelou com a analise de redundancia
grande variabilidade no percentual de explicagdo das varidveis abidticas: 42% para o grupo
das diatomaceas e também das cianoficeas, 30% para os dinoflagelados, 58% para as
criptoficeas. Para as diatomécas e os dinoflagelados a salinidade foi a varidvel abiotica mais
significativa na variancia total dos dados abioticos apontados no estudo (GASIUNAITE et
alii, 2005).

Tabela 06. Resultado do teste de Monte Carlo para significdncia das relagdes entre parametros e variaveis
ambientais e distribui¢do de dinoflagelados Dinophysis spp. (p<0,05).

Efeitos condicionais

Variavel Lambda A p F
Precipitacdo média 0.01 0.530 0.80
Temperatura 0.02 0.163 1.56
Profundidade Secchi 0.02 0.128 1.75
Diregao do vento 0.02 0.091 1.97
Velocidade do vento 0.03 0.032 2.52
Salinidade 0.10 0.000 8.04

O primeiro eixo canonico representou o gradiente principal dos dados, associado ao
pardmero salinidade, sendo gerado por um processo de regressdo multipla da matriz de
Dinophysis pela matriz de variaveis ambientais. Este gradiente explicou grande parte (10,6%)
da variancia total (11%) dos dados. O segundo maior gradiente (Eixo 2) relacionou-se a
velocidade do vento, que explicou uma pequena fracdo (0,4%) da variancia dos dados. A
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despeito disso, ambos os eixos foram significativos (Teste de Monte Carlo para significancia
do traco candnico, com 9999 permutacdes; p<0,001).

No primeiro eixo, as espécies do lado positivo (escores ou projecdes positivos no
primeiro eixo) ocorreram em valores menores de salinidade, e vice-versa. Da mesma forma,
as amostras com valor positivo (proje¢do nesse eixo, ou escore) apresentaram valores de
salinidade menores, e maior presenca de espécies ocorrentes em baixas salinidades, como por
exemplo, D. acuminata no veréo.

O padrao mais acentuado no grafico de RDA (Figura 39) foi pertinente a D. acuminata
(e espécies co-dominantes no periodo, grupos 1 e 2 apresentados na tabela 03) encontrou-se
relacionado as menores salinidades relatadas para a regido no estrato superior da coluna
d’4gua durante o verdo, principalmente nos meses de janeiro (salinidade 30-31 no estrato 0-4
metros de profundidade) e fevereiro (33 no estrato 0-4 metros de profundidade). Para esse
conjunto de dados, o parametro vento apresentou uma influéncia franca, ou seja, apresentou
pouca relagio com o gradiente definido pelo primeiro eixo (salinidade). A medida em que a
salinidade aumentou, principalmente para as coletas de outono (36,5 + 0,8) e inverno (35,5 +
1) foram encontrados preferencialmente os grupos 1 e 5, e em poucas amostragens o grupo 2.
O vento também exerceu pouca influéncia sobre esse padrao de distribuigdo.
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Figura 29. Plano candnico da Analise de Redundancia (RDA) utilizando a matriz de abundancias de
dinoflagelados (espécies de Dinophysis) e a matriz de variaveis ambientais significativas salinidade (modo
principal de variagdo, eixo I) e velocidade do vento (modo secundario de variagdo, eixo II). Grupo 1 —
Dominancia de D. acuminata e D. fortii, em abundancias relativas maiores, com presenca de todas as
espécies de Dinophysis em pelo menos uma amostra. Grupo 2 - Presenga de todas as espécies, exceto D.
caudata. Dominancia de D. acuminata e Dinophysis spp.; Grupo 3 - Dominancia de D. acuminata e D.
rotundata, com baixas abundéncias relativas; Grupo 4 — Dominancia de D. fortii e D. rotundata em baixas

abundancias relativas; Grupo 5 - Amostras onde ocorreu apenas D. acuminata.
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Dinophysis acuminata tem sido relatada como amplamente distribuida em mares de
todo o mundo por apresentar grande plasticidade ambiental, principalmente em relacdo a
salinidade e temperatura. Na baia de Hiroshima D. acuminata apresentou maiores densidades
celulares sob as condicdes de temperaturas amenas (16-19,5°C) e salinidade (19,1-28,6)
(NISHITANI et alii 2005). No entanto para a baia de Matsuru 10-29,4°C (superficie) e 12,7-
27,2°C (3 metros) e salinidade de 22,7-34 (NISHITANI et alii, 2002). Hoshiai et alii (2003)
relataram as maiores densidades celulares de D. acuminata em salinidades de 32,7+0,85
também para o Japdo. Ja D. fortii foi associada a aguas oceanicas, da corrente de Tushima
(Japdo), com salinidades de 33,59+0,24. D. caudata foi encontrada em temperaturas entre 15-
34,3°C e salinidades de 8-34, mas sua densidade celular somente foi expressiva acima de
20°C e em salinidade de 8,2 no litoral do Vietna (NGUYEN et alii, 2006).

No segundo eixo, as amostras de junho apresentaram os maiores valores de D.
rotundata e menores valores de velocidade do vento, muito embora esse padrdo tenha sido
bastante ténue (0,4% da varidncia total). A maioria das amostras do més de junho apresentou
comportamento singular. Esse conjunto de dados concentrou-se principalmente em fun¢do do
pardmetro vento, bem separadas do padrdo de distribui¢do principal observado. Nesse
conjunto foram encontrados os grupos 3 ¢ 5, com dominancia de D. acuminata e D. rotundata
em baixas abundancias relativas.

