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RESUMO GERAL

O reservatorio da Pampulha é um importante ponto turistico da cidade de Belo Horizonte
tornando-se, recentemente, Patriménio Mundial da UNESCO. Apesar da sua grande importancia
econdmico-cultural, o reservatorio vem sofrendo ao longo de vérias décadas com os impactos
ambientais decorrentes da alta urbanizacdo da sua bacia hidrogréfica. Além do crbnico processo
de assoreamento, que levou a perda de 1/3 do seu volume, a eutrofizacédo alterou profundamente o
funcionamento de todo o ecossistema. As floracdes de cianobactérias representam uma das
principais preocupacdes para os gestores publicos devido a perda estética e ao mau cheiro do local
ao redor do reservatdrio, que € um importante ponto turistico da cidade. Além disso, as espécies
de cianobactérias encontradas no reservatorio sao conhecidas por serem potencialmente toxicas,
podendo representar um sério risco para os cidaddos que frequentam o local.

Vérias medidas vém sendo realizadas pela prefeitura de Belo Horizonte ao longo dos
ultimos anos na tentativa de minimizar o atual quadro de degradacdo ambiental do reservatorio da
Pampulha, como a melhoria no sistema de tratamento e captacdo de esgotos, dragagem de
sedimentos, controle de erosdo das margens dos principais tributarios e, mais recentemente, um
tratamento com aplicacGes diarias de uma argila modificada (Phoslock®), que possui a habilidade
de remover o fosforo da coluna d’agua e de fixa-lo permanentemente no sedimento, tornando-o
indisponivel para o fitoplancton.

Este trabalho estd dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, visamos avaliar a
eficacia e os efeitos a longo prazo promovidos pelo tratamento com Phoslock na qualidade da dgua
reservatorio da Pampulha e nas floracdes de cianobactérias. No segundo capitulo, visamos estudar
a atual composicao das espécies de cianobactérias do reservatorio da Pampulha, bem como avaliar
as variacOes nas concentracdes de cianotoxinas e a sua relacdo com as espécies de cianobactérias
potencialmente toxicas. Para atender aos objetivos propostos, realizamos amostragens no
reservatorio da Pampulha no periodo de abril/2016, quando o tratamento com o Phoslock iniciou,
até maio/2018.

De uma forma geral, os resultados apresentados no primeiro capitulo mostraram que o
tratamento com Phoslock ndo alcangou os resultados esperados no reservatorio da Pampulha.
Embora pequenas melhorias tenham sido observadas na estrutura do fitoplancton em dois
periodos, com a diminuicdo significativa das populacfes de cianobactérias em alguns meses,
possibilitando o aumento temporéario da diversidade de outros grupos de algas, as cianobactérias
ainda persistiram por um longo periodo durante o nosso estudo, representando mais de 80% do

biovolume total do fitoplancton em varios meses. Nossos resultados mostraram que o Phoslock



ndo foi eficaz na diminuicdo significativa do fésforo em um lago com um longo histérico de
poluicgdo por nutrientes como o reservatorio da Pampulha. As altas concentragdes de fosforo nesse
reservatorio, muitas vezes acima de 100 pg L, favorecem a dominancia permanente das
cianobactérias nesse ambiente.

No segundo capitulo, mostramos que a comunidade de cianobactérias do reservatorio da
Pampulha é composta principalmente por espécies potencialmente toxicas. As principais espécies
observadas durante o nosso estudo foram Cylindrospermopsis raciborskii, Microcystis
aeruginosa, Planktothrix agardhii e P. isothrix e todas elas sdo conhecidas na literatura como
potenciais produtoras das toxinas detectadas nesse trabalho. A espécie M. aeruginosa foi a
principal preditora da presenca de microcistinas no reservatério da Pampulha, enquanto que C.
raciborskii e Planktothrix spp. foram as espécies preditoras da ocorréncia das saxitoxinas (GTX1,
GTX4, NeoSTX, dcSTX), que variaram substancialmente ao longo periodo de estudo de acordo
com a presenca das espécies potencialmente produtoras no fitoplancton. A predominéancia de
espécies toxigénicas no reservatério da Pampulha bem como das toxinas demonstra que medidas

mais efetivas para a recuperacdo total desse ecossistema sdo urgentemente necessarias.

Palavras-chave: Eutrofizacdo, cianobactérias, cianotoxinas, phoslock, reservatorio da Pampulha.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os reservatdrios urbanos sdo ecossistemas de extrema importancia para a qualidade de vida
das populacbes das cidades, proporcionando uma série de servicos ambientais, como
abastecimento de &gua, amortecimento de cheias, regulacdo do clima, além do seu valor para a
recreacdo. Entretanto, atividades antropogénicas tém favorecido a eutrofizacdo destes sistemas e,
com isso, o aumento de floracbes de cianobacteérias, refletindo em danos na sua integridade
ecologica, com sérias consequéncias na sua qualidade de agua para atividades humanas.

As cianobactérias sdo organismos procariontes, fotossintetizantes, que podem ser
encontrados em diferentes habitats, como ambientes de agua doce, marinhos e, até mesmo,
ambientes terrestres. Esses organismos sdo importantes produtores primarios nos ecossistemas
aquaticos de agua doce, no entanto, seu crescimento excessivo, geralmente ocasionado por
desequilibrios ecolégicos provocados por atividades humanas, tém gerado grandes preocupacoes
a nivel mundial para a gest&o dos reservatorios urbanos (Chorus e Bartram, 1999; Brookes e Carey,
2011; O’Neil et al., 2012, Paerl e Otten, 2013). Muitos géneros de cianobactérias podem produzir
toxinas nocivas capazes de causar efeitos deletérios a saide humana como, por exemplo,
gastroenterites, dermatites, problemas no sistema nervoso, insuficiéncia hepética e, em altas
concentraces, até morte (Carmichael e Boyer, 2016).

Muitos fatores favorecem o crescimento das cianobactérias (ver, por exemplo, Reynolds e
Walshy, 1975), porém, a eutrofizacdo é reconhecida como um dos principais impulsionadores do
seu aumento nos ambientes aquaticos, promovendo alterac6es na estrutura do fitoplancton (Fogg,
1969; Paerl, 1988; Conley et al., 2009; Smith e Schindler, 2009). Nesse sentido, 0s programas de
recuperacdo de lagos eutréficos em todo o mundo tém tradicionalmente concentrado a sua aten¢éo
na reducado das fontes externas de nutrientes (Kleeberg e Kozerski, 1997). Embora tanto o fésforo
guanto o nitrogénio sejam importantes no desenvolvimento das floracGes de cianobactérias
(Downing et al., 2001; Giani et al., 2005; Elser et al., 2007; Paerl e Huisman, 2009), o fésforo é
historicamente considerado como o principal nutriente limitante em ecossistemas de agua doce
(Schindler, 1974; Schindler, 1977; Kaebernick e Neilan, 2001; Schindler et al., 2008) e, por isso,
tem sido o principal alvo para o controle da eutrofizag&o.

Além da necessidade de se reduzirem as fontes externas de fosforo (Cooke et al., 2005;
Welch e Cooke, 2005), a carga interna deste elemento, conhecida como “internal P-loading”,
tambeém precisa ser controlada para que a restauracdo efetiva do lago seja garantida, tendo em vista
que a liberacédo do fdsforo a partir dos sedimentos pode atrasar o seu tempo de recuperacdo (Moos

et al., 2014; Waajen et al., 2016). A argila ionicamente modificada com lantanio, conhecida
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comercialmente como Phoslock®, é um material de geo-engenharia que vem ganhando destaque
no controle da carga interna de fosforo em lagos eutréficos. Essa argila remove o fosforo da coluna
d’agua e o fixa no sedimento, tornando-0 indisponivel para o fitoplancton (Spears et al., 2013;
Copetti et al., 2016). Embora alguns trabalhos tenham relatado a efetividade do Phoslock na
reducdo das populagdes de cianobactérias e no aumento da diversidade do fitoplancton em escala
de campo (Bishop et al., 2014; Bishop et al., 2018), outros trabalhos demonstraram que o
tratamento ndo atingiu os resultados esperados na reducdo do fésforo ou, ainda, que os efeitos
positivos observados no fitoplancton ndo foram sustentados a longo prazo (Lang et al., 2016).

