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RESUMO
As cianobactérias podem produzir varios metabolitos toxicos como alcaloides e peptideos
bioativos. Dentre estes, as microcistinas sdo os mais reportados, podendo interferir na qualidade
do corpo d’agua, causando danos ecologicos tais como alteragdes na cadeia tréfica, declinio da
biodiversidade local, bem como impactos na saude publica. As microcistinas podem estar
retidas dentro da célula ou serem liberadas através de lise celular em fase de senescéncia da
floracdo no ambiente aquatico, onde 0s animais Sa0 expostos a essas duas vias de exposi¢ao no
ambiente. Diante disso, foi estimada a toxicidade de células intactas e extrato bruto aquoso de
células da linhagem Microcystis aeruginosa NPLJ-4 produtora de microcistina-LR, sobre
cladoceros. Foram avaliados os efeitos sobre a mortalidade, idade da primeira reproducéo,
fecundidade média, total de neonatos, sobrevivéncia, crescimento somatico e populacional de
Ceriodaphnia cornuta e Macrothrix spinosa. Os animais foram mais sensiveis a células
intactas. As duas vias de exposicdo afetaram o0s pardmetros populacionais dos claddceros,
porém as células intactas foram mais toxicas. A taxa de crescimento somatico dos animais nao
foi afetada pelo extrato bruto, ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos e
controle. Esses resultados mostram que a ingestdo de células intactas € mais toxica para 0s
claddceros que a exposicdo as toxinas liberadas na agua. Com este estudo, espera-se contribuir
para o conhecimento das interagfes entre 0 zooplancton e as cianobacteérias tdxicas, sobretudo

sob eventos de floracGes.

Palavras-chave: cianotoxinas, efeito agudo, efeito cronico.
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ABSTRACT
Cyanobacteria can produce various toxic metabolites such as bioactive alkaloids and peptides.
Among these, the microcystins are the most reported, and may interfere with the quality of the
water body, causing ecological damages such as changes in the food chain, local biodiversity
decline, and impacts on public health. Microcystins may be retained within the cell or be
released by cell lysis in the senescence phase of flowering in the aquatic environment where
the animals are exposed to these two routes of exposure in the environment. Therefore, the
toxicity of intact cells and crude aqueous extract of microcystin-LR-producing cells Microcystis
aeruginosa NPLJ-4 on cladocerans was estimated. The effects on mortality, age of first
reproduction, mean fecundity, total neonates, survival, somatic and population growth of
Ceriodaphnia cornuta and Macrothrix spinosa were evaluated. The animals were more
sensitive to intact cells. The two routes of exposure affected the population parameters of
cladocerans, but the intact cells were more toxic. The somatic growth rate of the animals was
not affected by the crude extract, and there were no significant differences between treatments
and control. These results show that intake of intact cells is more toxic to cladocerans than
exposure to toxins released into the water. With this study, it is hoped to contribute to the
knowledge of the interactions between zooplankton and toxic cyanobacteria, especially under

blooming events.

Key words: cyanotoxins, acute effect, chronic effect.



1. INTRODUCAO GERAL

As floracOes de cianobactérias em aguas superficiais vém aumentando em todo mundo,
e estdo relacionadas com a eutrofizacdo artificial e alteragBes climéaticas (BURATTI et al.
2017). Suas elevadas biomassas apresentam risco a salide humana e para a sustentabilidade do
ecossistema e algumas espécies desse grupo sdo potencialmente produtoras de cianotoxinas
(HUDNELL e DORTCH, 2008).

As cianotoxinas sdo classificadas de acordo com seu mecanismo de acdo em
neurotoxinas, citotoxinas, dermatotoxinas e hepatotoxinas (DITTMANN et al. 2013). Dentre
estas, as hepatotoxinas sdo as mais estudadas, sendo caracterizadas como peptideos ciclicos
inibidores de proteinas fosfatase 1 e 2A. Entre as hepatotoxinas, destacam-se as microcistinas
pela sua grande ocorréncia em todo mundo (MOLICA E AZEVEDO, 2009) e por serem
produzidos pela maioria dos géneros de cianobactérias formadoras de floragdes (DITTMANN
et al. 2013). Existem mais de 100 congéneres de microcistinas e a variacdo de aminoacidos,
principalmente nas posicbes 2 e 4 em radicais e/ou cadeias L-laterais especificos e as
demetilagOes nas posicdes 3 e 7 s@o os fatores responsaveis pelo grande niumero de analagos,
sendo a microcistina-LR (leucina-arginina) o congénere de maior toxicidade (50 pg kgt; ex.;
DLso em camundongo) (BOUHADDADA et al. 2016).

A maioria dos estudos toxicologicos focam nas microcistinas e os efeitos toxicos do
congénere microcistina-LR, que j& demonstrou efeitos toxicos a nivel hepatico, renal e
reprodutivo em animais, apos exposicdo a este analogo (EPA, 2015), sobretudo organismos
aquaticos (HUANG et al. 2015; CHEN et al. 2016), principalmente no zooplancton (CERBIN
et al. 2010).

O zooplancton que se alimenta de forma generalista, ndo tendo a capacidade de
selecionar o alimento, pode acabar ingerindo cianobactérias produtoras de toxinas, resultando
em distdrbios nas relagdes tréficas, em ecossistemas aquaticos afetados por floragcdes de
cianobactérias (BOWNIK, 2016). Este grupo de animais, mais especificadamente 0s
cladoceros, desempenha um papel importante no controle top-down do fitoplancton, mostrando
interacéo direta com o mesmo (COSTA et al. 2013; FERRAO-FILHO et al. 2014; HERRERA
et al. 2015).

Os claddceros sdo componentes importantes e abundantes em ecossistemas aquaticos,
apresentam uma diversificacdo morfologica, riqgueza com mais de 700 espécies e uma
importancia na cadeia alimentar aquatica global, ligando o fitoplancton aos niveis troficos mais

elevados (DAMME e KOTOV, 2016). Estes microcrustaceos sao utilizados para avaliar a



qualidade ambiental e séo especialmente comuns em testes de ecotoxicologia (FREITAS e
ROCHA, 2011) por apresentarem ciclo de vida curto e reproducdo por partenogénese. Esta
Gltima apresenta vantagens, em relagdo ao controle da variacdo genética, permitindo testar
efeitos transgeracionais maternos e, por fim, populagdes multi-clonais ndo apresentam
fluxogénico constante, o que ajuda a entender as rela¢fes entre genotipos e fenotipos diante dos
efeitos toxicos (SUHETT et al. 2015).

Em relacdo aos efeitos toxicos de microcistinas sobre cladoceros, estes podem ser
agudos e cronicos (FERRAO-FILHO, 2009) e dependem, principalmente, do tipo de exposicao
(FERRAO-FILHO & AZEVEDO, 2003; ABREU & FERRAO-FILHO, 2013; FERRAO-
FILHO e KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011), no geral esses animais, no ambiente aquaético,
podem estar expostos as toxinas extracelulares (dissolvidas no meio), que podem aumentar
durante a senescéncia da floracdo, e as intracelulares (através da ingestdo de células), que
aumentam com o desenvolvimento da floragdo (KOREIVIENE et al, 2013).

Diante do exposto, faz-se necessario conhecer as rea¢6es dos claddceros no inicio e final
das floragdes, através da toxicidade de células intactas e extrato bruto de cianobactéria, o que
contribui para o conhecimento da sensibilidade desses animais, sob essas vias de exposicao.
Além disso, espera-se contribuir para o conhecimento do papel dos claddceros tropicais nos
ecossistemas aquaticos, uma vez que a maioria dos estudos de toxicidade séo utilizados espécies

de ambientes temperados.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=transgeracionais&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiftue0gpfUAhUGeSYKHUVPAY4QvwUIICgA

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1-Cianobactérias e cianotoxinas

A longa histéria evolutiva (3,5 bilhdes de anos) das cianobactérias permitiu sua
diversificacdo estrutural e funcional (PAERL, 2014), fazendo com que persistissem durante as
numerosas mudancas geoquimicas e climaticas pelas quais o planeta Terra vem passando. A
sensibilidade, flexibilidade ecofisioldgica e adaptacdo das cianobactérias, sdo produtos de sua
evolucdo, podendo ser encontradas em habitats como fontes termais, lagos hipersalinos e
desertos (WEHR e SHEATH, 2003; PAERL e HUISMAN, 2009; CHATZIEFTHIMIOU et al.
2014 e 2016).

As cianobactérias evoluiram com diferenciacdes celulares tais como heterocitos, que
sdo células especializadas na fixacao do N2 atmosférico, presentes apenas em algumas espécies,
e acinetos, que sdo esporos de resisténcia, capazes de suportar estresse ambiental e ainda
armazenam fosforo. Além disso, apresentam aerétopos (vacuolos de gas), que controlam sua
posi¢do na coluna d’agua. Essas caracteristicas lhes proporcionam grandes vantagens em
relacdo a outros grupos do fitoplancton permitindo sua ampla distribuicdo e ocupacdo de
diferentes nichos (SANT’ANNA et al. 2006; CALIJURI et al. 2006).

Estes microrganismos ainda podem formar flora¢Ges, que é o crescimento massivo de
cianobactérias nos ecossistemas aquaticos (BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLICA, 2003).
Esses eventos tém sido relacionados com as alteragcGes ambientais causadas pelo clima, fatores
antropogénicos (aumento da polui¢do organica disponibilizando nutrientes como nitrogénio e
fésforo), mudancas hidroldgicas e alteragdes biologicas (interagdes troficas com zooplancton e
peixes) que podem afetar a composicdo da comunidade fitoplancténica, influenciando na
dominéncia e persisténcia das cianobactérias nos ambientes aquaticos (PAERL, 2014).

A elevada biomassa de cianobactérias acarreta grandes danos ecoldgicos, tais como
perda da diversidade de espécies, trazendo alteragcGes ao longo da cadeia trofica, além de
interferir na qualidade e no uso da &gua, principalmente quando a utilizacdo é para
abastecimento publico, trazendo risco a saude humana (BITTENCOURT-OLIVEIRA e
MOLICA, 2003; PAERL, 2008; FERNANDES et al. 2009).

O mais preocupante nas cianobactérias é que algumas espécies sdo produtoras de toxinas
(APELDOORN et al. 2007), as quais sdo classificadas quanto a sua atividade bioldgica em
hepatotoxinas (microcistinas e nodularinas), neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a (S),
saxtoxinas), citotoxinas (cilindrospermopsina) e dermatotoxinas (lingbiatoxina, aplisiatoxina e

lipopolissacarideos de parede celular) (DITMANN et al. 2013) e sdo quimicamente



caracterizadas como peptideos ciclicos (microcistina e nodularinas) e alcal6ides (anatoxina-a,
anatoxina-a (S), saxitoxinas, cilindrospermopsina, aplisiatoxinas e lingbiatoxina)
(APELDOORN et al. 2007).

