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RESUMO

O dinoflagelado Alexandrium tamarense (Lebour) Balech é uma das espécies potencialmente produtoras de saxitoxinas, as quais
podem ser acumuladas ao longo da cadeia tréfica e causar a sindrome denominada PSP (intoxicagédo paralisante por moluscos)
em humanos, aves e mamiferos. A partir do isolamento de células méveis de A. tamarense proveniente da praia do Cassino, foi
obtido um cultivo e a germinagao de cistos de resisténcia coletados no sedimento originaram mais 12 cultivos. Todos estes foram
mantidos sob condigdes controladas de temperatura (20°C), intensidade luminosa (350 umol m? s™), salinidade (31) e de
nutrientes (meio de cultivo /2, sem adigcdo de silicato) até a realizacdo dos experimentos. Foram realizados testes para
verificagdo das condicdes ideais de crescimento, mediante aclimatagdo prévia as condigbes a serem testadas. Taxas de
crescimento maiores do que 0,3 div dia’ foram observadas em grande amplitude de variagdo de temperatura (7 a 25°C),
irradiancia (valores maiores do que 80 umol m? s™) e salinidade (7 a 32). Porém, as taxas maximas de crescimento, de até 0,7
div dia”, ocorreram sob condigdes mais restritas (temperatura entre 15 e 20°C, irradiancia acima de 200 umol m?s™ e salinidade
entre 26 e 31). Estas taxas de crescimento estdo entre os maiores valores encontrados para esta espécie, evidenciando a
potencialidade que a populagdo apresenta para desenvolver altas densidades celulares na costa sul do Brasil.
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ABSTRACT
Influence of temperature, salinity and light on growth rates of Alexandrium tamarense (Dinoflagellata, Dinophyceae) from
the continental shelf close to Patos Lagoon estuary

The dinoflagellate Alexandrium tamarense (Lebour) Balech potentially produces saxitoxins which can be accumulated through the
food web and cause a serious disease called PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) in higher-level consumers, including humans,
birds and mammals. There were obtained 13 strains through cysts germination and motile cells isolation that were kept in culture,
under constant conditions of temperature (20°C), light intensity (ca. 350 umol.m?s™), salinity (31) and nutrients (/2 medium
without silicate), until the experiments were carried out. Assays were performed to determine optimal environmental conditions for
growth, after acclimation to respective test conditions. Although relatively high growth rates (0.3 div.day™) were found under a wide
range of temperature (7 to 25°C), light intensity (over 80 umol.m?s™) and salinity (7 to 32), highest growth rates up to 0.7 div day™
were measured under restricted ranges of temperature (15 to 20°C), light intensity (above 150 umol.m?. s™) and salinity (26 and
31). These growth rates are among the highest reported for Alexandrium tamarense under laboratory conditions and represent a
potentiality for high cell concentrations during fast growth in the southern Brazilian coastal waters.
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INTRODUCAO

As floragbes nocivas despertam interesse ha
séculos devido aos efeitos que podem produzir no
ambiente. Estes efeitos incluem entupimento de
branquias de peixes, aspectos estéticos, formagéo de
altos niveis de biomassa com consequente deplegao
de oxigénio e diminuicdo da penetragdo de luz na
coluna de agua. Outro tipo de efeito negativo destas
floragcbes pode ser a producdo de toxinas, as quais
podem matar diretamente peixes e moluscos ou
causar intoxicagdes em humanos (Allen et al., 2006;
Glibert et al. 2005).

Durante as ultimas décadas verificou-se um
aumento em nivel mundial no nimero e tipo de
floracbes de microalgas potencialmente toxicas nas
aguas costeiras. Alguns fatores que devem ter atuado
no aumento das floragcdées nocivas sdo naturais, como
a dispersdo Dbioldégica natural das espécies.
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Entretanto, outros fatores sdo de origem antropica,
como o aumento da carga nutritiva nas aguas
costeiras, dispersdo por agua de lastro, praticas
agricolas e de aquicultura, sobrepesca e mudancgas
globais no clima (Glibert et al. 2005; Moore et al.
2008).

Na costa sul do Brasil, foram registrados quatro
eventos de mortandade da fauna bentbnica
associados a presenga de dinoflagelados. O primeiro
ocorreu em abril de 1978, na praia do Hermenegildo,
concomitante com a ocorréncia de Gymnodinium sp.
e associado a mortandade de moluscos e irritagao
respiratéria em seres humanos (Machado, 1979). O
segundo registro ocorreu em julho de 1981, também
na praia do Hermenegildo, sendo detectada a
presenca de Gyrodinium cf. aureolum, e mortandade
de poliquetas, moluscos, cnidarios e equinodermas
(Rosa e Buselato, 1981). Também foram constatados
casos de irritagdo no aparelho respiratério humano, e
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eventuais casos de intoxicacao de pessoas e animais
domésticos que se alimentaram do molusco
Mesodesma mactroides. O terceiro evento ocorreu
em marco de 1993, ao longo da praia do Cassino,
com a presenca dos dinoflagelados potencialmente
nocivos Gyrodinium cf. aureolum (em maior
concentracdo), Dinophysis acuminata e Noctiluca
scintillans. Neste, foi verificada a mortandade da
comunidade  benténica  intermareal, atingindo
principalmente os bivalves normalmente abundantes
Mesodesma mactroides e Donax hanleyanus, bem
como o crustdceo Emerita brasiliensis (Garcia et al.,
1994; Odebrecht et al, 1995). O quarto evento
ocorreu em dezembro de 1994, no Chui e praia do
Hermenegildo, quando se verificou mortandade
massiva de Mesodesma mactroides, e de Donax
hanleyanus em menor quantidade. O mesmo foi
observado na costa do Uruguai, préximo a fronteira
com o Brasil, onde também foi detectada a presenga
de toxinas diarréicas (DSP) (Mendez, 1995). Neste
local, foi verificada a presengca dos dinoflagelados
Dinophysis caudata, Dinophysis acuminata e varias
espécies de Ceratium, principalmente Ceratium furca,
além de silicoflagelados.