O reservatorio da Pampulha, objeto de estudo do presente trabalho, é um pequeno lago
tropical localizado em uma area de captacdo densamente povoada na cidade de Belo Horizonte,
cercada por industrias e pela agricultura intensiva, o que torna o lago extremamente vulneravel a
poluicdo causada por esgotos domeésticos e industriais ndo completamente tratados e pelo
escoamento superficial. Além da eutrofizacdo, o reservatorio tem sofrido um severo processo de
assoreamento que resultou na perda de um terco da sua superficie (Resck et al., 2007). Devido a
sua importancia cultural para a cidade de Belo Horizonte, a prefeitura vem realizando diversas
medidas na tentativa de reduzir a eutrofizacdo do reservatério da Pampulha, minimizar os
incobmodos provocados pelas floragbes de cianobactérias, que se tornaram persistentes no
reservatorio nos Ultimos anos (Figueredo et al., 2016), e recuperar a qualidade de agua da lagoa.
Dentre essas medidas, destaque-se um tratamento em larga escala, baseado em aplicacdes diarias
de Phoslock em todo o reservatdrio, que teve inicio em abril de 2016.

Embora o Phoslock tenha sido aplicado em alguns ecossistemas aquéticos eutroficos ao
redor do mundo (Spears et al., 2016), os efeitos do tratamento no ambiente, que abordem as
respostas do fitoplancton, sdo raros e, geralmente, disponiveis apenas para lagos de regides
temperadas (por exemplo, Bishop et al., 2014; Lang et al., 2016). As informacdes sobre as
respostas das populacdes de cianobactérias durante tratamento com Phoslock em lagos tropicais
sdo, portanto, necessarias e podem revelar informagdes adicionais que podem desempenhar um
papel fundamental na tomada de decisdes em planos de gestdo desses lagos que sdo muito

vulneraveis a floragGes persistentes de cianobactérias potencialmente toxicas.



14

2. OBJETIVOS E ESTRUTURA DA DISSERTACAO

2.1 Objetivo geral e hipdtese

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a eficacia global do tratamento com
Phoslock® no reservatorio da Pampulha, um lago hipereutréfico, com um longo histérico de
polui¢do com altas cargas de nutrientes.

A hipdtese principal deste estudo foi que o tratamento com Phoslock® levaria a uma
mudanga no mecanismo interno de circulacdo do fosforo, o que resultaria em uma reducéo
progressiva das populacdes de cianobactérias e no aumento da diversidade de outros grupos do
fitoplancton.

Os resultados do estudo estdo apresentados na forma de dois capitulos, cujos objetivos

especificos serdo apresentados a seguir.

2.2 Objetivos especificos e capitulos da dissertagéo

1- No primeiro capitulo, objetivou-se:

- Avaliar a eficacia e os efeitos a longo prazo promovidos pelo tratamento com Phoslock
na qualidade da &gua reservatorio da Pampulha e nas floracfes de cianobactérias.

- Acompanhar as eventuais mudancas ocorridas na estrutura do fitoplancton durante as

aplicacdes.

2- No segundo capitulo, objetivou-se:

- Avaliar a composicdo das espécies de cianobactérias do reservatério da Pampulha no
periodo de estudo.

- Investigar quais cianotoxinas ocorrem nesse ambiente e avaliar a sua relacdo com as
espécies de cianobactérias encontradas, visando identificar quais sdo as provaveis espécies

produtoras dessas toxinas.
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CAPITULO 1

Cyanobacterial bloom dynamics in a tropical urban eutrophic reservoir treated with a
lanthanum-enriched clay

Bruna Barcante, Nilo O. Nascimento, Talita F.G. Silva, Alessandra Giani

Abstract: Environmental degradation leads to increasing eutrophication in aquatic systems and
intensification of potentially toxic cyanobacteria blooms. External nutrient inputs are accounted
as main causes of bloom occurrence, but studies revealed that phosphorus released from sediments
accelerates eutrophication. In-lake sediment treatments have been presented as additional
manipulation methods to reduce internal loading. Here we will present results from a study
performed in a eutrophic reservoir in Brazil with persistent blooms following a large-scale
application of a lanthanum-enriched clay (Phoslock®), designed to precipitate phosphorus from
the water column and bind it in the sediments. Our aim was to evaluate the effectiveness of the
treatment on bloom reduction and record changes in the phytoplankton community. Sampling was
performed during 50 months. Overall, the treatment did not reach the expected results and
phosphorus concentration did not decrease significantly. However, positive responses were
observed in the phytoplankton on two different occasions. After five months of treatment, results
showed reduction of cyanobacteria biomass, with a 4-fold increase in water transparency. But,
following a period of rain as well as a leakage occurred in the sewage system, cyanobacteria re-
established in the lake. After adjustment in the application, cyanobacteria were replaced by
chlorophytes, chryptophytes, euglenophytes and diatoms. Unfortunately, phytoplankton responses
did not last long after interruption of the treatment, and blooms resumed, demonstrating resilience
to treatment. This study offered an excellent opportunity to prove the efficacy of the treatment,
while also showing its limitations in this reservoir. We also observed how fast the phytoplankton

community could recover, in the presence of an efficient long-term control of phosphorous inputs.

keywords: cyanobacteria, Phoslock®, phytoplankton community, system recovery, Pampulha

reservoir.
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1. Introduction

Nutrient input in aquatic ecosystems, mainly phosphorus (P) and nitrogen (N), is among
the primary causes of eutrophication of urban reservoirs worldwide, resulting in water quality
deterioration and increase in phytoplankton biomass (Carpenter et al., 1998; Smith, 2003; Smith
and Schindler, 2009). Eutrophication affects the structure and dynamics of the phytoplankton,
causing changes in community attributes, such as species composition, density, richness, diversity
and dominance. It is a global concern for the management of urban reservoirs due to the increase
in the intensity, duration and frequency of Harmful Cyanobacterial Blooms (CyanoHABS) (Heisler
et al., 2008; Smith and Schindler, 2009; Brookes and Carey, 2011; Schindler et al., 2016). Beside
the problems associated with their high biomass (odor, anoxic deep layers), cyanobacteria can
produce potent toxins that pose a serious risk to aquatic life, to the environment, as well to human
health (Chorus et al., 2000; Smith, 2003; Giani et al., 2005). As a consequence, eutrophication
threatens ecosystem freshwater services, such as fish production, drinking water supply
and recreation (Chorus and Bartram, 1999; Bronmark and Hansson, 2002).

Phosphorus has been considered as a critical factor in CyanoHABs development and
therefore represents the main challenge in the restoration of eutrophic reservoirs (Zurawell et al.,
2005; Carpenter, 2008; Liu et al., 2012). There is a consensus that, in order to reverse the
eutrophication in aquatic ecosystems, it is first necessary to reduce the external inputs of P (Sas,
1989; Cooke et al., 2005). However, in many cases, internal loads from P-rich sediments are very
high and can delay the recovery time for decades (Sgndergaard et al., 2003; Schindler et al., 2008;
Spears et al., 2013), therefore they also need to be considered. The removal of internal P load has
been highlighted in environmental restoration programs of eutrophic reservoirs and specific
products to control the release of P supply from sediments have been tested and used (Mackay et
al., 2014; Spears et al., 2016). Once phosphorous is eliminated from the water column and its
release from the sediment is controlled, it becomes limiting to the phytoplankton, thus,
theoretically leading to the recovery the ecological damages caused by eutrophication could be
quickly reversed (Copetti et al., 2016).