As cianotoxinas mais estudadas séo as hepatotoxinas, potentes inibidoras das proteinas
fosfatases 1 e 2A, podendo causar morte em um curto intervalo de tempo (NAMIKOSHI et al.
2003). Dentre estas, destacam-se as microcistinas que sdo as mais estudadas, em razéo da sua
grande ocorréncia em todo mundo (MOLICA e AZEVEDO, 2009) e por serem produzidas pela
maioria dos géneros de cianobactérias formadoras de floragdes, dentre estes estdo espécies de
Microcystis, Dolichospermum, Planktothrix, Sphaerospermopsis, Nodularia, Nostoc,
Oscillatoria, Phormidium, Fischerella, Gloeotrichia e Hapalosiphon (EPA,2015; DITTMANN
et al. 2013).

A toxicidade de microcistina ja foi descrita em diversos organismos como mamiferos,
causando choque hemorrégico ou faléncia hepatica e formando tumores em exposicdes a baixas
concentracbes (ZEGURA et al. 2011); macrofitas aquéaticas, reduzindo a germinagdo e
crescimento dessas plantas (ROJO et al. 2013; ROMERO-OLIVA et al. 2014); zooplancton,
afetando negativamente a sobrevivéncia, reproducéo e crescimento desses animais (CHEN et
al. 2013; SMUTNA et al. 2014; HERRERA et al. 2015); peixes, causando danos celulares ao
figado e alteracGes das funcdes hepaticas (CHEN et al. 2016; QIAO et al. 2016) e em humanos,
causando disturbios visuais, nauseas, fraqueza muscular e insuficiéncia hepatica aguda, levando
a morte (AZEVEDO et al. 2002).

Apesar de existirem trabalhos relatando os efeitos adversos das cianotoxinas, a fungéo
das mesmas ainda é pouco compreendida. Holland e Kinnear (2013) acreditam que a evolugao
da producdo dessas toxinas é dependente de inumeros fatores ambientais (bioticos e abioticos)
e sustentam duas vertentes para explicar o papel ecoldgico das mesmas: a primeira, que as
toxinas sdo produzidas contra predacdo ou para atuar como um composto alelopético e a
segunda que as mesmas evoluiram para auxiliar a funcao fisioldgica geral. Além disso, Utkilen
e Gjoglme (1995), discutem o papel das mesmas como quelantes de metais pesados e Dittmann
et al. (2001) sugerem a possibilidade de exercerem papel na comunicacéo intercelular (quorum
sensing). Com isso, é relevante mais estudos relacionados a producgédo de cianotoxinas e seus

efeitos sobre as comunidades aquaticas.

2.2-Ecologia de Microcystis
Cianobactérias do género Microcystis Kitzing ex Lemmermann formam floracfes

superficiais que podem ser toxicas (PAERL et al. 1983; CODD, 2000). Este género esta


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=138387

presente em ecossistemas aquaticos de todo o mundo (BURATTI et al. 2017), apresentando
tolerancia a elevadas temperaturas (acima de 25 °C) e irradiacdo de luz, devido ao aumento da
producéo de carotenoides e pigmentos fotoprotetores, o0 que otimiza a eficiéncia fotossintética
desse género, proporcionando sua persisténcia na superficie da agua. Floracdes desse género
comumente formam uma camada superficial que promove o sombreamento da coluna d’agua,
interferindo no desenvolvimento (PAERL et al. 1983), diversidade e riqueza de outras espécies
fitoplanctonicas (TUCCI e SANT’ANNA, 2003), contribuindo assim para sua dominancia nos
ambientes aquaticos.

Ha relatos da ocorréncia de varias espécies desse género em ecossistemas aquaticos
brasileiros: Microcystis aeruginosa, M. botrys, M. panniformis, M. wesenbergii, M. protocystis
e M. novacekii (SANT’ANNA et al. 2004; COSTA et al. 2006; CARVALHO, 2008). Dentre
estes tdxons, destaca-se a Microcystis aeruginosa, por apresentar dominancia e co-dominancia
em corpos d’agua do mundo (CHELLAPPA et al. 2008; DANTAS et al. 2008; YUNES, 2009;
ANDRADE et al. 2009; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al. 2010; MOHAMED et al. 2015;
LAGO et al. 2015; CHIA e KWAGHE, 2015; BOUHADDADA et al. 2016).

2.2.1- Microcistinas e outros peptideos

Microcistinas sdo heptapeptideos ciclicos de sintese ndo-ribossomal, que apresentam 5
D-aminoéacidos e 2 L-aminoacidos em sua estrutura geral (SOARES, 2009) e as diferencas na
codificagdo das enzimas policetideo sintetase e peptideo sintetase ndo-ribossomal, responsaveis
pela produgdo das mesmas, é a razdo da existéncia de mais de 100 variantes (PUDDICK et al.
2014 e 2015). A microcistina-LR (Figura 1), que apresenta os aminoacidos leucina (L) e
arginina (R) nas posicdes 2 e 4 em sua molécula, é uma das variantes mais toxica (ISAACS et
al. 2014; GUPTA et al. 2003) e frequentemente encontrada nos ecossistemas aquaticos
(MOHAMED et al. 2015; LAGO et al. 2015).
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FIGURA 1: Estrutura da molécula de microcistina-LR, com leucina e arginina nas posicdes 2
e 4, respectivamente (PUDDICK et al. 2014).

Alguns trabalhos tém evidenciado efeitos adversos em cladoceros causados por
linhagens de cianobactérias ndo produtoras de cianotoxinas (SEMYALO et al. 2009; COSTA
et al. 2013; SADLER e ELERT, 2014b) porque além das cianotoxinas, as cianobactérias sdo
capazes de produzir outros peptideos bioativos (cianopeptideos) os quais também séo de origem
ndo-ribossomal sendo quimicamente classificados em peptideos ciclicos e lineares (WELKER
e VON DOHREN, 2006; TAN, 2007).

Trabalhos tém mostrado que espécies de Microcystis sdo capazes de biosintetizar esses
metabdlitos, dentre eles: aeruginosinas, cianopeptolinas, microgininas, micropeptinas,
microciclamida, anabaenopeptinas, que sao capazes de inibir proteases, como, carboxipeptidase
e serinoproteases (tripsina, quimotripsina, trombina, plasmina, elastase) (SILVA-STENICO et
al. 2012; CARNEIRO et al. 2012; VEGMAN e CARMELI, 2013; BLADT et al. 2014,
ISAACS et al. 2014). A funcdo dos peptideos na fisiologia e na ecologia de cianobactérias tem
sido discutida e principalmente relacionada a protecéo contra predacao e alelopatia (WELKER
e VON DOHREN, 2006; TAN, 2007; SADLER e ELERT, 2014b). Assim, além da realizacéo
de ensaios toxicologicos com microcistinas, é importante realizar com cianopeptideos, para

determinar os seus efeitos em animais, incluindo humanos (ISAACS et al. 2014).

2.3-Vias de exposicao
As cianotoxinas estdo presentes nos ambientes aquaticos de duas formas: dentro da

célula (toxinas intracelulares) ou livres na 4gua (toxinas extracelulares) e as concentra¢Ges das



mesmas variam a medida que a densidade populacional das cianobactérias aumenta e diminui,
ou seja, a concentracdo de toxinas intracelulares geralmente tém uma distribuicdo espacial
semelhante a das cianobactérias e as concentragdes de toxinas dissolvidas permanecem baixas
até o envelhecimento natural da floracdo ou pela lise celular ap6s préticas de manejos, por
exemplo, aplicacdo de algicidas ou ainda podem ser liberadas ativamente pela cianobactéria
(GRAHAM et al. 2008).

Desta forma, nos ecossistemas aquaticos, as variantes de microcistinas, sdo encontradas
intracelularmente em aproximadamente 95% do tempo durante a floracdo e tendem a
permanecer contidas na célula (intracelular), até que haja lise celular no final desse evento e a
microcistina seja liberada para a agua (extracelular) (EPA, 2014 e 2015). Isso implica que
durante o estabelecimento da floragéo, as cianotoxinas estdo concentradas em maior quantidade
no interior da célula e que animais ao ingerir as mesmas, podem ser expostos a uma dose
significativamente maior de microcistina (BURATTI et al. 2017). Portanto, a exposicao as
microcistinas intracelulares, através da ingestdo de células, tem sido considerada a via de
exposicdo de maior preocupacdo (VESTERKVIST et al. 2012).

Diante disso, faz-se necessario conhecer as rea¢des dos cladoceros no inicio e fim das
floracBes, através da toxicidade de células intactas e extrato bruto de cianobactéria, o que
contribui para o conhecimento da sensibilidade desses animais, sob essas vias de exposicao.

2.4-Toxicidade de microcistinas no zooplancton

A toxicidade de cianobactérias sobre o zooplancton vem sendo estudada em todo o
mundo pelo fato desses animais apresentarem uma forte interacdo com as cianobactérias,
responsaveis pela transferéncia de energia para niveis tréficos superiores na cadeia trofica
aquatica (FERRAO-FILHO et al. 2002).

J& foram descritos efeitos toxicos de microcistinas em espécies de copépodes (GER et
al. 2009 e 2010), rotiferos (GENG e XIE, 2008), sendo o grupo de cladoceros o mais utilizado
em bioensaios de toxicidade por serem filtradores generalistas (SIPAUBA-TAVARES e
ROCHA, 2001), por apresentarem ciclo de vida curto possibilitando a realizacao de testes a
curto prazo, no caso de ensaios agudos, e testes abrangendo o ciclo de vida desses animais, em
ensaios cronicos, e por apresentarem reproducdo por partenogénese, que assegura clones
idénticos sem variagdo genética, além de originarem uma populacdo numerosa, o que facilita
ensaios com muitos animais (SUHETT et al. 2015).

Desta forma, a maioria dos estudos de toxicidade, realizados em floracdes naturais e em

cepas isoladas de cianobactérias, focou nos efeitos tdxicos das microcistinas em claddceros



(SMUTNA et al. 2014; FERRAO-FILHO et al. 2014b; FREITAS et al. 2014; FERRAO-
FILHO et al. 2014c). Muitos autores enfatizaram ainda os efeitos do analogo microcistina-LR
sobre esses animais (DAO et al. 2010; SADLER e ELERT, 2014a; HERRERA et al. 2014 e
2015), tendo sido observados a inibicdo das proteinas fosfatases 1 e 2A, e alteracdes
histolégicas no trato digestivo e bioquimicas na atividade de outras enzimas (proteases,
glutationa e estimulacédo lactato-dehidrogenase) de dafinideos quando expostos a esta variante
(DEMOTT & DHAWALE, 1995; AGRAWAL et al. 2001 e 2005; CHEN et al. 2005;
ROHRLACK et al. 2005; SCHWARZENBERGER et al. 2010).