Dentre as espécies formadoras de floragbes
toxicas, destaca-se o dinoflagelado Alexandrium
tamarense, cuja ocorréncia, até poucas décadas,
estava limitada ao Hemisfério Norte. O dinoflagelado
A. tamarense é uma das espécies potencialmente
produtoras de saxitoxinas, responsaveis pela
sindrome conhecida como PSP (toxinas paralisantes
por moluscos). Essas toxinas bloqueiam os canais de
sédio, causando, em casos extremos, paralisia
respiratéria em humanos, mamiferos marinhos, aves
€ peixes.

A periodicidade com que as floragdes toxicas
de A. tamarense se repetem em algumas areas € o
aparecimento de toxicidade em outras previamente
livres de floragbes, levaram a intensificagdo dos
estudos da espécie em todo o mundo. Apesar disto,
ainda restam duvidas sobre a posi¢ao taxonémica do
complexo Alexandrium tamarensis, o qual engloba as
espécies: A. tamarense, A. catenella e A. fundyense.
A distincdo entre estas espécies esta principalmente
baseada na presenca ou auséncia do poro ventral na
placa 1' apical, na morfologia geral da célula e na
habilidade das células para formar cadeias com mais
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de duas células (Taylor, 1985; Balech, 1995).
Interessantes discrepancias vém sendo observadas
com a aplicacdo de diferentes métodos de
identificacdo, como o seqUenciamento do DNA
ribossomal, com o qual foi verificado que diferentes
morfotipos do complexo A. tamarensis, provenientes
de uma mesma area podem ser mais similares
geneticamente do que populagbes morfologicamente
idénticas, mas geograficamente isoladas (Scholin et
al., 1994).

A andlise genética de espécimens coletados na
costa sul do Brasil, utilizando-se o método de
fragmentos polimérficos obtidos com enzimas de
restricdo, bem como o seqienciamento da regido D1-
D2 do DNA ribossomal evidenciaram semelhangas
entre as cepas sul brasileiras e as populagbes
origindrias da costa leste e oeste norte americana,
além de semelhancas com outras cepas do complexo
“tamarensis” da América do Sul (Persich et al., 2006).
Contudo, estas cepas sul brasileiras formaram um
subgrupo diferente dos demais conhecidos. Os
resultados da andlise genética evidenciam a provavel
origem comum entre estas populagdes. Os registros
historicos vém a corroborar com esta hipétese, pois
eventos de floragbes toxicas iniciaram no Chile em
1886 (Sengers, 1908), onde ocorre o morfotipo
Alexandrium catenella, e na costa da Argentina e
Uruguai em 1980 (Carreto et al, 1985 e Davison e
Yentsch, 1985, respectivamente). Ja na costa sul
brasileira a espécie foi primeiramente detectada, em
alta concentracdo (2.10° cel L") apenas em 1996
(Odebrecht et al., 1997). Estes registros indicam que
a dispersao da espécie na América do Sul estd
ocorrendo de sul para norte (Persich et al., 2006).

Altos valores de toxicidade (até 52.920 ug STX
eq.100g'de carne de mexilhdo) foram registrados
como conseqliéncia de floragbes de Alexandrium
catenella no Chile (Guzman et al, 2002). Na
Argentina e Uruguai, as recorrentes florages de
Alexandrium tamarense resultaram em concentracao
de saxitoxinas na carne de mexilhao, com valores de
até 4.440 ug STX eq.100g ™" na Argentina (Santinelli et
al, 2002) e 8.285 ug STX eq.100g" no Uruguai
(Méndez e Ferrari, 2002). Nao ha informacédo a
respeito da concentragdo de saxitoxina na carne de
moluscos quando ocorreram as altas concentra¢des
de Alexandrium tamarense na costa sul brasileira.
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Entretanto, analises de saxitoxinas nas cepas
provenientes desta area resultaram em
concentracdes de até 66.000 fgSTXeq cel”, o qual
estd entre os maiores valores de toxicidade obtidos
em cultivos da espécie (Persich et al., 2006).

O potencial risco de intoxicagdo com
saxitoxinas, associado as conseqlientes perdas
econdmicas com a suspensdo do consumo e
comercializacdo de recursos marinhos, motivaram
diversos estudos a respeito das condi¢cbes ambientais
ideais ao crescimento de populagdes de A. tamarense
(ex. Anderson, 1998; Anderson, 2004; Anderson e
Wall, 1978; Anderson et al., 1983; Hamasaki et al.,
1997; Su et al, 1993). Entretanto, observou-se
variabilidade nas respostas fisiolégicas, devido a
variagdes genéticas, principalmente entre populagtes
provenientes de diferentes areas, sendo estas
variagbes atribuidas ao isolamento geografico e
desenvolvimento independente das populagdes
(Scholin et al., 1995). O fato de a espécie incluir uma
fase sexuada no seu ciclo de vida propicia o
intercAmbio génico e garante uma maior variabilidade
genética, em comparagdo com espécies que
apresentam apenas reproducdo assexuada. Portanto,
€ esperada certa variabilidade nas respostas as
condicbes ambientais, mesmo dentro de uma mesma
regido, como constatados por Brand (1980).
Consequentemente, as populacdes podem apresentar
alta plasticidade e adaptabilidade a condi¢des
ambientais encontradas em diferentes &reas.