The lanthanum-modified bentonite clay, commercially known as Phoslock®, is a geo-
engineering material developed in the 1990s at the Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organization (CSIRO) in Australia (Douglas, 2002) as a tool to remove dissolved
phosphorus from the water column and to lock it in the sediment of eutrophic lakes (Spears et al.,
2013). The mechanism of action of Phoslock is based on the binding of the lanthanum ion of the

bentonite clay with phosphate ion from water, forming the mineral rhabdophane (LaPOa). The
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rhabdophane is then precipitated from the water column and immobilized on the lake sediment.
The ability of Phoslock to adsorb phosphate has been well studied in laboratory experiments (Ross
et al., 2008; Haghseresht et al., 2009; Lurling et al., 2014) and it has already been applied in some
lakes around the world, most of them, however, located in temperate regions (Lurling e van
Oosterhout, 2013; Bishop et al., 2014; Gunn et al., 2014; Nirnberg and LaZerte, 2016; Epe et al.,
2017). In contrast, monitoring of in-situ applications during cyanobacteria blooms have seldom
been carried out and few scientific papers have addressed the treatment effective durability.
Furthermore, the responses of the entire phytoplankton community to Phoslock are still poorly
understood, especially in tropical environments where toxic cyanobacteria blooms may become
persistent (McGreggor and Fabbro 2000; Figueredo and Giani, 2009; Figueredo et al., 2016).

Cyanobacteria have numerous adaptations that allow them to tolerate variable
environmental conditions. Some groups are able to fix atmospheric nitrogen and have specialized
cells and structures that turn them resistant to desiccation and high radiation, such as akinetes,
photoprotective pigments and mucilaginous sheaths. Many species also have the ability to regulate
their buoyancy in the water column thanks to the presence of gas vacuoles, thus, optimizing their
access to both light and nutrients (Reynolds et al., 1987; Pearl, 2018). These species can also take
up and store hypolimnetic P, when it is limiting in the epilimnion (Ganf and Oliver, 1982). In
addition, some species are known to store intracellular phosphorus (Reynolds, 2006), which gives
them an adaptive advantage in face of stressful and changing environmental conditions. These
competitive advantages of cyanobacterial populations actually represent a challenge in lake
management situations that need to deal with eutrophication control. Thus, it is important to follow
the cyanobacteria responses to restoration processes to better evaluate the effectiveness of each
treatment and to develop more appropriate strategies to control and mitigate CyanoHABS in
eutrophic reservoirs.

Pampulha reservoir is a small tropical urban lake in southeastern Brazil. The reservoir was
built originally to supply water to the city of Belo Horizonte, however, since 1970’s, underwent
deterioration following the rapid urbanization of its watershed and the input of domestic and
industrial untreated effluents. As a consequence, a strong eutrophication process started in the
early eighties in the reservoir (Giani et al., 1988), leading to the appearance of periodic harmful
cyanobacterial blooms (Giani, 1994) and to the interruption of the lake use for water supply (Pinto-
Coelho, 1998). Several studies carried out in the reservoir along the last decades, testified the
advance of eutrophication in this system and showed strong modifications in the phytoplankton
community structure, which is now dominated by persistent cyanobacterial blooms (Pinto-Coelho
1998; Figueredo and Giani 2001; Figueredo et al., 2016; Silva et al., 2016).
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However, even with the severe degradation of its water quality, the reservoir remains an
important tourist spot, and the ‘“Pampulha Modern Ensemble”, designed by architect Oscar
Niemeyer, was added to the UNESCO’s World Heritage list. For this reason, investment by the
local municipality for the improvement and recovery of the lake lead to the implementation of a
treatment based in periodic applications of the bentonite clay Phoslock. The aim of this study was,
therefore, to investigate the effectiveness and lasting effects of the treatment on the water quality
and cyanobacteria blooms, and to follow the eventual changes in the qualitative and quantitative

composition of the phytoplankton community during the applications.

2. Material and methods

2.1 Sample collection and water quality measurements

Pampulha reservoir is located in the city of Belo Horizonte (MG) (19°51'09"S,
43°58'42"W), Brazil. It has a surface area of about 1.8 km? and a mean and maximum depth of
about 5.1 m and 16.2 m, respectively (Figueredo et al., 2016, Silva et al., 2016). The reservoir has
eight tributaries: Ressaca and Sarandi streams are the two major contributors to external nutrient
input into reservoir. They contribute together with 70% of the total water inflow of the reservoir
(Torres et al., 2007). The climate of the region is characterized by two distinct seasons: a warm
and rainy season between October and March and a colder and dry season between April and
September.

For this study, the reservoir was sampled monthly from April 2016 to May 2018 at a fixed
sample station located in the central region of the lake (maximal depth 9.5 m). The physical-
chemical profiles of temperature (°C), dissolved oxygen (mg L), electric conductivity (uS cm™)
and pH were obtained in-situ every 0.5 m from the surface layer to the bottom using a multi-
parameter probe Yellow Springs Instruments-YSI, model 556. Water transparency was estimated
by Secchi disk. Water samples for analyses of dissolved nutrients, chlorophyll-a and
phytoplankton biomass were collected at 0.5 m depth with a VVan Dorn sampler. Water samples
were also collected at 8.0 m depth for analysis of soluble reactive phosphorus and total phosphorus.
Samples for the analyses of the quantitative composition of phytoplankton were immediately fixed
with Lugol's solution. Water samples for the analysis of nitrite (N-NO2), nitrate (N-NO3),
ammonium (N-NH4") and soluble reactive phosphorus (SRP) were filtered on glass fiber filters
(GF-1, Macherey- Nagel, 0.7 um pore diameter) and frozen (-20 °C) until analysis. For the analysis

of total phosphorus (TP), unfiltered samples were used. Nutrients measurements were performed
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by colorimetric methods according to APHA (2005). Chlorophyll-a concentration was determined
according to Nusch (1980). The phytoplankton species were identified and counted at 400X
magnification using a ZEISS Axio Observer D1 inverted microscope following the method of
Utermohl (1958). The counts were performed until reaching a minimum of 100 individuals of the
dominant species (to increase precision, when dominant species were extremely abundant,
subdominants were used). Biovolume was calculated for each species using geometric
approximations (Rott, 1981; Hillebrand et al., 1999) measured from a minimum of 20 randomly
selected individuals.

Precipitation and air temperature data were obtained from the INMET (National
Meteorological Institute), referring to station 83587 (Belo Horizonte city, MG).

2.2 Phoslock application

Recently, the municipality of the Belo Horizonte city started a program aiming the water
quality recovery of the reservoir. The project included 1) dredging the estimated volume of
sediment input in a yearly base; 2) improvements of the sewage system; and, 3) an in-lake
treatment by use of the lanthanum-enriched bentonite clay, Phoslock®.

The Phoslock treatment in Pampulha reservoir was performed by a Phoslock's Brazilian
licensee (HydroScience company). The product was periodically distributed across four
established regions and evenly added at the water surface as slurry, after mixing with lake water
using a barge. The concentration of Phoslock applied in the lake varied according to phosphorus
content in water, and the doses were adjusted according to lake responses, which were monitored
during the restoration period by the company. The treatment started in April 2016 and was carried
out until February 2018. A total amount of 900 tons of Phoslock was applied in Pampulha reservoir

over almost two years of treatment.

2.3 Data analysis

The data set was split in four time periods according to information about Phoslock
applications and the reservoir response to external events. Period A shows the beginning of the
treatment; period B presents the first positive response to the treatment; period C is characterized
by partial failure of the treatment due to suddenly increased in nutrient inputs through stormwater
from December/16 to February/17 and after a rupture of sewage pipes in March/17 and August/17;
period D started in December/17, after the application adjustment to the new levels of phosphorus
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(started in November/17), and included a few months after the interruption of the treatment in
February/18.