Os efeitos podem ser agudos, causando a morte desses animais, ou cronicos, reduzindo
a fecundidade e o crescimento dos mesmos (FERRAO-FILHO, 2009). Segundo Soares (2009),
os bioensaios agudos sdo os mais estudados, entretanto as intoxicagcfes crénicas em niveis
subletais provavelmente sdo mais corriqueiras nos ambientes aquaticos, necessitando
aprofundamento de estudos sobre estas. Sobre esses efeitos, Ferrdo-Filho et al. (2014a) e
Ferrdo-Filho et al. (2000) afirmam que as reacfes as cianotoxinas dependem da espécie de
cladocero, da toxina produzida e da concentracdo da mesma, sendo que o tipo de exposi¢édo é o
fator que mais influencia na toxicidade de cianobactérias (FERRAO-FILHO e KOZLOWSKY -
SUZUKI, 2011).

Espécies dos géneros Daphnia, Ceriodaphnia e Moina tém sido comumente usadas
nesses ensaios no Brasil (ABREU e FERRA-FILHO, 2013; COSTA et al. 2013; FERRAO-
FILHO et al. 2014a; RESTANI e FONSECA, 2014; VILAR, et al. 2014; HERRERA et al.
2015). Porém, as espécies de Daphnia de ambientes temperados sdo as mais estudadas, fazendo-
se necessario mais estudos com espécies nativas que representem os ecossistemas aquaticos
tropicais (FERRAO- FILHO et al. 2002).

Diante do exposto, este estudo foi realizado com intuito de contribuir para o
conhecimento da toxicidade de Microcystis produtora de microcistina em duas vias de
exposicao (células intactas e extrato bruto), bem como, contribuir para o entendimento do papel
dos claddceros tropicais nos ecossistemas aquéticos, onde as floragdes sdo mais duradouras e

estes animais estdo expostos por mais tempo a esses eventos.



3. HIPOTESE
Claddceros tropicais apresentam maior sensibilidade as microcistinas quando submetidos a

exposicdo através da ingestao de células intactas.

4. OBJETIVOS

4.1- Geral
Determinar os efeitos adversos de Microcytis aeruginosa NPLJ-4 produtora de

microcistinas em diferentes vias de exposic¢ao sob claddceros tropicais.

4.2- Especificos
v Verificar a toxicidade aguda de Microcystis aeruginosa produtora de microcistinas em

diferentes vias de exposicéo sobre Macrothrix spinosa e Ceriodaphnia cornuta .

v Avaliar os efeitos cronicos de Microcystis aeruginosa produtora de microcistinas em
diferentes vias de exposicdo sobre a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de

Macrothrix spinosa e Ceriodaphnia cornuta.

v’ Estimar a CLso (Concentracdo Letal Média), LOAEL (Lowest observed adverse effect
level) em claddceros tropicais expostos a M. aeruginosa produtora de microcistina, em

diferentes vias de exposicéo.
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6. ARTIGO:

A toxicidade das microcistinas em cladoceros tropicais varia em funcéo da via de

exposicao?
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Resumo. No presente estudo, nés verificamos a toxicidade aguda e crénica de Microcystis
aeruginosa NPLJ-4, produtora de microcistinas, sobre claddceros tropicais: dois clones de
Macrothrix spinosa e um de Ceriodaphnia cornuta, sob duas vias de exposicao, células intactas
e extratos brutos. Foi testada a hip6tese de que claddceros apresentam maior sensibilidade as
microcistinas quando submetidos & exposicao atraves da ingestdo de células intactas. No ensaio
agudo, foi verificada a mortalidade dos animais expostos a M. aeruginosa, enquanto que no
crénico foram avaliados a sobrevivéncia, fecundidade média, idade da primeira reproducéo e a
taxa de crescimento somatico e populacional. No ensaio agudo, foi verificado que os claddceros
foram mais sensiveis as células intactas, com CLso de 0,22, 0,09 e 0,04 mgC L™ para C. cornuta,
M. spinosa (Duas Unas-reservatorio eutrofizado) e M. spinosa (Prata-reservatorio oligotrofico),
respectivamente. A sobrevivéncia, crescimento somatico, idade da primeira reproducao,
numeros de neonatos e taxa de crescimento populacional dos microcrustaceos diminuiram
significativamente quando expostos as celulas intactas de M. aeruginosa. Entretanto, mesmo
com concentragdes elevadas de microcistinas, o extrato bruto ndo casou efeitos cronicos
significativos sobre os animais, 0 que sugere que a absor¢cdo de microcistina € maior com a

ingestdo de células intactas.

Palavras-chave: cianobactérias, cianotoxinas, microcrustaceos, concentracdo letal média,

parametros populacionais.



55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

23

INTRODUCAO

Altas concentracdes de nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo, associado com
altas temperaturas favorecem a formacao de floragbes de cianobactérias [1]. Esses eventos
interferem no funcionamento dos ecossistemas aquaticos e causam riscos a saude humana [2,3].
O mais preocupante, é que algumas espécies desse grupo produzem cianotoxinas, as quais sao
classificadas de acordo com seus mecanismos de acdo em hepatotoxinas, neurotoxinas,
citototoxinas e dermatotoxinas [4] e sdo caracterizadas quimicamente em peptideos ciclicos,
alcaloides e lipopolissacarideos de membrana [5].

As hepatotoxinas sdo as mais estudadas, sendo caracterizadas como peptideos ciclicos
inibidores de proteinas fosfatase 1 e 2A. Dentre estas, as microcistinas (MCs) sdo as mais
reportadas na literatura, por sua maior ocorréncia e predominancia de espécies produtoras desta
toxina nos ambientes de 4gua doce [6,7], apresentando mais de 100 analagos.

A variacdo de aminoéacidos, principalmente nas posicoes 2 e 4 em radicais e/ou cadeias
laterais especificas e as desmetilacBes nas posi¢Bes 3 e 7 e as raras substituicbes de D-alanina
na posicdo 1, sdo os fatores responsaveis pelo grande ndmero de andlogos [8,9,10],
sendoproduzidas pelos géneros Microcystis, Planktothrix, Dolichospermum, Aphanizomenon,
Gloeotrichia, Hapalosiphon e Radiocystis [11].

Os efeitos toxicos das microcistinas foram descritos em mamiferos, incluindo o homem,
causando insuficiéncia hepatica aguda, levando a morte e formando tumores em exposicao a
baixas concentracfes dessas toxinas [12-15]; macrofitas aquaticas, reduzindo a germinacéo e
crescimento dessas plantas [16,17,18]; peixes, causando danos celulares ao figado, alteraces
das funcgdes hepaticas [19,20,21] e, principalmente, no zooplancton, afetando negativamente a
sobrevivéncia, reproducdo e crescimento de espécies de copépodes [22,23,24], rotiferos
[25,26,27] e cladoceros [28-31]. Estes ultimos sdo os mais utilizados em experimentos de
toxicidade [32-36] por apresentarem um papel central na cadeia alimentar, ciclo de vida curto,
reproducédo por partenogénese e pelo pequeno tamanho corporal [37].

Os efeitos tdxicos de microcistinas em cladéceros podem ser agudos, podendo levar a
morte em um curto intervalo de tempo, e cronicos, causando efeitos em baixas concentracdes a
longo prazo. A reacdo desses animais as toxinas depende da espécie de cianobactéria, da
concentracdo e tipo de toxina, espécie de cladocero testada e do modo de exposicdo (células
intactas, extratos, toxinas purificadas), sendo este Gltimo o que mais influéncia na toxicidade
de claddceros [38].

Os organismos aquaticos podem ser expostos as cianotoxinas através da ingestdo de

células intactas, sendo absorvidos pelo trato gastrointestinal, e por via superficie corporea ou
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respiratoria absorvendo toxinas dissolvidas no meio [39]. Na natureza, claddceros sdo expostos
as cianotoxinas extracelulares (dissolvidas na coluna d’agua), que sdo liberadas durante a
senescéncia da floragéo, apos lise celular induzida (por exemplo, aplicacdo de algicidas) ou
liberacdo ativa por células saudaveis e as toxinas intracelulares (através da ingestdo de células)
gue aumentam com o estabelecimento da floracao [40].

Durante a maior parte do tempo de uma floragéo, as microcistinas sdo mantidas, em
geral, intracelularmente e as concentracfes dissolvidas nunca representam mais de 30% das
concentracOes totais [41]. Desta forma, os claddceros estdo expostos por mais tempo as toxinas
intracelulares e 0s animais ao ingerir as mesmas, podem ser expostos a uma dose
significativamente maior de microcistinas [11]. Com isso, a exposi¢ao as microcistinas, através
da ingestdo de células, tem sido considerada a via de exposic¢do de maior preocupacédo [33].

Em trabalhos de toxicidade, espécies de cladoceros de ambientes temperados sao mais
estudadas [31-33,35,42-44], fazendo-se necessario mais estudos com espécies tropicais [45],
para um melhor entendimento dos ecossistemas tropicais, onde as floragdes tendem a ser mais
persistentes, ocorrendo durante periodos que podem se estender por mais de um ano e 0s
animais estao expostos por mais tempo a esses eventos [38].

Considerando a interferéncia negativa das cianobactérias sobre o zooplancton, e a
exposi¢do dos claddceros as toxinas intracelulares e extracelulares nos ambientes aquéticos,
verificamos a premente necessidade de se estudar os efeitos adversos de M. aeruginosa
produtora de microcistinas, em espécies de cladoceros tropicais sob essas duas vias de
exposicdo, contribuindo para o conhecimento da sensibilidade desses animais, bem como, para
o0 entendimento do papel dessas toxinas nos ecossistemas aquéticos tropicais.

MATERIAIS E METODOS

Manutencédo dos cladoceros

Foram usados neste estudo claddceros nativos isolados de reservatorios localizados no
Estado de Pernambuco, Brasil: Macrothrix spinosa King, 1853 clone do Acude do Prata
(ambiente oligotrofico) e clone do Reservatorio de Duas Unas (ambiente eutrofizado), e um
clone de Ceriodaphnia cornuta Sars, 1885 isolado do Reservatério de Duas Unas. O
comprimento médio corporal desses animais adultos foi de 0,945 + 0,02; 0,960 + 0,01 e 0,568
+ 0,01mm, respectivamente.