Os fatores envolvidos no desenvolvimento de
floracbes de A. tamarense, como ocorre com 0S
demais dinoflagelados, sdo complexos. A espécie
produz cistos de resisténcia (hipnozigotos) como
resultado do processo de reprodugcdo sexuada, os
quais afundam e sdo acumulados preferencialmente
em fundos de lama, podendo permanecer viaveis por
varios anos. Ao retornarem as condigbes ambientais
favoraveis, pode haver germinacdo dos cistos e
retomada do crescimento celular, originando novas
floracdes da espécie no ambiente (Anderson, 1980).
As principais fungdes dos cistos de resisténcia sao,
portanto, a manutencéo da carga genética através da
meiose, a protegdo contra os fatores ambientais
adversos, a propagacao da populagdo no ambiente, e
a dispersdo das espécies através de correntes (Dale,
1983).
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O presente estudo pretende fornecer o
conhecimento bésico sobre as caracteristicas
fisiologicas de cepas locais da espécie, procurando-
se entender as variagdes nas taxas de crescimento
ao longo de um gradiente de temperatura e sob
diferentes condicdes de luz e salinidade. Com isto,
espera-se oferecer subsidios ao desenvolvimento de
futuros estudos a respeito de floragbes de
Alexandrium tamarense na costa brasileira, para a
qual os registros da espécie iniciaram somente em
agosto de 1996, indicando uma recente dispersédo da
espécie.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

A linha da costa no sul do Brasil é,
caracteristicamente, sem reentrancias, exposta a
dindmica de ondas, apresenta  sedimento
predominantemente arenoso e é classificada como
"dissipativa a reflectiva", com relagdo a largura da
zona de arrebentacdo, declividade e energia de
ondas (Calliari et al., 1996). Apesar da predominancia
da fragao areia, a antepraia (definida como a area
desde a zona de quebra das ondas até o oceano
aberto) apresenta grande heterogeneidade na
distribuigdo dos sedimentos. Os depositos de lama
ocorrem proximo a desembocadura da Lagoa dos
Patos e, devido a direcao predominante de transporte
da pluma de sedimentos da Lagoa ocorrer para o sul,
os sedimentos finos sdo depositados ao sul desta
area (Fachin, 1998). Como resultado da influéncia
continental, a plataforma apresenta  menor
declividade, associada a presenca de granulometria
fina, resultando em uma combinagédo favoravel ao
desenvolvimento de uma abundante comunidade
bentbénica neste local (Calliari et al., 1996).

A plataforma continental ao sul do Brasil
representa a area pesqueira mais importante da costa
brasileira (Haimovici et al, 1989; Castello et al.,
1990). A concentracdo de organismos bentbnicos
também ¢é alta, sendo que na area intermareal os
filtradores como Mesodesma mactroides e Emerita
brasiliensis representam os maiores consumidores do
fitoplancton (Gianuca, 1998). A alta producao
secundéria encontrada nesta area é estimulada pela
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alta biomassa fitoplancténica verificada na regido. O
fitoplancton encontra-se principalmente representado
pelas  diatomaceas, porém  ocorrem  altas
concentragdes de dinoflagelados associadas a baixa
energia de ondas e altos valores de intensidade
luminosa na coluna de agua (Odebrecht et al., 1997).

Coleta e processamento das amostras de
sedimento

Amostras de camadas superficiais do
sedimento foram coletadas em 43 pontos, em
profundidades entre 5 e 28m, localizados entre as
latitudes 32°04' e 32°30' S e longitudes 51°49' e
52°10' W (Figura 1). As coletas foram realizadas entre
marco e novembro de 1997, e em marco de 1999,

utilizando-se amostrador de gravidade em condi¢des
de calmaria ou draga tipo Van-Veen em situacdes de
mar agitado. Os dois centimetros superficiais do
sedimento coletado em cada estagcdo foram
colocados em recipientes de vidro preenchidos até a
borda com agua do ambiente, vedados, mantidos ao
abrigo da luz e armazenados em refrigerador a 4°C. O
processamento do material foi realizado conforme
algumas modificagdes da metodologia descrita por
Matsuoka e Fukuyo (1987). O primeiro centimetro
superficial de sedimento de cada estacdo foi
processado em sonificador Branson 250 durante 60
segundo a 100 % e intensidade 4. A lavagem do
material, em duas peneiras com malhas de 20 e 80
um, possibilitou concentrar os cistos nesta faixa de
tamanho.

Estuario da Laguna

dos Patos
10’ )

Praia do
Cassino

20’

30’

20’

#2

10’ a0’

Obtencao e manutenc¢ao dos cultivos
O cultivo denominado de Cepa 6 foi obtido

através da coleta de agua de superficie em area rasa
da Praia do Cassino, RS, em agosto de 1997, e
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posterior isolamento das células em microscépio
comum, mediante sucgdo com pipeta de pasteur e
lavagem de cada célula em gotas do meio f/2.