To extract the main trends between environmental and biotic parameters a redundancy
analysis (RDA) was performed following Borcard et al., (2011). Prior to the analysis, the data were
log (x+1) transformed to attain normality. The statistical significance of the relationship was
evaluated by Monte Carlo permutation tests, under 999 permutations. The analysis was done using
the R software and the vegan package (Oksanen et al., 2013; R Development Core Team 2013).

3. Results

3.1 Climatic, physical and chemical parameters

The temporal variation of monthly precipitation and air temperature during the studied
period is shown in Figure 1. Precipitation ranged from 0 to 391 mm and rain distribution followed
the seasonal pattern known for the region, with a period of less frequent rains between April and
September (dry season) and the occurrence of heavier rains between October and March (rainy
season). Lower values of precipitation were recorded during the dry season, with cumulative
volume of 167 mm in 2016 and 139 mm in 2017. The rainy season showed higher precipitation
values, with cumulative volume of 944 mm in 2016/2017 and 1435 mm in 2017/2018. The mean
air temperature ranged from 17.8 to 25.0 °C during the entire period of study, with lower values
during the dry season and higher during the rainy season. Minimum and maximum temperature
values followed the same seasonal patterns of the average. The minimum recorded value was 13.8

°C in June/16, and the maximum was 30.2 °C, in October/17.
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Figure 1. Temporal variation of precipitation (monthly accumulation) and air temperature (mean,
minimum, maximum - based in daily means) in Belo Horizonte (Brazil) during the study period.
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Water temperature vertical profiles (Fig. 2a) exhibited a clear seasonal pattern of thermal
stratification of the water column in the warmest months (between October and March). The
thermal amplitude in the water column during summer stratification periods was around 5 °C. In
coldest months (May to August), the water column tended to be isothermal, normally well mixed
or showing very small thermal amplitude from the surface to the bottom. The dissolved oxygen
(DO) profiles showed (Fig. 2b) a trend of oxygen depletion and anoxic conditions with increasing
depth. The period with lower oxygen concentration at the surface was observed between
September and December 2016, with values as low as 2.2 mg L™, likely due to the reduction of

phytoplankton biomass following Phoslock applications.
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Figure 2. Temporal variation of the (a) thermal water profile (°C) and (b) vertical dissolved oxygen profile
(mg L) in Pampulha reservoir during the study period.
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Figure 3 represents changes in water transparency in Pampulha reservoir, measured by
Secchi disk depth. As described in the methodology (see section "Data analysis™ for details), the
graph was divided in four different periods that represent the observed changes in the lake, as a
response to the Phoslock treatment. Values were often lower than 0.5 m, except between
September/16 and February/17, when the water transparency increased nearly 4-fold, reaching
approximately 2.0 m in November/16 and the water became clearer.
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Figure 3. Temporal variation of Secchi disk depth (m) throughout the study period. Vertical dashed lines
indicate periods of change in the Phoslock application or in the treatment response. (see section "Data
analysis" for details).

Following the Phoslock treatment, phosphorus (TP and SRP) concentration largely varied
over the study period in Pampulha reservoir (Fig. 4). In the surface layer (Fig. 4a), TP minimum
and maximum values ranged from 66 to 269 pg LL. TP concentration decreased from period A to
period B, respectively showing mean values from 226 to 111 pug L. In period C, mean TP
concentration was 160 pg L™ and in D, 134 pg L (Fig. 4a). In contrast, the mean concentration
of SRP in the surface layer increased from 15 pg L™ in period A to 47 pug L™ in period B, which
presented the highest concentration of SRP. There was a decrease in SRP from period B to 20 pg
L in period C and 16 pug Lt in period D. During the entire period of study, SRP ranged from 8 to
96 ug L.

TP concentration was always higher at the bottom, where it ranged from 143 to 786 pg L
! (Fig. 4b). The highest TP mean values were found in period B (484 pg L1). The mean bottom
TP concentrations in periods A, C and D were 308, 273 and 274 pg L, respectively. The SRP
concentration ranged from 8 to 572 ug L™ The highest mean bottom SRP concentration was
recorded in period B (293 pg L) and the lowest was recorded in C (98 ug L). The mean SRP
concentration in periods A and D were 146 and 102 pg L, respectively.
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Figure 4. Temporal variation of total phosphorus (TP) and soluble reactive phosphorus (SRP) at the (a)
surface (0.5m) and (b) bottom layer (8.0m) of Pampulha reservoir during the Phoslock treatment period.
Vertical dashed lines: as in figure 4.

3.2 Composition and biomass of the phytoplankton community

Figure 5 shows changes in the quantitative and qualitative composition of the
phytoplankton community and chlorophyll-a concentration. At different time periods, Phoslock
had a distinct effect on the composition and biomass of the phytoplankton, with a positive effect
in two periods (B and D) and a discrete effect or no effect observed in the other two (A and C).

Cyanobacteria were dominant during almost the whole study period, contributing with
more than 80% to the total phytoplankton biomass in several months. The most representative
cyanobacteria species were Cylindrospermopsis raciborskii (Nostocales), Planktothrix agardbhii,
P. isothrix (Oscillatoriales), and Microcystis aeruginosa (Chroococcales). Chlorophyta,

Bacillariophyta, Euglenophyta, and other taxonomic groups were less abundant and made small
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or no contribution to the total phytoplankton biomass in most months. The highest growth of these
groups occurred in period D, when Chlorophyta and then Bacillariophyta became dominant. The
lowest cyanobacteria biomass was recorded in period B (mean biovolume of 7 mm? L) followed
by period D (mean 12 mm? L1). In addition, in period B, cyanobacterial populations declined
dramatically and almost completely disappeared from the reservoir, as well as most of the all
phytoplankton species. The only exception was in December/16, when large colonies of M.
aeruginosa developed in the reservoir dominating the phytoplankton community, even if at low
biomass. The lowest concentration of chlorophyll-a was recorded in this period as well. The
highest cyanobacteria biomass was recorded in 2017, during period C, when the phytoplankton
biomass increased rapidly.

Despite the almost total disappearance of cyanobacteria in period B, they became dominant
again throughout period C, showing large variations in species biomass, composition and
dominance. They peaked in November/17, when the highest biomass of the whole study period
was recorded (202 mm? L1). Then, cyanobacteria dramatically decreased in December/17 and
remained at a low level over period D, registering their lowest values. During this period, small
green algae and diatoms showed rapid growth in episodic blooms. Diatoms, for example, were
rarely registered in Pampulha, but a large bloom of Synedra ulna was observed in March/18,
dominating over the rest of the phytoplankton community. Chlorophytes dominated the
phytoplankton in two occasions, October/16 (period B) and January/18 (period D). In both cases,
their growth immediately followed the decrease of cyanobacteria in the lake. It was possible to
notice profound shifts in the structure of the phytoplankton community in period D: elimination
or effective decrease of cyanobacterial blooms, as well as changes in species composition, when
other groups became more important and a greater species richness was observed in the
community.

Chlorophyll-a concentration varied from 2 pg L™ in September/16 to 232 ug L™ in
August/16, showing a pattern of increase at the end of the dry season, when chlorophyll peaks
usually occurred (Fig. 5). In period B, chlorophyll concentration showed a clear reduction of
phytoplankton biomass, decreasing from an average of 150 pg L™ in period A to 38 pug Lt in
period B. In period C, fluctuations in chlorophyll concentration were observed, however the mean
concentration in this period was high (145 pg L), and reached its maximum in November/17 (223
ug L), corresponding with the period of highest cyanobacteria biomass. Chlorophyll mean
concentration decreased significantly from period C to D, which presented an average of 54 pug L
. This decrease in chlorophyll concentration in period D was related to strong shifts in the

composition and biomass of phytoplankton, showing a progressive reconstruction of the
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phytoplankton community.
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Figure 5. Temporal variation in the phytoplankton biomass and composition and chlorophyll-a
concentration in Pampulha reservoir. Vertical dashed lines: as in figure 4.