Os claddceros foram mantidos em béqueres de 1 L em agua reconstituida: 70% de agua

mineral, 30% de agua de riacho filtrada (copo coletor com abertura de malha de 20 pum) e 250
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pL L (=3 mgC L) de extrato de acido himico (Blackwater, Tetra®), sob pH 7,5, a 25+1,5 °C
e fotoperiodo de 12 horas, e alimentados com 0,50 mg C L da alga verde Ankistrodesmus
falcatus (Corda) Ralfs, 1848, todos os dias.

Cultivo das linhagens de cianobactéria e alga verde

Foi usada a cepa Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing 1846 NPLJ-4 (Isolada da
Lagoa de Jacarepagua, RJ), produtora de cinco congéneres de microcistina, das quais [D-Leu?]
MC-LR representa cerca de 90% do total de microcistina produzida [46]. Para alimentar os
animais foram mantidas culturas estoque da alga verde Ankistrodesmus falcatus, gentilmente
cedida pelo professor Aloysio S. Ferrdo-Filho (Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/RJ).

Estes microrganismos foram cultivados em meio ASM-1 [47], sob as seguintes
condigdes: pH 7,5, 24°C + 0,5°C, ~80 umol m2s? (Iampadas fluorescentes General Eletric 40

watts) e fotoperiodo de 12 horas.

Estimativa da biomassa em carbono nas culturas de cianobactéria e alga verde

As concentracOes de células intactas e extrato bruto, utilizadas nos ensaios agudos e
croénicos, foram baseadas na concentragcdo de carbono, sendo expressas em miligramas de
carbono por litro (mg C LY). Para chegar a esta concentragéo, foi calculado o biovolume [48,
49] e a partir deste a quota de carbono celular [50] de M. aeruginosa e A. falcatus e
posteriormente foi calculado a concentracdo de carbono, através da seguinte férmula:
Concentracéo de carbono = Densidade celular (cél/ml) x quota de carbono celular (pg C/cél)

x 10 x 1000

Em que,
Densidade celular = estimada em cdmara de Fuchs-Rosenthal em microscopio optico.
Quota de carbono celular = calculada a partir da férmula de Rocha e Duncan [50].
10°= conversdo de pg C/cél para pug C ml™,

1000= converséo de pg C/ml™ paramg C L.

Obtencédo de biomassa e preparacao do extrato bruto de Microcystis aeruginosa

No ensaio agudo a linhagem de M. aeruginosa foi cultivada em sistema fechado aerado
em erlenmeyers de 1,5 L, nas condi¢Oes descritas acima e na fase exponencial de seu
crescimento, foram retiradas aliquotas para os ensaios agudos e para analise de microcistinas.

No ensaio cronico, para garantir a utilizacdo de culturas em fase exponencial, foram inoculados
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cinco cultivos dessa linhagem a cada trés dias, durante os 15 dias de experimento e no sétimo
dia de cada cultura eram retiradas as aliquotas para os ensaios cronicos e analise de microcistina.

A preparagdo das concentragdes de células intactas foi realizada a partir do cultivo de
Microcystis aeruginosa, centrifugado em centrifuga modelo ST 16R, da marca Sorvall, a 5000
rpm durante 10 minutos, para obtencdo de culturas concentradas e apds centrifugagédo foi
retirada uma aliquota para contagem da densidade celular (Cél mL™) em camara de Fuchs-
Rosenthal.

Para a preparacao do extrato bruto, a amostra foi centrifugada e a contagem de células,
foi realizada conforme descrito anteriormente. Posteriormente, o concentrado de células foi
congelado e descongelado trés vezes e depois sonicado em lavadora ultrasdnica modelo
UltraCleaner 1400 da marca Unique, em dois ciclos de 5 minutos a uma frequéncia de 20 kHz,
para lise de células e exposicdo do contetdo intracelular.

Laminas foram preparadas para verificar se todas as células foram rompidas, e
analisadas em microscépio dptico Primo Star da marca Zeizz em objetiva de 40x. Este material
foi centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos em uma centrifuga modelo ST 16R, da marca
Sorvall, sendo o sobrenadante utilizado para a preparagdo por diluicdo em agua constituida, de

diferentes concentragdes de extrato bruto a ser testado (adaptado de [51]).

Extracdo e analise de microcistinas (HPLC-PDA)

Para extracdo de microcistinas, as amostras utilizadas nos ensaios foram liofilizadas em
liofilizador modelo LD 3000 da marca Terroni e pesadas, para 0 conhecimento da biomassa
total seca. Posteriormente, foi adicionado metanol 75%. Esta solugdo foi mantida sob agitacdo
com auxilio de um agitador magnético modelo 78HW-1 da marca Vertex, por 1 hora. Apos este
tempo, a solucdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante reservado em
béquer. Este processo de extracao foi repetido por duas vezes, porém, com o tempo reduzido
para 30 minutos [52]. Depois da jungéo dos trés sobrenadantes oriundos das trés extracoes, foi
realizada a secagem dos mesmos, sob ar quente. Por fim, o material seco foi ressuspendido em
2 mL de metanol 20% grau HPLC, transferido para um eppendorf de 2 mL, depois centrifugado
em centrifuga modelo Mikro 200R, da marca Hettich e o sobrenadante foi armazenado em vial
e mantido a -18°C até o momento da anélise.

A microcistina foi analisada por um equipamento de cromatografia liquida de alta
eficiéncia-HPLC modelo LC20A, Linha Proninence, da Shimadzu-Japdo, equipado com
Coluna Luna 5u de C18 (2) 100 A (250 x 4,6 mm) da marca Phenomenex, detector de UV-Vis
com arranjo de diodo, forno a 40°C e um gradiente de agua ultrapura e acetonitrila, ambos com



190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223

27

adicdo de acido trifluoracético 0,05% [53]. O fluxo de fase mdvel foi de 1 ml/min, comecando
com 30% de acetonitrila aumentando para 35% dentro de 10 minutos e nos 30 minutos seguintes
a proporcao mudou para 70% de acetonitrila e assim sucessivamente. O volume de inje¢éo das
amostras foi de 40 pL. O monitoramento dos cromatogramas foi feito em 238 nm e 0 espectro
de absorcéo dos picos monitorados entre 200 e 300 nm.

A identificacdo das microcistinas produzidas por M. aeruginosa NPLJ-4 foi realizada
pela comparacao dos espectros de absorcdo dos picos dos cromatogramas com o espectro de
absorcdo do padrdo de microcistina-LR. Foi construida uma curva de calibracdo, com 6
amostras padrdes de MC-LR, em diferentes concentragdes (2, 5, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL).

Desenho experimental

Ensaio de toxicidade aguda. As populacdes de claddceros foram submetidas a dois
tratamentos: 1) Células intactas da cepa NPLJ-4 e controle alimentado com a alga verde A.
falcatus em concentracdo de 0,50 mg C L% 11) Extrato bruto da cepa NPLJ-4 e controle sem
alimento. Neste ensaio foram observados os efeitos de M. aeruginosa NPLJ-4, sob a
mortalidade das espécies de cladoceros. Dez neonatos (<24h) de cada clone/espécie foram
colocados em cada tubo de ensaio contendo cinco concentragdes de extrato (equivalente em
carbono celular, mg C L), com 4 réplicas cada. As concentrag@es de células intactas e extrato
bruto utilizadas foram: para M. spinosa (Prata) e Ceriodaphnia cornuta (Duas Unas) 0,03; 0,06;
0,12; 0,25 e 0,50 mg C L e para M. spinosa (Duas Unas), foram: 0,04; 0,08; 0,15; 0,30; 0,60
mg C L. Estas concentraces foram determinadas apds teste preliminar. Ao final destes
ensaios, 0 numero de individuos mortos em cada concentracdo e no controle foi contabilizado
apos 48h de experimento, para o calculo da CLso.

Ensaio de toxicidade crbnica. Os microcrustaceos foram expostos a diferentes
proporc¢des de cianobactéria e alga verde: Nos ensaios com células intactas, foram utilizadas
concentragdes de M. aeruginosa de 0,012, 0,025 e 0,05 mg C L para M. spinosa e 0,025, 0,05
e 0,1 mg C L para C. cornuta, com concentracéo final de 0,5 mg C L™ depois de alimentados
com a alga verde A. falcatus. Nos ensaios com extrato bruto de M. aeruginosa foram utilizadas
as concentragdes 0,12, 0,25 e 0,50 mg C L™ para as duas espécies de claddceros, que foram
alimentadas com 0,50 mg C L™ de alga verde A. falcatus. Os controles consistiram de animais
alimentados com alga verde A. falcatus sempre na concentragdo de 0,50 mg C L. As
concentragOes utilizadas foram determinadas a partir dos dados de CLsg do ensaio agudo.

O efeito cronico de Microcystis aeruginosa foi testado sob a sobrevivéncia (Ix),

reproducdo (ldade da primeira reproducdo, nimero de neonatos e fecundidade média) e
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crescimento (somatico e populacional) de M. spinosa e C. cornuta. A fecundidade média é
estimada através dos numeros totais de neonatos dividido pelo niumero de ninhadas. Foram
utilizados os clones M. spinosa e C. cornuta (DUAS UNAS), considerados 0s menos sensiveis
com maiores CLso.

Um neonato de cada claddcero, de idade entre 6 e 24 horas foi colocado em cada tubo,
com diferentes concentrag@es subletais de células intactas e extrato bruto em 10 réplicas. A
duracdo do experimento foi de 15 dias, tempo suficiente para que os animais alcangassem a
terceira ninhada.

A renovagdo do meio de cultivo foi efetuada diariamente durante o experimento e 0s
organismos foram transferidos para uma solugdo nova, ja com alimento. E a cada renovagao o
numero de organismos sobreviventes foi registrado e, no inicio e final dos bioensaios, foi
mensurado o comprimento do corpo dos animais para calcular a taxa de crescimento somatico
de acordo com [33], seguindo a equacao:

G=In(If-1)/T
Em que,
li = comprimento do corpo de neonatos no inicio.
If = comprimento dos animais sobreviventes no final dos bioensaios.
T = tempo de crescimento em dias.

Foram mensurados 10 animais da mesma ninhada utilizada nos ensaios, para obtencédo
do tamanho corporal dos neonatos no inicio do experimento.

A taxa intrinseca de crescimento populacional (r) foi calculada segundo a equacéo de
Euler:

1 = Xlymye™
Em que,
Ix = sobrevivéncia especifica da idade, calculada como a taxa de sobrevivéncia relativa,
dividindo o nimero de sobreviventes em cada dia pelo nimero de réplicas no inicio do teste.
Mx = fecundidade especifica da idade, como a prole total produzida em cada dia dividida pelo
numero de fémeas sobreviventes.
X = idade em dias.