Todas as demais cepas (12) foram obtidas
mediante isolamento e germinacdo dos cistos
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provenientes do sedimento de fundo da praia do
Cassino. Os cistos foram isolados em microscépio
com capilar de vidro e colocados em cavidades
individuais contendo f/2, em placas utilizadas para
cultivo de tecidos, seladas e mantidas a 20°C e
irradiancia de aproximadamente 250 pmol m? s™.
Apds a germinagdo, as células méveis resultantes
foram isoladas e desta forma foi adquirido um cultivo
para cada cisto germinado, utilizando-se material
proveniente de 3 estacbes de coleta. Os cistos
provenientes da estagcdo 2, originaram as cepas 2a,
2b, 2c, 2d, 2e, 2f, e 2g; os cistos provenientes da
estacao 3, originaram as cepas 3a, 3c e 3d. Para a
estacdo 1, um Unico cisto germinou e deu origem aos
dois clones denominados de "1a7" e "1a10". A
localizacdo das estagbes de coleta e respectivas
concentracoes de cistos de A. tamarense constam na
Figura 1.

Os cultivos foram mantidos em meio f/2
(Guillard e Ryther, 1962), com excecao da adicdo de
silicato. A repicagem dos cultivos foi realizada em
capela de fluxo laminar e sempre na fase exponencial
de crescimento, monitorada pela leitura da
fluorescéncia "in vivo" utilizando-se fluorimetro 10-AU
Turner Designs.

Identificacado da espécie

A identificacdo da espécie foi confirmada
mediante concentracao dos cultivos por
centrifugacao, fixagdo das células com formol a 5%,
lavagem da matéria organica com o detergente Triton
X e adicao de calcofltor. Apds este procedimento, as
células foram observadas em aumento de 600 a 1000
vezes, para visualizagdo do poro ventral, que € uma
das caracteristicas pelas quais se pode distinguir A.
tamarense de A. fundyense. Apesar de presente, o
poro ventral, na maioria dos casos, foi de dificil
detecc¢édo, pois com o tempo de cultivo as tecas vao
se tornando mais finas, dificultando a identificacao de
estruturas contidas nas mesmas (J. Larsen, com.
pessoal).

Calculo das taxas de crescimento

As taxas de crescimento foram obtidas a partir
da leitura aproximadamente didria dos valores de
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fluorescéncia "in vivo", realizada em fluorimetro
Turner Designs 10-AU. Inicialmente foi realizada
andlise de regresséao linear e constatado alto grau de
explicabilidade (r2 entre 0,79 e 0,94) entre
concentracdo celular em funcdo da variacdo dos
valores de fluorescéncia "in vivo". O aparelho foi
previamente calibrado, tomando-se como branco o
mesmo frasco de 25 ml com o meio f/2, utilizados em
todos o0s experimentos; o0s
desenvolvidos sob as mesmas condicdes; as leituras
foram sempre realizadas em triplicatas, no mesmo
horario e mediante rigida padronizagdo dos
procedimentos de homogeneizagéo e leitura.

Os valores de fluorescéncia x tempo foram
plotados em escala semilogaritmica, e exatamente os
mesmos critérios foram adotados para encontrar o
periodo de maximo crescimento ou crescimento
exponencial, utilizado como base para os calculos
das taxas de crescimento e do numero de divisbes
por dia, sendo a constante de crescimento (Ke)
calculada com a seguinte férmula:

cultivos  foram

Ke=In(N;/Ng)
t1-to

Sendo,

N;= valor de fluorescéncia no final da fase
exponencial de crescimento

No= valor de fluorescéncia no inicio da fase
exponencial de crescimento

T4= idade do cultivo, em dias, até a fase final
de crescimento exponencial

To= idade do cultivo, em dias quando iniciou a
fase exponencial de crescimento

O numero de divisdes por dia (k) foi calculado
convertendo-se o logaritmo neperiano a log na base
2, de acordo com a seguinte férmula:

k= _ Ke
0,6931

Diferengas entre médias nas taxas de
crescimento sob  diversos tratamentos foram
avaliadas através da andlise de varidncia nas médias
e apbés com o teste de Turkey para verificar as
diferencgas significativas.
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Condicoes de irradiancia e

salinidade

temperatura,

Todos o0s experimentos relatados a seguir,
testando-se as taxas de crescimento sob diferentes
condicdbes de crescimento dos cultivos, foram
realizados no Instituto Oceanografico de Woods Hole,
no laboratério do Dr. Donald Anderson.

As condicbes 6timas para as variaveis
ambientais estudadas foram obtidas a partir de
experimentos realizados com a cepa 3c, mediante
leituras aproximadamente diarias e em ftriplicata da
fluorescéncia para cada tratamento. Esta cepa foi
escolhida porque testes prévios evidenciaram valor
de correlagao entre densidade celular e fluorescéncia
intermediério entre os obtidos para as outras cepas.
O tempo de aclimatacdo dos cultivos as condigbes
experimentais foi equivalente ao de trés inoculagbes
(aproximadamente 45 dias), e os experimentos foram
realizados mantendo-se o mais constante possivel as
seguintes condigdes: irradiancia, medida dentro dos
frascos contendo os  cultivos, utilizando-se
irradidbmetro digital com sensor esférico QSL -100
(aproximadamente 350 pmol m® s™), salinidade (31),
temperatura (20°C) e fotoperiodo (14luz:10escuro).
Estas condicoes foram adotadas como constantes em
todos o0s experimentos, variando apenas nos
experimentos onde eram as respectivas varidveis a
serem analisadas.