The results of the redundancy analysis (RDA) are represented in Figure 6. The analysis
showed that the model was highly significant and explained 81% of the variability (F ratio = 5.7,
P <0.001). The first axis (RDA1) explained the larger proportion of the variance (74%) and axis 2
(RDA 2) only 7%. The main variables positively associated to the first ordination RDA axis were
water transparency, rainfall and SRP, and, negatively, TP and dissolved oxygen (DO) (Table 1).
The biotic variables, chlorophyll and cyanobacteria biomass, were both correlated to axis 1,
showing a negative trend (Table 1). RDA1 showed a pattern of decreasing TP, chlorophyll and
cyanobacteria, opposite to increasing rain, transparency and SRP. These parameters were directly
linked to the Phoslock treatment, either as a response or as a disturbance factor. By precipitating
phosphorous, Phoslock caused a decrease of cyanobacteria biomass and chlorophyll, consequently
causing a lower production of oxygen (DO) and higher transparency, and even an increase of
dissolved phosphorus (SRP), released from the lysis of dying cyanobacterial cells. Rain was a
disturbance, since it buffered the effect of the treatment. Although axis 2 explained quite a lower
portion of the variance, it was positively associated to ammonium (NH4), nitrite (NO2) nitrate
(NO3) and conductivity (EC) and, negatively, with water temperature (Table 1).

The analysis revealed three quite well-defined groups of months, represented in Figure 6
by three separated ellipses. In the green ellipse are grouped those months with the highest
cyanobacteria biomass. They are found on the negative side of axis 1, when TP concentration was
also high. The blue, on the positive side of axis1, defines the second part of 2016, when a sudden

decrease of cyanobacteria biomass and increased transparency were observed. Interestingly, the
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orange ellipse encloses the summer months from the beginning of both 2017 and 2018, when the
highest phytoplankton richness was observed and algal groups other than cyanobacteria were
dominant. These months are found on the negative side of axis 2, characterized by higher water
temperature (summer) and lower concentration of nitrogenated nutrients and conductivity. These
three assemblages by month are rather similar to the time periods proposed, based on the
information of Phoslock application (see Data analysis in Methods), thus they are directly related

to the action of the treatment in the lake.
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Figure 6. Triplot redundancy analysis of the relationships found between abiotic parameters (blue arrows),
biotic parameters (red arrows) and samples distribution (circles: the numbers inside the circles indicate
month and year) in Pampulha reservoir (April/2016 to May/2018). The arrows indicate the direction of
increase. The angles between variables reflect their correlations (angles close to 90° indicate no correlation,
angles close to 0° indicate a high positive correlation and angles close to 180° indicate a high negative
correlation). WT = water temperature; Rainf = rainfall; Transp = water transparency; DO = dissolved
oxygen; EC = electrical conductivity; pH = hydrogenation potential; TP = total phosphorus; NH4 =
ammonium; NO2 = nitrite; NO3 = nitrate; SRP= soluble reactive phosphorus; Chla = chlorophyll-g;
CyanoTotal = total biomass of cyanobacteria. See text for explanation of the three ellipses.
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Table 1. Redundancy analysis scores to axis-1 (RDAL) and axis-2 (RDAZ2) for biotic and
environmental variables.

Biotic variable scores

RDA1 RDAZ2
Chla -1.713 -0.481
CyanoTotal -1.521 0.542

Abiotic variables scores

RDAl RDA2
TP -0.594 0.200
NH4 -0.107 0.448
NO3 -0.116 0.305
NO2 -0.087 0.268
EC -0.071 0.602
DO -0.642 -0.353
pH -0.049 -0.120
WT 0.536 -0.490
Transp 0.884 0.205
Rainf 0.502 -0.264
SRP 0.722 0.332

Chla = Chlorophyll-a; CyanoTotal = Total biomass of cyanobacteria; TP = Total phosphorus; NH4 = Ammonium;
NO3 = Nitrate; NO2 = Nitrite; EC = Electrical conductivity; DO = Dissolved oxygen; pH = Hydrogenation potential;
WT = Water temperature; Transp = Water transparency; Rainf = rainfall; SRP = soluble reactive phosphorus.

4. Discussion

The increase in phosphorus concentration in aquatic ecosystems has been reported as one
of the main causes of the increase of cyanobacterial blooms around the world, although nitrogen
limitation is also recognized as an important factor in their development (Spears et al., 2007;
Carpenter, 2008; O’Neil et al., 2012). Increasing blooms represent a serious risk to environmental
services of urban reservoirs because of the potential of some species to produce dangerous toxins
that threaten human health (Downing et al., 2001; Codd et al., 2005). In Pampulha reservoir,
studies carried out in the last decades demonstrate the continuous increase in the annual
phosphorus concentration and the consequent increase in the frequency and duration of toxic
cyanobacteria blooms (Giani, 1994; Pinto-Coelho, 1998; Figueredo et al., 2016). However, it is
important to keep in mind that cyanobacterial blooms are complex events which are usually not
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caused by a single factor, but by multiple and synchronous environmental drivers (Zurawell et al.,
2005; Heisler et al., 2008; O’Neil et al., 2012). Apart from the influence of increased nutrient
concentration, other environmental factors such as light availability, low water turbulence, higher
temperature and stable mixing conditions of the water column are known to promote the
maintenance of cyanobacteria blooms (Zevenboom and Mur 1984; Smith, 1986; Johnk et al.,
2008). Furthermore, cyanobacteria have a great physiological flexibility that confer them wide
ecological tolerance providing competitive advantages over other phytoplankton groups (Paerl et
al., 2001; Sharma et al., 2011).

Cyanobacteria were resilient to P deficiency at the start of Phoslock applications, and the
initial phytoplankton response (period B) was only seen after about five months from the start of
the treatment. This resilience observed in the cyanobacteria outcome is probably due to their
capacity to store enough phosphorus that allows them to perform two to four cell divisions (Mur
et al., 1999), as well as for the time needed for the treatment to take action in an extremely P-rich
environment. At the beginning of the treatment, cyanobacteria biomass in Pampulha reservoir was
very high and cyanobacteria cells had probably enough intracellular phosphorus to keep growing
even after the start of Phoslock applications. At this time, most P was in particulate form, thus
incorporated into the cyanobacteria biomass as TP. It is known in the literature that Phoslock is
not able to remove particulate P, in other words, Phoslock will not remove P inside the
phytoplankton biomass (Lurling and van Oosterhout, 2013). As the phosphorus stock in the cells
was depleted, however, cyanobacteria died progressively, resulting in a decrease in TP
concentration in the water (Fig. 4). The delay observed in decreasing TP concentration and
cyanobacterial response to Phoslock treatment were also found in other whole lake-scale studies
(e.g. Nlrnberg and LaZerte, 2016; Lang, et al., 2016; Epe et al., 2017). For example, in Swan Lake
(Canada), Nurnberg and LaZerte (2016) registered a decrease of phytoplankton biomass only in
the second post-treatment year, thus later than found in Pampulha. Contrariwise, Bishop et al.,
(2014) reported an effect on the structure of the phytoplankton community in Laguna Niguel
(California, USA), two weeks after a four-days Phoslock application, when cyanobacteria
dominance was replaced by other algal groups.