Esta taxa foi calculada no programa Rm 2.0 [54], pela técnica de bootstrap que produziu
500 estimativas bootstrapped. Para cada valor médio de r foram gerados valores de erro padrédo

e intervalo de confianca de 95%.
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Analises estatisticas

Para efeitos agudos, as concentracdes letais médias (CLso) foram estimadas pelo método
Trimmed Spearman-Karber [55]. Para identificar diferengas significativas entre as vias de
exposicdo, concentracdes testadas, bem como a interacdo entre vias de exposicdo e
concentragBes utilizou-se uma ANOVA two-way, apos analise da normalidade dos dados e
homocedasticidade das variancias. E foi realizado um teste de Holm-Sidak a posteriori para
mostrar diferencas significativas da mortalidade entre as concentracdes e vias de exposic¢ao. Os
testes foram realizados no programa SigmaPlot 11.0 Statistical package.

No ensaio cronico, foi realizada para a idade da primeira ninhada, total de neonatos,
fecundidade média e crescimento somatico de cada espécie de claddcero, uma ANOVA (one-
way) para verificar se houve diferencas significativas entre os diferentes niveis de
concentracOes de células intactas e extrato bruto de M. aeruginosa NPLJ-4 e foi realizado um
teste de Tukey (p<5%) para mostrar essas diferencas. Foi utilizado o programa R para a
realizacdo dessas analises. Para mostrar diferencas significativas da taxa intrinseca de aumento
populacional (r) entre o controle e os tratamentos com cianobactéria usamos o teste t pareado

(p <0,05) realizado no programa Primer.

RESULTADOS

O cromatograma do padrdo de microcistinas e espectro da curva padrdo de
microcistinas- LR sdo mostrados no apéndice 1. E da amostra de M. aeruginosa NPLJ-4 estdo

no apéndice 2.

Ensaio de toxicidade aguda
Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos, vias de exposic¢ao, bem
como, uma interacdo entre esses fatores em relagdo a mortalidade dos trés clones de cladoceros
estudadas (Tabela 1).
As concentragdes de microcistinas foram mais baixas nos tratamentos de células intactas
do que nos tratamentos com extrato bruto de Microcystis aeruginosa NPLJ-4 (Tabela 2).
Mesmo assim, os animais foram mais sensiveis quando expostos a células intactas,
apresentando uma maior porcentagem de mortalidade, que variou de 80-92,5 % nas maiores

concentracfes. Quando expostos ao extrato bruto, os animais foram menos afetados, com
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aumento significativo da mortalidade apenas nas maiores concentragdes com 32,5-47,5 % de
mortalidade (Figura 1).

Na exposicdo a células intactas todos os tratamentos apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle (p < 0,001) para os trés clones de clad6ceros estudados.
Porém, na exposicdo ao extrato bruto apenas as concentragbes 0,25 e 0,50 mg CL *
apresentaram diferengas estatisticas (p < 0,001) em relagdo ao controle, em M. spinosa (Prata)
e C. cornuta. Em M. spinosa (Duas Unas) houve diferencas significativas (p < 0,001) em
relagdo ao controle, a partir da concentragdo 0,08 mg C L (Figura 1).

O grau de sensibilidade dos animais as células intactas variou entre as espécies e
aumentou na seguinte ordem: Ceriodaphnia cornuta (CLso = 0,22 mg C L), Macrothrix
spinosa (Duas Unas) (CLso= 0,09 mg C L) e M. spinosa (PRATA) (CLso= 0,04 mg C L?).

C. cornuta (tamanho corporal menor, 0.568 + 0,01 mm) foi exposta a maiores
concentragBes de microcistinas nas duas vias de exposicao (Tabela 2) e foi a menos sensivel,
com menor porcentagem de mortalidade em relacdo aos clones M. spinosa (Duas Unas) e M.
spinosa (Prata), com comprimento médio de 0,960 + 0,01e 0.945 £ 0,02 mm, respectivamente
(Figura 1).

Os valores da menor concentracdo de efeito adverso observado (LOAEL) em extrato
bruto, foram de duas até oito vezes maiores do que em células intactas (Tabela 3). Com isso,
foi possivel observar que a porcentagem de morte alcangada nas LAOEL em células intactas

foi a mesma alcancgada nas de extrato bruto (Figura 1).

Ensaio de toxicidade cronica

A exposicdo dos cladoceros a concentraces sub-letais de células de M. Aeruginosa
NPLJ-4 promoveu efeitos adversos nos parametros populacionais e reprodutivos desses animais
com 0 aumento das concentragdes.

As concentrac¢des de carbono do extrato bruto de Microcystis foram dez vezes maiores
e microcistinas 5 a 9 vezes mais elevadas comparando com as concentra¢des de células intactas.
Entretanto, os extratos foram menos toxicos, sendo observados efeitos crénicos apenas nas
maiores concentracdes. As concentracbes de microcistinas correspondentes a cada
concentracdo de carbono utilizadas nas duas vias de exposi¢ao sdo apresentadas na Tabela 2.

As taxas de crescimento somético dos animais foram reduzidas, apresentando diferencas
significativas entre os tratamentos e controle (M. spinosa-F= 81 e C. cornuta -F = 50,18, ambos
com p < 0,001) (Figura 3 A e C). Coincidentemente, a idade da primeira reproducdo dos

cladoceros foi adiada entre 1 a 4 dias, com tratamentos significativamente diferentes (M.
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spinosa: F=79,23; C. cornuta: F= 41,05, ambas com p < 0,001) (Figura 4 A e C). A
sobrevivéncia de ambos os clones diminuiu rapidamente na exposicdo as células intactas de M.
aeruginosa NPLJ-4. M. spinosa e C. cornuta apresentaram 70% de sobreviventes no final do
experimento em todas as concentragdes (Figura 2 A e C).

Entretanto, quando expostos ao extrato bruto de M. aeruginosa NPLJ-4 os animais
foram menos afetados. M. spinosa apresentou 90% de sobreviventes nas concentragdes 0,12 e
0,25 mg C L e o tratamento 0, 50 mg C L™ apresentou 70% de sobreviventes no final do
experimento (Figura 2B). C. cornuta foi menos afetada pelo extrato bruto, com 100% de
sobrevivéncia no tratamento 0,12 mg C Lt e 90% e 80 % de sobreviventes nas concentragdes
0,25 e 0,50 mg C L%, respectivamente (Figura 2 D). O crescimento somatico dos animais nio
foi afetado, ndo havendo diferencas significativas entre as concentragdes (M. spinosa-F=1,011;
p=0,401e C. cornuta -F = 2,823; p > 0,05) em relacdo ao controle (Figura 3 B e D). Naidade
da primeira ninhada foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (M.
spinosa: F=7,2; p < 0,001; C. cornuta: F= 3,645; p < 0,05), porém, os animais foram afetados
significativamente somente nas maiores concentracdes de extrato bruto. Em M. spinosa, apenas
a concentracgdo 0,12 mg C L n3o apresentou diferencas significativas em relagdo ao controle
(p =0, 255). Para C. cornuta, apenas o tratamento 0,50 mg C L apresentou diferenca estatistica
em relacdo ao controle (p < 0,05). Entre os tratamentos ndo houve diferencas significativas para
os dois animais (Figura 4 B e D).

A fecundidade média de M. spinosa e C. cornuta diminui em paralelo com o total de
neonatos, e o efeito foi mais acentuado nas maiores concentracdes de células intactas, fazendo
desses tratamentos significativamente diferentes do controle (p <0,001). Na comparagao entre
0s tratamentos, apenas M. spinosa apresentou diferencas significativas (p<0,001) (Figura 4 A
e C). O extrato bruto foi menos toxico, em que a fecundidade média e total de neonatos de M.
spinosa foram mais afetadas na maior concentragdo (0,50 mg C L), com isso, apenas este
tratamento apresentou diferencas significativas (p<0,001) em relacdo ao controle. Para C.
cornuta, a fecundidade média foi mais afetada no tratamento 0,50 mg C L™, (inica concentragéo
que apresentou diferencas significativas em relacdo ao controle (p = 0,001) e no total de
neonatos apenas a concentragio 0,12 mg C L ndo apresentou diferencas significativas em
relacdo ao controle ( p = 0,258 ) (Figura 4 B e D).

Os resultados de sobrevivéncia e fecundidade refletiram na taxa intrinseca de aumento
populacional (r) dos dois cladoceros. Na exposicdo a células intactas o r foi diminuindo a
medida que as concentracBes de células intactas foram aumentando. Todos os tratamentos

apresentaram diferencas significativas em relagéo ao controle (p < 0,001) (Figura5 Ae C). Na
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exposicdo ao extrato bruto, M. spinosa foi afetada apenas na maior concentragéo (0,50 mg C L
1y, Gnico tratamento diferente do controle. C. cornuta foi a mais afetada pelo extrato bruto, onde
o controle foi diferente de todos os tratamentos e as concentragdes 0, 25 e 0,50 mg C L
apresentaram maior reducdo de r, ndo havendo diferencas estatisticas entre ambas (p = 0,094)
(Figura5BeD).

DISCUSSAO

A literatura reporta que claddceros sdo filtradores generalistas, 0 que € vantajoso quando
o fitoplancton é nutritivo, porém, durante floragdes o alimento de boa qualidade é reduzido,
com isso, este grupo € prejudicado, na presenca de cianobactérias, por ndo serem capazes de

selecionar seu alimento, fazendo maior ingestdo de células toxicas [24].

Ensaio de toxicidade aguda

A maior porcentagem de mortalidade dos clones de claddceros estudados quando
expostos a células intactas, mesmo em menores concentracdes de microcistinas, ocorre pelo
fato da absorcéo de toxina pelo trato digestivo através da ingestdo de células ser mais eficiente
do que a absorcdo de toxina dissolvida por via dérmica, pois estes animais possuem um
exoesqueleto quitinoso, que dificulta a absorcdo dessas toxinas [33,38]. Rohrlack et al. [69]
descreveram a absorcdo de microcistina através do intestino, cujas células de Microcystis
ingeridas por Daphnia se acumulam e sdo lisadas pelas enzimas digestivas do intestino,
causando liberacdo de microcistinas e criando espacos intercelulares, que por sua vez permite
o transporte rapido de altas concentragdes de toxinas para o sangue.

Além disso, dado que as microcistinas sdo encontradas intracelularmente em
aproximadamente 95% do tempo durante a floracdo [40,56], € comum que 0S organismos
aquaticos sejam expostos a baixos niveis de cianotoxinas dissolvidas no ambiente natural. Com
iss0, a via de exposicdo mais preocupante para as espécies aquaticas € através de células
ingeridas [57], onde as concentra¢des de microcistinas sdo mais elevadas [11].