Temperatura

A influéncia da temperatura no crescimento
celular foi determinada mediante a utilizacdo de uma
barra de gradiente de temperatura (Watras et al.,
1982), constituida por uma barra metalica, forrada
com placas de isopor e contendo 20 colunas com
quatro orificios cada, onde eram inseridos os tubos
com 25 ml de cultivo. O gradiente de temperatura foi
obtido através da conexao com um aquecedor em
uma das extremidades, com um refrigerador na outra,
e mediante a circulagdao de um liquido de refrigeracéao
por toda a barra. As faixas de temperatura foram
obtidas a partir de calibragdo dos dispositivos da
barra, tentando-se obter os valores mais préximos
possivel das variagbes encontradas no ambiente. Os
valores foram fixados somente apés medi¢des de
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temperatura, realizadas dentro de frascos com meio
de cultivo, em diferentes horarios durante varias
semanas. As faixas utilizadas foram as seguintes: 26
a 27°C, 25 a 26°C, 23 a 25°C, 22 a 24°C, 21 a 23°C,
20 a 22°C, 18 a 20°C, 17 a 19°C, 15 a 17°C, 14 a
16°C, 13 a 15°C, 11 a 14°C, 9 a 12°C, 7 a 10°C, 6 a
9°C e 4 a 6°C. A irradiéncia para este experimento foi
obtida mediante a colocagdo de Iampadas
fluorescentes e combinacdo de malhas no fundo
transparente da caixa. Primeiramente, a barra foi
ajustada para valores de irradiancia entre 80 e 100
umol m? s, considerada representativa de uma
situacdo média ao longo do dia, no inverno, na coluna
de agua da Praia do Cassino. Entretanto, o
crescimento foi praticamente nulo, e entdo se optou
por maiores valores, entre 261 e 322 umol m? s™.
Estes valores foram obtidos ap6s inimeras tentativas
de homogeneizacao das intensidades luminosas em
todos os orificios contendo os tubos-testes, sendo
que os tubos com intensidades superiores ou
inferiores a estes valores ndo foram utilizados. Para
minimizar possiveis variagdes de irradiancia entre os
diferentes orificios utilizados, os frascos eram
diariamente mudados de posicdo dentro de cada
coluna representativa dos diferentes tratamentos.

Irradiancia

Os valores de irradiancia testados (380, 180,
150, 100, 80 e 50 pumol m? s™) foram obtidos
mediante combina¢des das malhas cinza e preta.
Estas envolviam os suportes com os cultivos, os
quais tiveram as suas posicbes na camara
incubadora trocadas diariamente. A camara
incubadora era formada por varias prateleiras, abaixo
das quais era posicionada a fonte luminosa,
constituida por tubos fluorescentes de luz branca.

Salinidade

As diferentes salinidades utilizadas (31, 25, 18,
14, 12 e 5) foram obtidas mediante diferentes
proporcoes de diluigdo da agua do mar com agua
destilada e deionizada. O procedimento de adicao de
nutrientes e preparo do meio foi idéntico aos outros
tratamentos.
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RESULTADOS

Crescimento sob diversas condicoes

Os experimentos de taxas de crescimento
nas condigbes padréo foram realizados para a cepa
6, obtidas a partir do isolamento de células méveis da

coluna de agua, e para as cepas 1a10, 2a e 3a,
provenientes da germinagdo dos cistos das estacoes
1, 2 e 3, respectivamente. Valores médios e desvios
padrées, calculados com base nas taxas de
crescimento, constam na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrao das taxas de crescimento (k) obtidas em triplicatas, a partir de dados
da Figura 2. FO e F = valores médios de fluorescéncia inicial e final, respectivamente. TO e T = tempo inicial e
final, em dias, respectivamente. Os asteriscos indicam as médias estatisticamente semelhantes (p<0,05),

conforme o teste de Tukey.

Cepa K F FO T T0
1a10 a 0,72 (0,013) 18,20 0,93 9 3
2a b 0,59 (0,022) 12,55 1,08 8 2
3a ¢ 0,60*(0,006) 12,50 1,03 8 2
cé d 0,25 (0,014) 17,25 1,02 19 3

A taxa de crescimento (k) variou entre 0,25 e
0,72 div dia™, para as cepas C6 e 1, respectivamente,
com valores semelhantes e intermediarios, de
aproximadamente 0,60 div dia” para as cepas 2 e 3.

Temperatura

As taxas de crescimento, calculadas para os
periodos de crescimento exponencial da cepa 3c, nas
16 faixas de temperatura testadas, constam na
Tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios (k) e desvio padrao (s) das taxas de crescimento, obtidos em ftriplicatas, para a cepa
3c, cultivada sob diferentes faixas de temperatura. As letras sobre as taxas de crescimento referem-se aos valores
estatisticamente semelhantes (p<0,05), de acordo com o teste de Tukey.

Temperatura K s F FO T T0
26-27 a 0,00 0,000 0,00 0,00
25-26 b 0,24% 0,040 1,48 0,75 8 4
23-25 ¢ 0,35%lkmn 0,009 10,18 0,56 13 1
22-24 d 0,39°¢ikim 0,005 14,08 0,55 13 1
21-23 e 0,39°¢ikim 0,007 8,31 0,55 11 1
20-22 f 0,40"" 0,021 12,57 0,75 10 1
18-20 g 0,51" 0,020 10,73 0,62 9 1
17-19 h 0,47'%" 0,027 11,28 0,60 10 1
15-17 i 0,46™ 0,011 11,30 0,65 10 1
14-16 | 0,35°kmn 0,024 13,77 0,59 14 1
13-15 k 0,39°%™" 0010 12,17 0,64 12 1
11-14 | 0,44%™ik 0,019 10,77 0,69 10 1
9-12 m 0,36°%¢kn 0,007 12,50 0,64 13 1
7-10 n 0,33°km 0,016 10,51 0,56 14 1
6-9 0 0,23 0,002 14,57 0,73 20 1
4-6p 0,20°° 0,010 10,88 0,57 22 1
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Os resultados mostram que a redugédo nas
taxas de crescimento foi semelhante para os valores
extremos de temperaturas testados neste
experimento (4 a 9°) e 25°C. Acima de 25°C a taxa de
crescimento foi nula. Apesar da grande amplitude de
tolerdncia da cepa as variagdes de temperatura,
evidenciada pelas taxas de crescimento relativamente
elevadas (acima de 0,33 div dia"), que ocorreram
entre as temperaturas de 7°C e 25°C, valores
significativamente maiores (0,46 a 0,51 div dia™)

ocorreram em faixa mais restrita, de 15°C a 20°C,
respectivamente.