According to Epe et al., (2017), as progressive death of the biomass occurs, there is a
decrease in TP concentration and a simultaneous release of SRP in the water. In the present study,
both cyanobacteria and total phytoplankton biovolumes significantly decreased in period B,
resulting in a 4-fold increase in water transparency and in a significant decrease of chlorophyll
concentration, which was the lowest in the whole period of study. As statistically confirmed by

the RDA, a negative correlation exists between water transparency and chlorophyll concentration
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and cyanobacteria biomass. This result is in agreement with the reduction of TP and the increase
of SRP in the water, also observed by Epe et al., (2017) in Béarensee lake (Germany), following
Phoslock applications.

However, this initial cyanobacterial response to the treatment was not further sustained and
increasing cyanobacteria biomass was recorded again in period C, when their populations
maintained persistent blooms and low contribution of other algae was registered. As a response to
Phoslock in Loch Flemington (Scotland, UK), Lang et al., (2016) reported total phytoplankton and
cyanobacteria biomass decrease and higher contribution of other algal groups, indicating a more
functionally diverse phytoplankton community. However, cyanobacteria blooms continued to
develop during summer, even though at lower intensities. The authors attributed to weather this
limited cyanobacteria reduction, arguing that high TP concentration observed in the lake could be
associated with drier and hotter summer.

In Pampulha reservoir, we also observed the importance of climatic factors on the
phytoplankton response to the treatment. High cyanobacteria biomass was recorded during the dry
season, characterized by scarce rainfall, water column mixing, and elevated nutrient concentration.
However, as also previously reported in the reservoir (Silva et al., 2016; Batista et al., 2018; Silva
etal., 2019), external loads, caused by runoff at the beginning of the rainy season, produced a rapid
increase in the concentration of phosphorous and other nutrients in the water body. Therefore, rain,
followed by elevated nutrient input, was probably the reason of the first failure of the Phoslock
treatment.

Furthermore, during period C (March/17 and August/17), atypical and unexpected episodes
of sewage discharges into the reservoir due to disruption of interception pipelines were reported
(city municipality, pers. comm.). The increased inflow of nutrients into the reservoir by these
unpredicted factors was probably an additional obstacle to the Phoslock treatment in Pampulha
during this period. Another factor that must be taken into account is that large amount of nutrients
still enters in the reservoir by its tributaries (Silva et al., 2019), demonstrating that in order to
achieve satisfactory results, Phoslock applications must be preceded by a reduction in external
nutrient loads to sufficiently low levels (Cooke et al., 2005). Several studies mentioned the
importance of reducing external P load through sewage system improvement in the watershed to
obtain more adequate and long-lasting results following Phoslock treatments (e.g. Robb et al.,
2003; Gunn et al., 2014; Lang et al., 2016).

In view of the increase in phosphorus inputs in the reservoir during period C, the amount
of Phoslock was adjusted, at the beginning of November/17, leading to the second period of the

treatment effectiveness in period D. However, unlike period B, in which there was an almost total
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decrease of the whole phytoplankton, in period D there was a change in the phytoplankton
community towards other algal groups. A larger contribution of chlorophytes, diatoms,
cryptophytes and euglenophytes was observed. Such phytoplankton diversity was rarely reported
in Pampulha reservoir in recent years (Batista et al., 2018).

It has been shown that whole-lake scale Phoslock applications are effective on the
phosphorus reduction in water column and on changes in phytoplankton composition (Bishop et
al., 2014; Lang et al., 2016; Bishop and Richardson, 2018). As a general response pattern, these
studies reported a reconstruction of the phytoplankton community, with a frequently observed
gradual decrease in cyanobacteria populations and a rise in the dominance of other algal groups,
increasing community diversity. Likewise, our findings showed significant changes in the
structure of the phytoplankton community in Pampulha reservoir during some periods of the
Phoslock treatment.

It is interesting to note that the positive responses of lower cyanobacteria biomass and
higher richness of the phytoplankton community to the Phoslock treatment occurred especially in
summer (December-March), characterized by heavy rains (Fig. 1) and by thermal stratification of
the water column (Fig. 2a). As such, environmental and climatic factors appear to have shaped the
phytoplankton responses to Phoslock treatment in Pampulha reservoir. High volume of summer
rains (December-January), for example, had a clear dilution effect on cyanobacteria biomass, as
confirmed by the RDA, which has also resulted in increased water clarity. Similar effect of rainfall
on the phytoplankton was previously described in Pampulha reservoir (Figueredo and Giani, 2001;
Batista et al., 2018), when authors reported the importance of precipitation, and subsequent
increase of water volume and lower residence time, in the dilution of nutrient concentration in
water. As we stated earlier, it is important to keep in mind that rain plays a double role in this small
tropical reservoir. The first rain events (September-October) are in general responsible for a
sudden rise in the input of nutrients that were accumulating during the dry season over the
watershed surface (Silva et al., 2016; Silva et al., 2019). The dilution effect is observed later in the
season, when rainfall intensifies in the course of summer. The same phenomenon was also
observed in other aquatic ecosystems (Jeppesen et al., 2009).

Even if moderate, the decrease in cyanobacteria biomass observed in this study can be
recognized as a sign of the Phoslock effectiveness in controlling blooms, suggesting a slight
ecological improvement of the lake. Cyanobacteria, whose populations were overall dominant
throughout the year in Pampulha reservoir before the Phoslock applications, suffered strong
oscillations in their biomass during the period of study, abruptly decreasing their populations in

two episodes, as mentioned before. The decline of the cyanobacteria populations had a positive
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effect on the phytoplankton community diversification, favoring smaller and fast-growing species,
such as chlorophytes.

The ability of Phoslock to and remove phosphorus has already been shown in some studies
(Robb et al., 2003; Ross et al., 2008; Haghseresht et al., 2009), nevertheless, in Pampulha,
phosphorus concentration showed some changes only in period B, when a decline was recorded
from August to November/2016. During these months, TP concentration was lower at the surface,
but it increased close to the bottom (Fig. 4). For the rest of the study period, TP concentration
maintained similar levels to those reported in previous years (Batista et al., 2018; Silva et al.,
2019). Furthermore, it should be remarked that although Phoslock was able to precipitate
phosphorus from the water column, the high TP levels close to the bottom suggest that the amount
applied in Pampulha reservoir was not effective to permanently bind it in the sediment and to
sustain the improvements observed in the water quality in period B. Lang et al., (2016) also
suggested that the Phoslock dosage added in Loch Flemington was probably insufficient to control
the P release from the sediment, supporting cyanobacterial blooms of smaller magnitude in post-
application years. In fact, laboratory studies performed by Meis et al., (2013) with sediments from
the same Loch Flemington demonstrated that, following Phoslock applications under aerobic
conditions, no sediment P release occurred, while significant amounts of P were released under
anaerobic conditions. According to Meis et al., (2013), additional Phoslock applications could be
a viable option under prolonged periods of anoxia. In Pampulha reservoir, the hypolimnion is
almost permanently anoxic (Fig. 2), which facilitates the continuous phosphorus release from the
sediment to the water column. This indicates that the Phoslock dosage applied in Pampulha should
probably be considerably increased in future recovery programs as to avoid P release from the
anoxic sediments. Therefore, the almost permanently anoxic sediment in Pampulha reservoir was
probably another drawback to the treatment efficacy.