A baixa toxicidade dos extratos brutos de Microcystis aeruginosa NPLJ-4, com aumento
significativo da mortalidade dos animais observada somente nas maiores concentracfes, pode
estar relacionada com a diluicdo das microcistinas, pois em &guas naturais mesmo com 0
aumento da concentragdo de microcistina extracelular durante a senescéncia da florag&o, estas
toxinas quando diluidas em 4gua, apresentam- se em baixas concentragdes (<10ug L) [22, 58].

Outras razdes para iSso € que as microcistinas podem ser eliminadas da agua, atraves de sua
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adsorcdo no sedimento [59], bem como, pelo processo de fotolise [60] e degradacdo microbiana
[61].

Além disso, a cepa utilizada em nosso estudo € produtora apenas de variantes de MC-
LR, o que pode resultar em menor grau de toxicidade nos ensaios com extrato bruto, devido sua
maior hidrofilicidade [62]. Moléculas hidrofilicas apresentam pouca capacidade de ultrapassar
membranas lipidicas, necessitando de um mecanismo de transporte para penetrar na membrana
plasmatica de células animais. Assim, a presenca de aminoacidos com diferentes polaridades
nas moléculas de microcistinas resultam em diferentes graus de toxicidade [63].

A menor sensibilidade de C. cornuta quando exposta a Microcystis aeruginosa NPLJ-4
esta relacionada com caracteristicas como alta resisténcia a fome, lento crescimento corporal e
baixa taxa populacional, consideradas vantagens para este clone na presenca de cianobactérias
[64]. Além disso, cladoceros de tamanho corporal maior séo prejudicados em corpos d'agua
com floragGes, pela sua grande abertura de carapaca que permite a entrada de cianobactérias,
0 que interfere a cAmara de filtracdo, devido a inibi¢cdo dos movimentos de apéndices torécicos.
Em espécies menores, a abertura da carapaca € muito pequena para penetracédo de cianobactérias
[65], 0 que os torna menos suscetiveis aos efeitos nocivos das cianobactérias [66]. Estes fatores,
explicam porque Daphnia é substituido geralmente por claddceros pequenos em floracdes de
cianobactérias em lagos eutréficos e por que muitas vezes uma elevada biomassa de
zooplancton de corpo pequeno pode co-existir na natureza, durante floragGes toxicas [24].

A mesma porcentagem de mortalidade entre as LOAEL das duas vias de exposicao,
evidencia a maior toxicidade de células intactas e mostra que sdo necessarias concentracdes
muito maiores de extrato bruto, do que de células intactas para matar a mesma quantidade de
organismos [33].

Diante da maior porcentagem de mortalidade dos animais expostos a células intactas de
M. aeruginosa, concluimos que os animais foram mais sensiveis quando expostos a esta via de

exposicao.

Ensaio de toxicidade cronica

Nos experimentos de dietas mistas, a concentragdo final de carbono foi igual em todos
os tratamentos, variando apenas entre a proporc¢do de alga verde e cianobactéria. A propor¢éo
da alga verde A. falcatus foi maior em todos os tratamentos de células intactas de M. aeruginosa,
deste modo os animais ndo foram submetidos a condi¢des de limitacdo alimentar, além disso

as concentracdes de microcistinas foram menores. Mesmo assim, a sobrevivéncia, crescimento



424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457

34

e reproducdo dos claddceros, foram mais afetados quando submetidos a esta via de exposicéo
do que quando expostos ao extrato bruto.

Os efeitos crénicos sob os cladoceros expostos as células intactas de M. aeruginosa
observados ja nas menores concentracdes, reforcam a hipotese de que os cladceros sdo mais
sensiveis a esta via de exposicdo. Os efeitos sdo mais significativos quando os animais séo
expostos as células vivas, mesmo em baixas concentra¢cBes, do que quando expostos aos
extratos ou toxinas purificadas [57].

As reducdes da sobrevivéncia, crescimento e reproducdo dos cladéceros observadas
com o aumento das concentracdes de células intactas de Microcystis aeruginosa mostram um
efeito de dose-reposta. A maior propor¢cdo de alimento nutritivo em dieta mista com
cianobactérias, descarta a hipotese de deficiéncia nutricional e evidencia o efeito toxico de
Microcystis aeruginosa sobre os animais [29].

A disponibilidade suficiente de alimento nutritivo associado com a baixa toxicidade do
extrato bruto, foram fatores responsaveis por este ndo apresentar efeitos adversos no
crescimento somatico dos claddceros em todos os tratamentos. Neste trabalho, chegou- se as
mesmas conclus6es de Abreu e Ferrdo-Filho [33] e isso da, provavelmente, pelo fato das toxinas
serem mais dificilmente absorvidas do meio aquoso pela via dérmica, sendo mais
eficientemente absorvidas no trato digestivo, apds ingeridas com as células intactas. E ainda
verificaram um estimulo no crescimento corporal dos animais ha menor concentracdo de extrato
bruto de Anabaena spiroides produtora anatoxina- a (s), associando iSO a uma resposta
hormética.

A fecundidade esta diretamente relacionada a oferta e a qualidade do alimento [67].
Diante disso, além da toxicidade mesmo em menores concentracdes de celulas intactas, o baixo
valor nutricional ofertado por Microcystis, talvez tenha sido insuficiente para suprir a
quantidade de energia necessaria para reproduzirem, pois, cianobactérias apresentam baixo
valor nutritivo para o zooplancton, pois as mesmas sdo pobres em esterdis e acidos graxos
polinsaturados que sdo necessarios para seu crescimento e reproducdo [68]. Entretanto, na
exposicdo ao extrato bruto, os efeitos crénicos foram menos significativos e os animais
apresentaram maior desempenho, isso pode ser explicado pela baixa toxicidade dos extratos e
adicdo de alimento de alto valor nutricional aos tratamentos.

Ambos os claddceros tiveram seu crescimento e reproducdo reduzidos na exposi¢édo a
células intactas de NPLJ-4, paralelo a isso a taxa de crescimento da populagdo (r) foi
diminuindo a medida que a proporcdo de Microcystis na dieta aumentou. Dietas mistas com

concentracOes subletais de células de M. aeruginosa, podem causar reducao da populacdo dos
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claddceros [64]. Uma vez que ndo é oferecida energia suficiente para esses claddceros ou até
mesmo estes sejam prejudicados pela toxicidade da cianobactéria, a sobrevivéncia destes
animais ¢ afetada e os que sobrevivem apresentam crescimento corporal lento, atrasando sua
reproducdo e afetando a taxa de crescimento populacional.

Além da via de exposi¢do, os fatores nutricionais e morfolégicos dificilmente podem
ser separados dos efeitos toxicos, uma vez que esses fatores também podem ser responsaveis
pelo baixo desempenho dos claddceros [38], pois as cianobactérias s@o consideradas um
alimento de baixa qualidade para o zooplancton [24] e os efeitos das floragbes de Microcystis
em claddceros e outras espécies de zooplancton dependerdo do tamanho da cianobactéria e das
espécies do zooplancton estudada [29]. Para evitar o efeito da morfologia [29,43], foi utilizada

neste trabalho, cepa unicelular de Microcystis.

CONCLUSAO

Nossos resultados suportam a hipotese de que a absor¢do de microcistinas através da
ingestdo de células intactas é mais eficaz, uma vez que a toxicidade de microcistinas nos
animais variou em funcéo da via de exposicao, onde os cladoceros foram mais sensiveis quando
expostos a células intactas.

Com este estudo concluimos, que a via de exposicao é um fator determinante nos efeitos
toxicos de cianobactérias, em que foi observado que os animais foram mais sensiveis sob
concentraces subletais de células intactas de M. aeruginosa em dietas mistas.

Relacionando nossos resultados ao que ocorre no ambiente aquatico natural, ao decorrer
de uma floragdo, as espécies de claddceros estdo expostos a toxinas intracelulares e
extracelulares. Com isso, pode haver uma variagdo na sensibilidade desses animais no inicio e
final das floragdes, que podera afetar a estrutura da comunidade zooplanctonica e interferir ao

longo da cadeia tréfica.
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Figuras

Figura 1: Mortalidade dos claddceros ap0s 48 horas de exposicao a diferentes concentracoes de
células intactas e extrato bruto de M. aeruginosa NPLJ-4: A= M. spinosa (PRATA), B= M.
spinosa (DUAS UNAS), C= C. cornuta (DUAS UNAS). As diferencas significativas sdo
indicadas por diferentes letras (teste de Holm-Sidak, p <0,05). Asteriscos mostram as menores
concentragOes de células intactas e as maiores concentracdes de extrato bruto que apresentaram
a mesma porcentagem de mortalidade.

Figura 2: Sobrevivéncia das espécies de claddceros expostas as duas vias de exposicdo de M.
aeruginosa NPLJ-4: Celulas intactas: A- M. spinosa e C-C. cornuta; Extrato bruto: B-M.
spinosa e D-C. cornuta.

Figura 3: Comprimento do corpo das espécies de cladoceros expostas as duas vias de exposi¢ao
de M. aeruginosa NPLJ-4: Células intactas: A- M. spinosa e C-C. cornuta; Extrato bruto: B-
M. spinosa e D-C. cornuta. As diferencas significativas sdo indicadas por diferentes letras (teste
de Tukey, p <0,05).

Figura 4: Idade da primeira reproducéo, fecundidade média e total de neonatos das espécies de
cladoceros expostas as duas vias de exposi¢cdo de M. aeruginosa NPLJ-4: Células intactas: A-
M. spinosa e C-C. cornuta; Extrato bruto: B-M. spinosa e D-C. cornuta. As diferencas
significativas s&o indicadas por diferentes letras (teste de Tukey, p <0,05).

Figura 5: Taxa intrinseca de aumento populacional (r) das das espécies de cladoceros expostas
as duas vias de exposicdo de M. aeruginosa NPLJ-4: Células intactas: A- M. spinosa e C-C.
cornuta; Extrato bruto: B-M. spinosa e D-C. cornuta. As diferencas significativas sdo indicadas

por diferentes letras (teste T pareado, p <0,05).
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777  Tabela 1. ANOVA two-way comparando a mortalidade em M. spinosa (Prata), M. spinosa (Duas Unas) e C. cornuta (Duas Unas), com base nas

778  concentrages, vias de exposicao e na interacdo entre esses dois fatores, submetidos a células intactas e extrato bruto de M. aeruginosa NPLJ-4.