Irradiancia

As taxas de crescimento (k), obtidas para cada
irradiancia testada, constam na Tabela 3. A menor
taxa de crescimento (0,17 div dia”') ocorreu no menor
valor de irradiancia testado (50 umol m? s™). A partir
de 150 umol m?s™, foram atingidos altos valores de
taxas de crescimento (acima de 0,54 div dia™).

Tabela 3 — Valores médios (k) e desvio padréo (s) das taxas de crescimento, obtidos em triplicatas para a cepa 3c.
As letras sobre as médias referem-se aos valores estatisticamente semelhantes (p<0,05), de acordo com o teste

de Tukey.
Luz k S F FO T TO0
50 a 0,17 0,00 6,6 1,0 25 9
80 b 0,40° 0,01 12,2 0,7 11 1
100 ¢ 0,35° 0,01 15,6 0,7 14 1
150 d 0,54° 0,00 12,2 0,6 9 1
180 e 0,54° 0,01 11,2 0,5 9 1
380 f 0,63 0,01 14,5 0,7 8 1
Salinidade ocorreram nas maiores salinidades testadas (26 e

As taxas de crescimento, calculadas para a
cepa 3c, cultivada sob diferentes condigdes de
salinidade sdao mostradas na Tabela 4. Foi observado
crescimento elevado em uma ampla faixa de valores
de salinidade (14 a 32). Entretanto, as maiores taxas
de crescimento (aproximadamente 0,7 div dia'1)

32). Valores relativamente elevados e
estatisticamente similares (aproximadamente 0,56 div
dia’1) ocorreram nas salinidades de 14 e 18. A menor
taxa de crescimento (0,31) foi verificada na salinidade
de 7, sendo que em 5 de salinidade ndo houve
crescimento.

Tabela 4 — Valores médios (k) e desvio padrao (s), obtidos em ftriplicatas para a cepa 3c. As letras sobre as
médias representam os valores estatisticamente semelhantes (p<0,05), calculados a partir do teste de Tukey.

Salinidade k s F FO T TO

32a 0,70° 0,04 10,9 0,598 7 1
26b 0,71 0,01 11,4 0,602 7 1
18¢c 0,57° 0,01 11,4 0,487 9 1
14d 0,55° 0,02 10,5 0,509 9 1

7e 0,31 0,02 1,4 0,600 7 3

5 f 0,00 0,00 - - - -

DISCUSSAO mesma area e cultivadas sob as mesmas condigoes,

Condicoes favoraveis ao crescimento de
Alexandrium tamarense
A variacado nas taxas de crescimento, verificada

para as diferentes cepas de A. tamarense, obtidas da

32 doi: 10.5088/atl. 2010.32.1.25

podem refletir o grau de variabilidade fisiolégica das
mesmas. No entanto, a menor taxa de crescimento
verificada para a cepa 6 (0,25 div dia") pode ser
consequiéncia do seu maior tempo de cultivo, pois
esta cepa foi mantida em laboratério por mais tempo.
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Ja as outras cepas foram obtidas poucos meses
antes da realizacdo dos experimentos, através da
germinacao dos cistos de resisténcia. Outro fator que
deve ter contribuido para esta diferengca com relagéao
as demais cepas foi o método utilizado para a sua
obtencdo. As foram isoladas
imediatamente, mas sim mantidas em incubadora
durante aproximadamente um més. A mesma
tendéncia foi verificada por Brand et al. (1981), que
observou as menores taxas de crescimento em cepas
isoladas somente apés um més de manutengdo em

células nao

incubadora, com relagdo a outras cepas provenientes
do mesmo ambiente, mas que foram isoladas
imediatamente apés a coleta. A principal hip6tese do
autor para explicar este fato é que podem ter ocorrido
mudancas devido a pressdo de selecdo em
laboratério.

Na Tabela 5 sdo comparadas as condi¢coes
ideais para o crescimento de A. tamarense verificadas
neste estudo com cepas ou populagbes naturais
provenientes de outras localidades.

Tabela 5 — Taxa de crescimento (k, divisdes dia") de A. tamarense proveniente de diferentes areas geograficas e

condi¢cdes ambientais.

AREA Temp Luz Salinidade k (div.dia™) Observagéo Ref.
(°C). (umol.m?.s™
Sul do Brasil 15- 20 > 200 26 - 3 0,46 - 0,70 Cultivo Pres.Trab.
Argentina 18 20 0,3 -0,6 Cultivo 2
Argentina 8 12 > 30 Pop. natural 3,4
Uruguai 11 15 16 - 33,5 Pop. natural 5,6
EUA- NE 30,5 0,36 Cultivo 7
EUA- NE 13-23 0,44 Cultivo 8
EUA- NE 11-22 150-200 0,6 Cultivo 9
Japao 5-10 31,5- 33 Pop. natural 10
Coréia 17 25 - 30 0,6 Cultivo 11
Coréia 15 Pop. natural 11
Canada 15-19 19 - 20 0,41 Cultivo 12
Tailandia 10 -35 Cultivo 13

Referéncias: 1 — Presente trabalho; 2 — Benavides et al., 1983; 3,4 — Carreto et al., 1985; Carreto et al., 1998; 5,6 — Mendéz et al., 1996;
Brazeiro et al., 1997; 7 — White, 1978; 8 — Watras et al, 1982; 9 — Anderson et al. 1984; 10 — Shimada et al., 1996; 11 — Kim et al., 1996; 12 —

Prakash, 1967; 13 — Su e Liau, 1993.