Os grupos anteriormente definidos na Tabela 03 apresentaram comportamento
diferenciado no grafico RDA (Figura 40): Grupo 1 — amostragens com maior diversidade e
abundancia; tendeu a se agrupar mais na por¢ao positiva do eixo 1 (salinidade menor). Nao
apresentou tendéncia relacionada ao segundo eixo (velocidade do vento); Grupo 2 —
distribuicdo sem tendéncias aparentes relacionadas aos dois eixos candnicos; Grupo 3 —
totalmente concentradas nas por¢des negativas dos eixos I e II. Relacionadas as maiores
abundancias relativas de D. caudata ¢ D. rotundata. Tendéncia de ocorréncia em salinidades
maiores; Grupo 4 — Tendéncia a se aglomerar na por¢do negativa do primeiro eixo,
provavelmente devido a presenca de D. rotundata; Grupo 5 — Apareceu preferencialmente na
porcdo negativa do primeiro eixo e totalmente na por¢cdo negativa do segundo eixo com
presenca isolada de D. acuminata tendendo para amostras com velocidade do vento maior.
Deve-se lembrar que o eixo dois quase nao contribuiu para o modelo.
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5. CONCLUSOES

5.1 Foram identificadas seis espécies do género Dinophysis, na ilha Guaiba, durante o periodo
analisado: D. acuminata, D. caudata, D. fortii, D. ovum, D. tripos e D. rotundata. Sendo que
ainda ndo havia relato de D. ovum em daguas brasileiras. Todas sdo consideradas
potencialmente nocivas por serem relatadas como produtoras de toxinas envolvidas na
sindrome Envenenamento Diarréico por Moluscos.

5.2 D. acuminata foi a espécie mais frequente e com maior abundancia relativa dentre as
espécies identificadas, ao longo de todo o ano, na ilha Guaiba. A espécie dominou a
comunidade de Dinophysis ao longo de todo o ano. No verdo houve co-dominancia com D.
fortii e no outono e inverno com D. rotundata.

5.3 D. acuminata foi capaz de apresentar distribuigdo diferenciada em relagdo a profundidade
apenas durante o verdo, para a ilha Guaiba, sendo mais abundante no estrato superior da
coluna d’agua. Nas demais estagdes do ano essa diferenca na abundancia nao foi significativa,
nem entre as demais estacdes e nem em relacdo a distribuicao em fungdo da profundidade.

54 O verdo foi a estagdo do ano que apresentou a maior ocorréncia de espécies de
Dinophysis, todas as identificadas, em maiores abundancias relativas. D. ovum apenas ocorreu
nessa estacao.

5.5 Mesmos as maiores abundancias relativas encontradas pelo presente trabalho durante o
verdo sdao consideradas baixas se comparadas as citadas na literatura consultada. Nao foi
observada nenhuma evidéncia de floracdo durante o periodo analisado.

5.6 Dentre as variaveis hidrologicas e climatologicas avaliadas para modular a distribuicao de
Dinophysis apenas a salinidade e a intensidade do vento foram significativas. As maiores
abundancias relativas de D. acuminata foram associadas a salinidade mais baixas ¢ fraca
intensidade de ventos durante o verao.

5.7 Mesmo em baixa abundancia relativa durante o verdo (poucas centenas de células)
Dinophysis spp. poderiam oferecer perigo de contaminagdo para os moluscos se, e somente
se, as toxinas estivessem sendo produzidas. Portanto, mesmo ocorrendo em baixas densidades
celulares D. acuminata oferece ha perigo a ocorréncia de EDM em humanos consumidores de
moluscos na regido.
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6. RECOMENDACOES

6.1 Ampliar a escala de trabalho espacial para mesoescala: incluir pontos de coleta na parte
interna baia de Sepetiba; delinear uma malha amostral que inclua a baia de Ilha Grande, além
de pontos amostrais sobre a plataforma continental externa ao largo das supracitadas baias.
Continuar a investigagdo da distribui¢ao destas microalgas em fungdo da profundidade.

6.2 Ampliar a escala temporal de trabalho, para observar se hd ocorréncia de variagdes
interanuais na distridui¢do de Dinophysis spp. ao longo de toda a malha de amostragem.
Trabalhar com periodicidade amostral quinzenal durante o verdo e mensal no restante do ano.

6.3 Avaliar a influéncia de processos oceanograficos na distribui¢ao de Dinophysis: transporte
por correntes de maré e geradas por ventos.

6.4 Estudar a autoecologia de D. acuminata na regido: aspectos ligados ao seu
desenvolvimento, suas relagdes ecoldgicas com predadores, presas e competidores e sua
relacdo com variaveis ambientais.

6.5 Avaliar o perfil toxigeno de Dinophysis spp. e sua relagdo com os moluscos: aspectos
ligados a sanidade dos animais e a seguranga alimentar.

6.6 A FAO aponta como entrave ao desenvolvimento da malacocultura a falta de um
programa de monitoramento e da elaboracdo de legislacio adequada que estabeleca limites
seguros ao consumo de bivalvos. A imediata implementagdo do Programa de Controle
Higiénco-Sanitario de Moluscos Bivalvos previstos pelo MAPA e SEAP ¢ fundamental para
garantir tanto a sanidade dos moluscos, quanto a seguranc¢a alimentar. Bem como possibilitar
a expansdo do mercado maricultor, até mesmo para exportagao.

6.7 E condigdo sine qua non a necessidade da integragdo entre universidades, Orgdos
governamentais e maricultores. De forma que a pesquisa cientifica gere conhecimento, as
politicas publicas garantam sua aplicabilidade e o setor produtivo possa converté-lo em
produtividade, gerando finalmente o desenvolvimento social, econémico e ambiental que a
malacocultura almeja.
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