Cladoceros df f >
valor

Concentracdes 5 34,7 <0,001

M. spinosa Vias de exposicdo 1 123,6 <0,001

(Prata) Concentragdes: vias de exposi¢ao 5 571 <0,001
Residuos 36

Concentragoes 5 125,02 <0,001

M. spinosa Vias de exposicdo 1 436,36 <0,001

(Duas Unas) Concentragdes: vias de exposicao 5 23,34 <0,001
Residuos 36

Concentracdes 5 49,59 <0,001

C. cornuta Vias de exposicdo 1 81,72 <0,001

(Duas Unas) ConcentracOes: vias de exposicédo 5 8,38 <0,001
Residuos 36

779
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780 Tabela 2. Concentracdes de microcistinas correspondente aos tratamentos utilizados nos

781  ensaios agudos e crénicos. Nos ensaios cronicos, os valores apresentados sdao médias + erros

782  padrdo baseados em cinco medidas durante o experimento (inicio, meio e fim).

ENSAIO AGUDO Células intactas

Extrato bruto

Cladéceros Concentracdes Toxina Toxina
(mgCL™Y (ug MC/ g C) (g MC/ g C)
M. spinosa Controle e e
(Prata) 0,03 1,5 2,1
0,06 3 4,2
0,12 6 8,4
0,25 12,5 17,5
0,50 25 35
cC e s
0,04 2 2,8
M. spinosa 0,08 4 5,6
(Duas Unas) 0,15 7,5 10,5
0,30 15 21
0,60 30 42
cC e s
0,03 1,8 3
C. cornuta 0,06 3,6 6
(Duas Unas) 0,12 7,2 12
0,25 15 25
0,50 30 50
ENSAIO CRONICO Células intactas Extrato bruto
Concentragdes Toxina Concentragdes Toxina
(mg CL™Y) (ug MC/ ug C) (mgCL")  (ugMClugC)
. Controle Controle
M. spinosa 0,012 06+0,1 0,12 5,6+0,5
0,025 12+0,1 0,25 11,8+ 1,2
0,05 24+0,2 0,50 236+23
Controle Controle
C. cornuta 0,025 1,1+0,3 0,12 53+14
' 0,05 2,2+0,6 0,25 11+29
0,1 44+11 0,50 22 £5,7

783
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784  Tabela 3. Concentragdes letais médias (CLso) em 48 h de exposicdo estimadas para as espécies de cladoceros expostos a células intactas de M.
785  aeruginosa NPLJ-4 e concentracBes de microcistina correspondentes e valores da concentracdo de efeito adverso baixo observado (LOAEL) em

786  células intactas e extrato bruto de M. aeruginosa NPLJ-4.

Vias de exposigédo Células intactas Celulas intactas Extrato bruto
) CLs0-48 horas Toxina (ug
Cladoceros LOAEL (mgCL-1)
(IC 95%) (mgCL™) MC/ pg C)
M. spinosa
0.04 (0.02-0.06) 2 0,03 0,25
(Prata)
M. spinosa
0.09 (0.06-0.14) 4,5 0,04 0,08
(Duas Unas)
C. cornuta
0.22 (0.16-0.29) 13,2 0,03 0,25

(Duas Unas)

787
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812 APENDICE 1: Cromatograma (A) e espectro de UV do padrio da microcistinas -LR (B).
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815  APENDICE 2: Cromatograma e espectros de UV da amostra de M. aeruginosa NPLJ4 .
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How to Use this Guide

We understand that formatting a manuscript for submission and publication is a time-
consuming process. To simplify the submission process, ET&C allows authors to submit the
initial version of their manuscript in any form of their choosing, using tips from the
Abbreviated Manuscript Preparation guidelines. Authors are welcome to follow the guidelines
below for initial submission, but doing so is not mandatory.

If your manuscript is found acceptable pending revisions, please format your revision
according to ET&C’s full guidelines, found below. We have developed these guidelines* to
aid authors in formatting their revised manuscripts and to improve consistency across articles
published in the journal. The guide includes information on document layout, reference styles,
and formatting for tables and figures. It also provides clarification and tips regarding
numerous style items, such as abbreviations, equations and mathematical terms, and treatment
of units of measurement. After acceptance, manuscripts will undergo editorial review for
adherence to ET&C style. Following the guidelines below can facilitate this process and
expedite publication of your manuscript.

Our goal with this guide is to provide authors with a helpful reference to answer formatting
and style questions. If you have additional questions, please contact the ET&C editorial
office.

Manuscript Length

Although ET&C is an online-only journal, authors should strive to keep manuscripts concise.
Manuscripts should fall within the following word limits (not including references):

Original Research Paper: <8000 words

Critical Review: <10 000 words
Short Communication: <4400 words
Letter to the Editor: <2200 words

In the interest of conciseness, please try to limit the reference list to approximately 40
references (more are allowed for Critical Reviews). Please limit the number of tables and
figures to 6 each or 12 total.

Manuscript Files and Formatting
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File Types
Submit text, tables, and figures using the file formats listed below.

Manuscript: Microsoft Word (.doc or .docx), text, or .rtf (no PDFs)
Graphical Abstract: .doc, .docx, .eps, .jpg, PDF, or .tif

« Tables: .doc, .docx (preferred) or Excel (no PDFs)

« Figure/image files: .doc, .docx, .eps, .jpg, PDF, or .tif

« Supplemental Data can be submitted in a wide variety of file types (.doc, .docx, .eps,
html, jpg,

*ET&C’s guidelines are based on Scientific Style and Format: The CSE Manual for Authors,
Editors, and Publishers, 7th ed. (Council of Science Editors, Reston, VA, USA), with some
modifications.

.mov, .mpg, .pdf, .rtf, .tif, .wmv, .xlIsx, and zip)

- figshare data can be submitted in a wide variety of file types (see Supplemental Data
types)

Formatting

+ Page layout: 8.5-inch x 11-inch paper size, 1-inch margins
Font: Times New Roman, size 12
Spacing: Double space and left justify all text, headings, tables, figure legends, and
references.
Headings: Headings and subheadings should be 55 characters or fewer and should be
brief phrases or clauses. Format headings as follows:

HEADING 1: ALL CAPITAL LETTERS, bold font

Heading 2: Capitalize first word only, italicize

Heading 3: Capitalize first word only, italicize, run in line with paragraph and end with a
period.

«  Number the lines of the text continuously from the first page through the figure legends.

Manuscript Elements

Front Matter
Include the following information as the first page of your main document:

Running head (60 characters or fewer, including spaces)

Name and email address of the corresponding author

Title of article: Be brief and informative, and include terms that will aid in search engine
optimization (SEQO). Well-known acronyms may be used in the title but should be
defined in the abstract.
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- List of authors and affiliations o Provide authors’ complete names. 0 Use
superscript lower-case letters to designate authors’ affiliations.

o Affiliations should include the complete names of the institution, along with the
city, state/province, and country. The institution listed must be the author’s
affiliation at the time when research was conducted.

o Avoid use of acronyms in affiliation names. 0 Place an asterisk after the
corresponding author’s name.

o For co-first authors, place a superscript numeral 1 after the affiliation letter for both
authors.

Abstract (maximum of 220 words; 70 words for short communications): Describe the
research, results, and conclusions. The abstract contains no citations.

Keywords (up to 6): Choose terms that will aid in SEO. When submitting a manuscript

in Manuscript Central, authors will be required to select 3 keywords from a standard list

and will also be able to provide up to 3 additional keywords. The keywords within the
manuscript should match the 6 keywords selected in Manuscript Central; however, we
understand that they may not match exactly in some instances.

«  Corresponding Author note: *Address correspondence to <author email address> « Co-
first author note (if applicable): ‘These authors contributed equally to this work.

Graphical Abstract
ET&C strongly encourages authors to submit a graphical abstract that provides a visual

summary of the main findings of an article. The image should convey the broader importance
of the work and capture the reader’s attention. When submitting your article in Manuscript
Central, include a high-resolution image (larger than 300 dpi at 3 inches/8 cm), along with a
brief caption (1-2 sentences).

Main Text
The main text of your article should include the introduction, materials and methods, results,

discussion, and conclusions. The organization of these sections may vary from article to
article (e.g., conclusions might be included in the discussion, results and discussion might be
presented together), but all should be included in some form.

Back Matter
Please include the following information after the main text:

Supplemental data statement (when applicable): Supplemental Data—The Supplemental
Data are available on the Wiley Online Library at DOI: 10.1002/etc.xxxx
Acknowledgment (not to exceed 150 words): Please use the ET&C preferred spelling
(Acknowledgment). When mentioning individuals, use the first initial and last name (i.e.,
M. Johnson) and do not list titles (e.g., Dr.).

Disclaimer (when applicable)

Data availability statement: Explain how readers can access the data and associated
metadata and calculation tools. If data are available on figshare (see page 7), the
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statement should read: Data pertaining to this manuscript are deposited in figshare at
DOI:xxxX.

« Reference list
Figure captions

References and Citations
Format references and in-text citations according to the Council of Science Editors (CSE)

style, nameyear system. If you are using bibliographic software, select the output style for
CSE Style Manual (NameY'ear). Specific examples of reference types are shown below.

Websites and online databases should be cited as formal references and included in the
reference list. Papers that have been accepted for publication may be cited as "in press™ and
placed in the reference list with a DOI in place of a volume number and page range. Papers
still in review may not be cited in the reference list and should instead be listed as
unpublished data.

Cite unpublished manuscripts, unpublished data, and personal communications
parenthetically in the text only, using the following format: (A.B. Author, University
affiliation, City, ST, Country, unpublished manuscript/unpublished data/personal
communication). Verify all personal communications with the source, and obtain approval for
use of the author's name.

Basic reference style is as follows:

Reference type Reference format (include all author names; do not use “et al.”)

Article or chapter ina | Author AB, Author CD. 2007. Title of article. In Adams AB, Smith DC,

book eds, Title of Book, 2nd ed, Vol 1—Toxicology. Publisher, City, ST,
Country, pp 1-5.
Journal article® Author AB, Author CD. 2007. Title of article. Abbreviated Title

of Journal Vol:Page—page.

Author AB, Author CD. 2007. Title of article. Abbreviated Title of
Journal. DOI:
10.1002/etc. XX X.

Journal article Author AB, Author CD. 2007. Title of article. Abbreviated Title of
accepted and in press | Journal, in press. DOI: 10.1002/etc. XXX.
(E-pub ahead of print)

PhD dissertation or Author AB. 2007. Title of thesis. PhD thesis. University, City, ST,
master’s thesis Country.

Proceedings Author AB, Author CD. 2007. Title of article. Proceedings, Name of
Conference, City, ST, Country, date (month day—day, year), pp 1-5.
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Report Author AB. 2007. Title of report. EPA 600/334/778. Final/Technical
Report. US Environmental Protection Agency, Washington, DC.
Website Author AB. 2007. Title of website. City (ST or country): Publisher.
[cited YYYY Month Day]. Available from:
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1552-8618
Tables

Tables should not duplicate information in the text or data presented in graphic forms and
should be able to stand alone without referring back to the text.