Apesar dos maximos valores de crescimento
verificados no presente trabalho terem ocorrido
nestas estreitas faixas de variagao,
relativamente elevados ocorreram em uma ampla
faixa de variagdo das condicbes ambientais
analisadas. Por exemplo, as taxas de crescimento
foram maiores que 0,30 div dia” em condicdes de 7 a

valores

25°C de temperatura, intensidades luminosas maiores
do que 80 umol m? s™ e salinidade maior do que 7. A
faixa 6tima de temperatura observada no presente
trabalho (15°C a 20°C) é verificada na area costeira
do sul do Brasil, principalmente durante o final de
inverno/ inicio da primavera e outono. A analise das
principais variaveis envolvidas na formagao de
floracdes da espécie na costa da Argentina e Uruguai

mostra temperatura ambiental inferior a verificada
como ideal no presente trabalho. Na costa da

Atlantica, Rio Grande, 32(1) 25-37, 2010.

Argentina, as maximas concentragdes celulares foram
registradas entre aproximadamente 8°C e 12°C e
salinidade superior a 30 (Carreto et al, 1985;
Andrinolo et al., 1999). Ja em estudos de laboratério,
foram medidas taxas de crescimento entre 0,3 e 0,6
div dia’ em cepas provenientes dessa area e
mantidas entre 18 e 20°C (Benavides et al., 1983). Na
costa do Uruguai, as maiores concentragdes celulares
registradas ocorreram entre 11°C e 15°C e salinidade
de 16 a 33,5 (Mendéz et al., 1996; Brazeiro et al.,
1997).

Em revisdo realizada por Anderson (1998), as
méaximas taxas de crescimento verificadas para a
espécie estdo entre 0,5 e 0,7 div dia”. Estudos
realizados na costa nordeste da América do Norte, no
Canadé e Estados Unidos mostraram maximas taxas
de crescimento celular pouco superiores a 0,6 div dia”
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(Anderson et al., 1984), com valores entre 0,20 e 0,55
div dia™ verificados durante floracbes na costa do
Canada (Fauchot et al. 2005). Estes maximos sao
coincidentes com o maximo valor encontrado para
uma cepa proveniente da Coréia (Kim et al., 1996).
Portanto, os maximos valores verificados no presente
trabalho, de até 0,7 div dia”, estdo entre os maiores
valores observados para a espécie, demonstrando a
potencialidade das populagdes provenientes do sul do
Brasil para atingir grandes concentragbes celulares
no ambiente.

Com base na Tabela 5, percebe-se as que as
condicdes de salinidade onde ocorre crescimento de
A. tamarense apresentam grande amplitude de
variacdo em diferentes populagbes. As cepas
provenientes do sul do Brasil apresentaram maior
taxa de crescimento nos méaximos de salinidade
testados. O mesmo padrao foi verificado em A.
tamarense (referido como Gonyaulax excavata)
proveniente da éarea costeira de Massachusetts,
nordeste dos EUA, cujo maximo crescimento ocorreu
entre 20 e 40 de salinidade (White, 1978). Da mesma
forma, o crescimento maximo de uma cepa
proveniente do sul da Coreia ocorreu a 25, seguido
por 30, sendo que abaixo de 15 de salinidade n&o
houve crescimento (Kim et al, 1996). Watras et al.
(1982), comparando o crescimento em diferentes
faixas de temperatura, encontraram maiores valores
para 25 do que para 32 de salinidade. Valores
intermediérios de salinidade foram verificados para
cepas provenientes da Baia de Fundy, Canada
(Prakash, 1967). A maior amplitude de toleréncia a
salinidade (5 a 40) e a mais ampla faixa 6tima para o
crescimento (10 a 35) foram verificadas para uma
cepa proveniente da Tailandia (Su et al. 1993).

A faixa O6tima de temperatura para o
crescimento celular, verificada neste trabalho (15°C a
20°C) é proxima aos valores encontrados para a Baia
de Fundy (Prakash, 1967), Golfo de Maine (Yentsch
et al., 1975) e Coreia (Kim et al, 1996). Taxas
maximas de crescimento celular ocorreram em
maiores amplitudes de variacdo de temperatura em
cepas provenientes da costa nordeste dos EUA
(Watras et al., 1982). Entretanto, cepas provenientes
dessa regido nao apresentaram crescimento abaixo
de 7°C (Anderson et al., 1984), temperatura pouco
superior a menor faixa de temperatura testada no
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presente trabalho (4 - 6°C) e que resultou em baixo
crescimento. Ocorréncia de floracdes sob condicbes
de baixas temperaturas (5 a 10°C) foram detectadas
no sudoeste do Japao (Shimada et al, 1996). Com
relacdo a intensidade luminosa, os resultados obtidos
para cepas do nordeste dos EUA foram semelhantes
aos verificados neste trabalho (maxima taxa de
crescimento de 0,6 div dia' e saturacdo a 150-200
umol m?s™) (Anderson et al. 1994).