Phosphorous levels in Pampulha reservoir are still too high to sustain the ecological
improvements observed in the phytoplankton community composition in period D, since a slight
tendency of cyanobacteria return was already noticeable (Fig. 5). Lurling and van Oosterhout
(2013), following Phoslock applications in Lake Het Groene Eiland (The Netherlands), observed
that the results did not meet the expectations and no significant decrease on phosphorus
concentration was observed. In Pampulha, TP concentration was almost always above 100 pg L-
! demonstrating the high degree of eutrophication of the reservoir (OECD, 1982). Indeed, TP
concentration higher than 100 pug L™ was suggested as a turning point leading to cyanobacteria
dominance in aquatic ecosystems (Downing et al., 2001). In 81% of the samples in Pampulha,

cyanobacteria biovolume was often much higher than 5 mm3 L, indicating the hypertrophy of the
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reservoir (Smith, 2003) and posing doubts about the efficacy of these first years of Phoslock
treatment on the ecological improvement of this system. Finally, despite the clear relevance of
phosphorus, it is not the only important factor in the maintenance of the high cyanobacteria
biomass in Pampulha reservoir, where ammonium and nitrate concentrations, for example, also
are extremely high (Pinto-Coelho et al., 1997; Figueredo et al., 2016). The RDA showed that
nitrogenous nutrients have a different trend than phosphorus, thus they should be taken into
account in the reservoir management program, when aiming for the full recovery of this water
body.

In some lakes, the Phoslock treatment was designed by one whole-lake application,
followed by some later reapplications (e.g. Epe et al., 2017). In Pampulha reservoir, Phoslock was
applied daily for approximately two years and, even at high frequency, the results were not
satisfactory. As suggested by Lirling and van Oosterhout (2013) for Lake Het Groene Eiland,
constant Phoslock reapplications do not seem to be an effective and sustainable measure for the
ecological lake recovery. Conversely, Meis et al., (2013) had opposite conclusions and found that
smaller multiple doses were likely to increase the effectiveness of the treatment. However, they
emphasized that the applications should be always conducted in parallel with the continuous
reduction of external nutrient load. Also, according to the authors, the calculation of an "effective
dose" is nearly impossible due to the complex mechanisms inherent to phosphorous cycling,
indicating the need of constant monitoring and periodical dose readjustments to ensure better

results.

5. Conclusions

Our study presents and discusses the results of a high frequency and long-term Phoslock
treatment in an urban lake, the Pampulha reservoir, during which daily doses were applied on the
whole water body for approximately two years. In these first two years, the treatment did not
produce a significant reduction of phosphorus concentration in Pampulha reservoir, when values
often above 100 pg L were registered that prompted the maintenance of cyanobacteria blooms.
Nevertheless, Phoslock positive effect on the phytoplankton community was remarkable in two
periods: the first positive outcome occurred at the end of the first year of treatment and, the second,
at the end of the second year. In both occasions, a reduction of cyanobacteria biomass and a shift
towards other phytoplankton groups’ dominance were observed, promoting greater diversity of the
community. Yet, despite the fact that the Phoslock treatment was efficient in the temporary

mitigation of cyanobacteria blooms as we verified, our findings indicate that this method was not
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able to support effective and long-lasting responses in the ecological improvement of this highly
eutrophic system. Several factors may have been responsible for the lack of better results such as:
no sufficient removal of external sources of nutrients (with the additional sewage network
problems reported); weather related factors (sudden runoff inputs at the beginning of the rain
season); anoxic sediments, almost permanently present in Pampulha reservoir, which facilitated

the continuous release of phosphorus.
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CAPITULO 2

Cianotoxinas e sua relacdo com espécies de cianobactérias potencialmente toxicas em um

reservatério urbano hipereutrofico

Resumo: FloragGes de cianobactérias representam um risco potencial a integridade dos
ecossistemas aquaticos e da satde humana. Algumas espécies podem produzir toxinas nocivas,
que constituem um grande desafio para a gestdo desses ecossistemas. No ambiente, varias espécies
potencialmente produtoras de toxinas podem coexistir num mesmo evento de floracao, e genotipos
toxicos e ndo-tdxicos de uma mesma espécie podem estar presentes. Neste estudo, visamos avaliar
0 estado atual da composicdo das populacBes de cianobactérias e a presenca de cianotoxinas
durante um estudo realizado no reservatério da Pampulha (Belo Horizonte, Brasil) entre abril/16
e maio/18. Nossos resultados mostraram que, apesar dos esforcos realizados pela prefeitura da
cidade para a reversdo da eutrofizacdo do reservatério da Pampulha, espécies de cianobactérias
potencialmente toxicas ainda ocorrem e dominam em altas densidades nesse reservatdrio, sendo
elas: Cylindrospermopsis raciborskii, Microcystis aeruginosa e Planktothrix spp.. Mesmo que em
baixas concentragdes, as microcistinas estiveram presentes durante todo o periodo de estudo e
foram correlacionadas com a presenca da espécie Microcystis aeruginosa. Cinco analogos de
saxitoxinas foram detectados (GTX1, GTX4, NeoSTX, dcSTX e STX), variando
consideravelmente durante o periodo de estudo de acordo com a presenca das espécies
potencialmente produtoras dessas toxinas e das suas densidades no fitoplancton. Nossos resultados
mostraram que o género Planktothrix foi o melhor preditor da ocorréncia das saxitoxinas nédo
sulfatadas (NeoSTX e dcSTX) no reservatorio da Pampulha, enquanto que, mesmo que em baixa
proporcéo, C. raciborskii parece ter sido a principal produtora das saxitoxinas monossulfatadas
(GTX1+GTX4). As baixas correlacdes encontradas entre a biomassa das cianobactérias produtoras
e as concentracdes de toxinas podem ser devido a fatores como: coexisténcia de genotipos toxicos
e ndo-toxicos de uma mesma espécie ou de espécies diferentes em uma mesma floracdo e menor
producdo de toxinas por cepas toxicas devido as condi¢cbes ambientais apresentadas pelo
reservatorio naquele momento. Este estudo demonstra que o atual estado das floragbes de
cianobactérias do reservatorio da Pampulha, com presenca de toxinas, deve ser considerado uma

ameaca potencial a satide publica.

Palavras-chave: Eutrofizagdo, saxitoxinas, microcistinas, Cylindrospermopsis raciborskii,

Microcystis aeruginosa, Planktothrix, reservatorio da Pampulha.
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1. Introducgéo

Floracdes de cianobactérias toxicas estdo se tornando cada vez mais frequentes e intensas
em ecossistemas aquaticos em todo o mundo, causando sérias perturbacdes a integridade desses
ambientes, prejudicando a sua qualidade de &gua para atividades humanas (Carmichael, 2008;
Paerl e Huisman, 2009; Davis et al., 2009; Brookes e Carey, 2011). Embora as cianobactérias
sejam importantes para 0s ambientes aquaticos, a sua alta biomassa causa varios impactos ao corpo
dagua, como a reducdo da transparéncia, anoxia de camadas mais profundas, morte de peixes,
perda de biodiversidade, mau cheiro e sabor da 4gua (Reynolds, 1991; Dokulil e Teubner, 2000).
Além disso, muitos géneros podem produzir cianotoxinas nocivas, incluindo hepatotoxinas,
neurotoxinas, citotoxinas e dermatotoxinas, que ameacam a saude humana e a de outros animais
(Carmichael et al., 2001; Downing et al., 2001; Codd et al., 2005).