Number tables using consecutive Arabic numerals. Do not divide tables into separate parts
(for example, Table 1A and 1B). If table parts cannot be combined under one set of column
and row headings, renumber the tables using separate numbers (Tables 1 and 2). In the
running text, indicate the first mention of each table using red font, and ensure tables and
figures are mentioned in numerical order.

Please adhere to these general guidelines when creating tables:

Tables must have at least 2 columns, and all columns require brief headings that
accurately describe all of the entries listed within that column.

Avoid using bold-face or italicized type within the tables; instead, use lettered notes to
explain or differentiate items within the table, as needed.

Include explanatory matter in the footnotes. Identify footnotes with superscript,
lowercase letters (e.g., ), starting with the title, then upper left column, proceeding to
the right across a row, then down to the next row and proceeding again from left to right.

T For abbreviations of journal titles, consult BIOSIS Serial Sources. Sample
abbreviations are available online:

http://www.efm.leeds.ac.uk/~mark/ISlabbr/P_abrvjt.html
« Immediately below the table, provide superscript, lettered footnotes, followed by
asterisks for significance (p values), then a list of definitions of acronyms used in the

table.

- Define all acronyms used in your table; if a lengthy list of acronyms is used in
successive tables, define all abbreviations in the first table and then refer back to that
table in subsequent tables.

When using letters to designate significant differences, use full-size (not superscript)

capital letters.

Example:

Table X. Table title (short, with no closing punctuation)?

Spanner head ? Spanner head 2
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Column Column Column Column Column Column Column
heading heading heading heading heading heading
heading
Sub heading
Row heading 1.0A  20.5B 40.3B*¢ X.X* X.X* X.X*
Row heading 2.0 2.0 21.7B XXX XXX XXX
Row heading  15.0A 30.5B 15.0 X.X X.X X.X

? Footnote explaining title or general
information about the table. ® Different letters
denote significant differences among
treatments. © Footnote explaining a data cell
nuance.

*p <0.00.

Abbrv = define abbreviation used; Abbrv = define abbrevation used.

Figures
Figures should not duplicate information in tables or text. Ensure that the figures are clear and

can be interpreted without reference to the text. In the running text, indicate the first mention
of each figure using red font, and ensure figures are mentioned in numerical order.

Include titles and brief explanatory captions for all illustrations after the reference list in the
main document. Define all symbols either in a legend within the figure or in the figure
caption. Define all acronyms in the caption. Label multipart figures with consecutive letters of
the alphabet (A, B, C, etc.).

Place this letter in the upper left corner of the figure, outside the figure itself.
In addition:

Ensure that the figure will be legible when reduced to the width of a column of text (3.5
inches).
Use sentence case (capitalize only the first word) for axis titles, labels, and legends.
Describe what the error bars mean (SE, SD).

« Avoid textures or shading that will not reproduce well or will not be distinguishable in
your legend.
If the graph is a characterization of correlation, add the coefficient of correlation to the
graph.

Size and Proportion—When possible, submit figures in the size they are to appear in the
journal, using the following guidelines:

Size: 3.5” width for single-column figure or 7 width for double-column figure «
Resolution: At least 300 dpi

Font (preferred):

o Arial or Times New Roman o Avoid font smaller

than 10 or 12 points
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o Ensure numbers and labels in the axes are not larger than
the font used for the axis titles o Avoid boldface type

Shading and Color—Half-tones (gray scale) do not reproduce well. Instead, use diagonal and
horizontal stripes, checks, and solid black or white bars. If many differences must be
presented, a color illustration may be the best alternative. ET&C does not charge a fee for
full-color figures.

Potential Cover Images—Each cover image is selected by the editor-in-chief and editorial
office. Criteria for an appropriate image are size and resolution, style, variety, and space for
title placement. Each cover image must represent an article in its designated issue. If you
would like a photograph you have taken to be considered for a cover please contact the

editorial office at etc@setac.org.

Additional Data
Supplemental Data—Material that would appear only in the html version of a manuscript,

such as extensive data sets or video files, can be submitted as Supporting Information files.
Links to these files will be embedded in the html version of the manuscript. Unlike figshare
files, Supporting Information files do not have an assigned DOI and are not uniquely
identifiable or citable.Please provide a brief description of Supporting Information contents,
to be included in the html version of the manuscript.

figshare—ET&C encourages authors to submit their data related to the manuscript to figshare.
This is a simple, free, and low-effort service available to all ET&C authors to facilitate
submission, deposition, and permanent archiving of data files associated with the manuscript.
This service does not replace Supporting Information. If you decide to take advantage of this
service, the following will happen, assuming your manuscript is accepted for publication:

«  Files submitted as Data Files in Manuscript Central will be permanently deposited into
the ET&C figshare repository. Examples are available here.

« These files will inherit metadata from your manuscript, with no effort required on your
part.

« Your files on figshare will be assigned a single DOI, making them uniquely identified
and citable.
The link/DOI for your files will be automatically in-lined into your manuscript in the
Data Availability statement.

ET&C Editorial Style

General Style
Submissions must conform to the accepted standards of US English style and usage.
Write in simple, declarative sentences.
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« Avoid using bulleted or numbered lists within the text.
When referring to text in another part of the manuscript, include the title of the section or
subsection to which you are referring; do not use “below” or “above.”
Use “the present study” rather than “this study” to refer to your article or study (to avoid
confusion with other studies mentioned in the manuscript).
Do not italicize Latin phrases (et al., in vitro, a priori).
Use “that is” or “for example” in running text; the corresponding abbreviations (“i.e.”
and “e.g.”’) may be used within parentheses.

Abbreviations

« Use acronyms and abbreviations sparingly to avoid impeding comprehension of the text,
and use only those that are well known. For example, abbreviate dissolved organic
carbon (DOC) but not Mississippi River.

« Define each acronym at first use in the text, and in each table and figure legend, giving
the abbreviation or acronym in parentheses.

«  Spell out acronyms when they appear as the first word or phrase in a sentence.

« Format EC50, LC50, or IC50, etc., on line (do not use subscripts).
Definitions of commonly used symbols and abbreviations can be found here:
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(1SSN)1552-
8618/homepage/ETCSymbolsandAbbrevs.pdf

Equations and Mathematical Formulas
Simple equations should be written as A/B in line with the text. Longer or more complicated

equations should be placed on their own line and numbered, with numbers in parentheses.

If three or more equations are presented or if an equation is referred to in the text,
designate each with a number (1), (2), (3), etc., which is set flush right. Do not include
punctuation (period, comma, colon, etc.) to introduce an equation (in the text) or after an
equation is presented.
Ensure all terms in the equation are defined in the text.
Use italics for n, p, y, x, t, R, N, F, Z, df (define at first mention), k, CV, and r.
Decimals are preferred to fractions. Write out and hyphenate simple fractions (two-
thirds), except in figures, graphs, and legends.

. Stack superscripts and subscripts: A"

«  Use the multiplication symbol (%) when referring to multiplication, rather than a product
dot (*) or an asterisk (*).

Manufacturer and Trade Names
«  The names of the manufacturers or suppliers of special material should be given in

parenthesis following the product name. Do not include the manufacturer’s location.
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«  When appropriate, include the copyright, trademark, or registered designation for a
product (°, ™, or ®) after the first mention in the abstract, main text, and in each table or
figure legend.

« Trade names must be capitalized.

«  The use of trade names and code numbers of experimental chemical compounds used in
experimentation should be avoided. Identify such compounds by common name (ASA)
or by chemical name and structural formula. Lot numbers, purity, impurities, etc., may
be appropriate.

Numerals and Units of Measurement
«  The metric system is standard, and Sl units should be used when possible.

«  Use numerals for all numbers (including 1 through 9); however, spell out “one” and
“zero” when not used in conjunction with a unit of measurement.

«  Spell out all numbers or fractions that begin a sentence. If this is awkward, rephrase the
sentence to avoid beginning with a numeral.

«  Check tabular data, as well as numerical values, reported in the text for the proper
number of significant figures. For decimals smaller than one, insert a zero before the
decimal point: 0.345.

- Do not use a hyphen to replace the preposition "to" between numerals: 13 to 22 min, 3 to
10 °C. Exception: Use a dash in tables, figures, and graphs, and within parentheses.

« Inalist of values or measurements, include the unit of measurement only after the last
value in a list or range (example: 0.1, 0.25, 1, and 2.5 mg/L).

+  Use the following time measurements: s = second(s); min = minute(s); h = hour(s); d =
day(s); wk = week(s); mo = month(s); yr = year(s) when following a numeral

« Capitalize the letter L when used for “liter” (e.g., mL, nL, L).

Powers in Tables and Figures
Care is needed in tables and figures to avoid numbers with many digits. The unit should be

followed by the power of 10 by which the actual quantity was multiplied to give the reported
guantity; the unit may be changed by the use of prefixes such as "mM" or "m." For example,
an entry "5" under the heading "g x 103" means that the value of g is 0.005; and entry "5"
under the heading "g x 10%" means that the value of g is 5000. A concentration of 0.0015 M
may be expressed as 1.5 under the heading "concn. (mM)™ or as 1,500 under the heading
"concn. (mM)" or 15 under the heading "10~* x concn. (M)."

Ratios
For mixtures, use "to" when general words are used (e.g., "the chloroform to methanol ratio”).

Use a colon with words when a numerical ratio is provided (e.g., “chloroform:methanol
(2:1,v/v)”). Use a colon with a number ratio. Use a hyphen only if a numerical value is not
given (e.g., "chloroform-methanol").
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Scientific Names
On first use in the abstract and main text, and in each table and figure legend, use the

complete scientific name (genus, species authority for the binomial, and cultivar or strain),
when appropriate, of all experimental organisms. Following this initial citation, the genus
name may be abbreviated to the initial. Scientific names (genus and species) should be
italicized.

Soil Classification
Measured values for soil physicochemical characteristics having a bearing on the research

must be reported in the manuscript for each individual type of soil used and may be reported
in table format. Authors are strongly encouraged, whenever feasible, to give the soil
type/name, texture, and scientific classification of each soil. This scientific nomenclature for
soils must be consistent with a modern published soil classification system, and the system
must be cited.

Solutions
Fractional concentrations of solutions should be expressed in the decimal system: 0.1 N acetic

acid (and not N/10 acetic acid). The term % must be defined as w/w, w/v, or v/v; 10% (w/v)
signifies 10 g/100 mL. Express concentrations as ng/L, mg/L, mg/L, ng/g, mg/g, etc.

Statistical Treatment
When appropriate, statistical analysis should be included. Define all statistical measures

clearly.