A analise dos resultados obtidos no presente
trabalho e a comparagdo com outros estudos da
espécie evidenciam o carater euritérmico e eurihalino
da espécie, que justificam a sua ampla distribuicao
mundial (Taylor, 1985). Os resultados mais
contrastantes ocorrem com relacdo a salinidade, e
refletem o0 maior grau de adaptabilidade das
populacbes aos regimes locais de salinidade.
Floracbes de A. tamarense no ambiente costeiro sao
estimuladas em condi¢cdes ambientais ideais, embora
esta espécie normalmente nao apresente taxas de
crescimento muito elevadas, comparadas com
diatoméceas, por exemplo, e, portanto, também néo
desenvolva altas concentragdes celulares, dificilmente
formando floragbes monoespecificas (Anderson,
1998). Consequentemente, as floragbes da espécie
estdo associadas a manutencdo de taxas de
crescimento intermediarias, bem como a um declinio
do crescimento de outras espécies. A ocorréncia de
processos fisicos de concentragdo celular, tais como
frentes oceanicas é muito importante para a
acumulacdo de grandes concentragbes de células
(Yentsch et al., 1975).

Ocorréncia Potencial de Florac6es Toxicas de A.
tamarense

O valor maximo de toxicidade verificado nas
cepas provenientes do sul do Brasil, de
aproximadamente 66.000 fgSTX cel’, na cepa C6
(Persich et al., 2006), pode ser considerado como
relativamente elevado, pois esta entre os maiores
valores reportados para cepas mantidas em cultivos.
As saxitoxinas, ingeridas diretamente através da
pastagem das células téxicas presentes no
fitoplancton, sdo acumuladas nos animais filtradores,
até a posterior transferéncia através da cadeia tréfica.
Em cada etapa, a toxicidade resultante depende da
sensibilidade do organismo as toxinas, e do grau de
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retencdo e modificagdo que ocorrem nas saxitoxinas
no interior do organismo. A sensibilidade dos
consumidores a presencga de saxitoxinas é variavel, e
os mexilhdes normalmente sdo pouco sensiveis.
Estes acumulam concentragdes de toxinas que
podem ultrapassar o limite de concentragdo
considerado como de seguranga para O COnNsumo
humano (Hall et al., 1990). O nivel adotado varia com
a legislagé@o local, porém varios paises, dentre eles
Estados Unidos, consideram o valor de 80 pgSTX
1009'1 de carne de molusco como a concentracao
maxima permitida para a comercializagdo e consumo.
As razdes para a adogao deste critério baseiam-se
fundamentalmente na verificacdo de que os sintomas
clinicos da presenca da toxina iniciam apds o
consumo de 200 a 600 ug de toxina e considerando-
se um consumo diario 1 kg de moluscos, que
representa aproximadamente 250 g de carne. Varios
outros paises, como a Itdlia, preocupados com os
potentes efeitos das toxinas nas bombas de calcio,
sédio e potassio em seres humanos, adotaram o nivel
de seguranca de 40 ug 100g™ de carne de moluscos.
Apesar da presenga de sintomas nestas
concentracdes relativamente baixas, a dose letal de
saxitoxinas para humanos esta entre 1 e 2 g da toxina
(Premazzi e Volterra, 1993).

A maxima concentracao celular de Alexandrium
tamarense verificada na Praia do Cassino, de 2.10°
cel I (Odebrecht et al. 1997), é caracteristica de
floracdes da espécie no ambiente (aproximadamente
2,5.10° cel I, de acordo com Chebib et al., 1993).
Existem, entretanto, registros de concentragdes
extremamente elevadas, como a verificada por
Carreto et al. (1986), na Peninsula Valdés, Argentina,
em area de frente oceanografica (1,8.10° cel I). A
potencialidade para formagao de floragdes na costa
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sul do Brasil, juntamente com os altos valores de
toxicidade observados para estas cepas (Persich et
al., 2006) indicam que quando ocorreu a floragdo na
Praia do Cassino, a concentragdo de saxitoxinas
pode ter ultrapassado os limites de seguranga nos
organismos filtradores locais.

Floracbes toxicas de A. tamarense ocorrem na
costa da Argentina e Uruguai ha mais de 20 anos, as
quais provavelmente serviram de inéculo para as
cepas sul brasileiras, conforme resultados da andlise
genética (Persich et al., 2006). A formagao de cistos
de resisténcia, verificados no sedimento, nas
proximidades da Praia do Cassino (Persich e Garcia,
2003), atua no sentido da propagacao das células no
ambiente, as quais podem retornar a forma vegetativa
ao encontrarem novamente as condicdes ambientais
favordveis ao seu crescimento. Ao menos duas
floracbes de A. tamarene ocorreram na Praia do
Cassino, a primeira em agosto de 1996 (Odebrecht et
al, 1997), e a segunda em agosto de 1997,
observada no momento da obtencdo da cepa C6,
utiizada neste trabalho. A taxa maxima de
crescimento celular obtida neste trabalho (0,7 divdia'1)
€ maior do que o maximo verificado em outros locais,
inclusive em areas sujeitas a floragdes recorrentes da
espécie. Os valores de toxicidade encontrados
(66.000 fgSTX cel'1), também estdo entre os maiores
valores encontrados em cultivos da espécie. Estes
altos valores de taxas de crescimento e toxicidade
verificados no presente trabalho, associados a
riqueza da fauna bentbnica nesta area, além da
verificagdo prévia de floragbes de Alexandrium
tamarense na Praia do Cassino, evidenciam o
potencial de ocorréncia de floragcdes toxicas da
espécie.
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