As microcistinas sdo as cianotoxinas mais comumente encontradas nos ecossistemas
aquaticos de agua doce, seguidas das saxitoxinas (O’Neil et al., 2012). Embora haja um nimero
crescente de estudos relativos as saxitoxinas, a sua ocorréncia na agua € geralmente menos
investigada e, quando monitoradas juntamente com as microcistinas, sao detectadas em uma menor
frequéncia (Testai et al., 2016). As microcistinas sdo heptapeptideos hepatotdxicos isolados
primariamente da espécie Microcystis aeruginosa (Carmichael et al., 1990), embora também
possam ser produzidas por varios géneros de cianobactérias, como Planktothrix, Dolichospermum
(Anabaena), e Synechococcus (O’Neil et al., 2012). Mais de 90 variantes de microcistinas séo
conhecidas atualmente, diferenciando-se umas das outras, por exemplo, pelas diferentes
combinacBes de aminoécidos e por outras alteracdes, como a metilagdo ou desmetilacéo de grupos
funcionais, que alteram o seu grau de toxicidade (Pearson et al., 2010; Buratti et al., 2017). Quanto
as saxitoxinas, sdo alcaloides de carbamato, com efeitos neurotoxicos, pertencentes ao grupo das
toxinas paralisantes de moluscos bivalves (PSTs- paralytic shellfish toxins). Elas podem ser
produzidas tanto por alguns dinoflagelados, nos ambientes marinhos (Daranas et al., 2001), quanto
por alguns géneros de cianobactérias, nos ecossistemas de agua doce (Negri e Jones, 1995;
Mahmood e Carmichael, 1986; Lagos et al., 1999). Mais de 57 analogos de saxitoxinas séo
conhecidos, distribuidos em trés grupos principais: ndo sulfatados (saxitoxinas- STXSs),
monossulfatados (goniautoxinas- GTXs) e dissulfatados (toxinas C), que possuem diferentes
niveis de toxicidade e podem ser sintetizados por diferentes géneros de cianobactérias, entre eles,
Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Planktothrix (Etheridge, 2010; Wiese et al.,
2010).
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O aumento na frequéncia e na distribuicdo de espécies de cianobactérias potencialmente
toxicas tem gerado uma grande preocupacdo a nivel mundial devido ao risco letal que as
cianotoxinas apresentam a saude humana (Davis et al., 2009). No Brasil, 52 pacientes morreram
de insuficiéncia hepéatica aguda apds serem submetidos a hemodidlise com agua superficial
contaminada com microcistinas (Azevedo et al., 2002), demonstrando o alto risco que a exposi¢ao
a essas toxinas oferece a saide humana. Por outro lado, mesmo que nenhum caso de morte ou
intoxicacdo humana atribuida a contaminacdo aguda por saxitoxinas tenha sido relatado, elas
podem acumular na cadeia trofica e exercer uma grande influéncia no ecossistema aquatico (Casali
et al., 2017; Vilarifio et al., 2018). Embora haja um ndmero crescente de estudos abordando a
estrutura quimica das cianotoxinas, seu grau de toxicidade e a variacdo dos perfis de toxinas
produzidos por cepas toxicas isoladas de diferentes regides geograficas (Banker et al., 1997; Lagos
et al., 1999, Piccini et al., 2011), estudos que abordem a variacdo da producdo das toxinas no
ambiente natural ainda sdo escassos e, os fatores que levam a sua produgdo, pouco conhecidos
(Szlag et al., 2015). Esses dados sdo importantes na predicao de floragBes toxicas e na adogédo de
medidas para a gestdo de reservatorios eutrofizados.

O reservatorio da Pampulha é um importante lago urbano localizado na cidade de Belo
Horizonte, Brasil. Apesar da sua grande importancia econdmico-cultural, o reservatério tem sido
profundamente impactado pela ma qualidade da dgua e por constantes floragdes de espécies de
cianobactérias potencialmente tdxicas desde os anos 80 (Giani, 1994; Pinto-Coelho, 1998;
Figueredo e Giani, 2001; Pinto-Coelho et al., 2005a). Algumas medidas de mitigacdo foram
realizadas pela prefeitura da cidade nas Gltimas décadas na tentativa de reduzir a eutrofizacdo do
reservatorio. Entretanto, até 0 momento, nenhum desses esforcos foi eficaz para a reducéo efetiva
da carga anual de nutrientes e diminuicdo da dominéancia de cianobactérias (Figueredo e Giani,
2001; Pinto Coelho et al., 2005a, 2005b; Figueredo et al., 2016; Silva et al., 2016; Batista et al.,
2018). No inicio da década de 1990, por exemplo, floracdes frequentes de Microcystis spp. eram
observadas durante a estacdo seca e inicio da estacdo chuvosa (maio a dezembro) (Figueredo e
Giani, 2001; Pinto-Coelho et al., 2005a). No entanto, Figueredo et al. (2016) relataram que as
floragdes de cianobactérias que, anteriormente ocorriam apenas em poucos meses do ano, se
tornaram permanentes no reservatorio da Pampulha entre os anos de 2010 e 2011. De fato, estudos
realizados neste sistema nos udltimos anos mostraram a predominancia de floragcbes de
cianobactérias durante todo o ano, principalmente de espécies potencialmente toxicas, como
Cylindrospermopsis raciborskii (Nostocales), Microcystis spp. (Chroococcales), Planktothrix
agardhii e P. isothrix (Oscilatoriales) (Figueredo et al., 2016; Silvaet al., 2016; Batista et al., 2018,

Reis, 2019). Como consequéncia, € possivel observar, com frequéncia, densas floragbes de
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cianobactérias na coluna d’agua e a presenca de escumas flutuantes na superficie, além de peixes
mortos, que prejudicam a funcionalidade do reservatorio que é usado, atualmente, apenas para
funcBes paisagisticas e de amortecimento de cheias.

O numero crescente de estudos realizados no reservatorio da Pampulha tem focado na
qualidade da &gua e na composicdo sazonal das espécies de cianobactérias (Figueredo e Giani,
2001; Figueredo et al., 2016; Silva et al., 2016; Batista et al., 2018, Reis, 2019). Embora esses
estudos tenham mostrado a presenca de espécies de cianobactérias potencialmente toxicas no
reservatorio, informacdes sobre quais toxinas ocorrem neste ambiente e suas potenciais espécies
produtoras ainda n&o estdo disponiveis. Além disso, é importante enfatizar que os cidadaos tém
acesso irrestrito ao reservatério. Apesar da ma qualidade da agua, ainda € possivel observar
pessoas que pescam nesse ambiente, 0 que representa um grave risco a satde publica, considerando
que o grau de toxicidade das espécies encontradas no reservatdrio ainda é desconhecido. 1sso
mostra que dados sobre a composi¢do das floracdes de cianobactérias e o estado atual da producgéo
de toxinas no reservatorio da Pampulha sdo urgentemente necessarios para que medidas mais
efetivas de controle da eutrofizacdo possam ser tomadas.

O presente trabalho foi realizado no reservatério da Pampulha, durante um periodo no qual
0 reservatorio estava passando por um processo de tratamento, realizado pela prefeitura de Belo
Horizonte, baseado em aplica¢des diarias de um produto conhecido como Phoslock®, uma argila
enriquecida por lanténio, cuja funcdo é precipitar o fosforo da 4gua e captura-lo nos sedimentos.
Nesse estudo, visamos investigar a producdo de cianotoxinas nos diversos periodos do ano em

relacdo a variacao das espécies de cianobactérias presentes no reservatorio da Pampulha.

2. Material e métodos

2.1. Amostragem em campo e analises fisico-quimicas

As amostragens no reservatorio da Pampulha ocorreram mensalmente, de abril de 2016 a
maio de 2018, conforme metodologia descrita no capitulo 1, onde também estdo descritos 0s
detalhes sobre as analises fisico-quimicas e do fitoplancton.

As amostras de agua para as andlises de cianotoxinas foram coletadas a 0,5 m de
profundidade com uma garrafa de Van Dorn e filtradas em filtros de fibra de vidro (GF-1,
Macherey-Nagel, 0,7 um de didmetro de poro). Filtros e amostras filtradas foram congelados (-20

°C) até a analise.
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2.2. Extracdo e anélises de microcistinas intracelulares

As microcistinas intracelulares foram determinadas a partir de filtros com material
sestonico congelado. A extracao foi realizada por sonicacdo em gelo utilizando-se metanol a 75%
(v/v), seguida de centrifugacdo (10 min, 10000 rpm). Este procedimento foi repetido mais duas
vezes e 0s extratos foram combinados.

As analises dos niveis de microcistinas intracelulares totais foram realizadas pelo Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instrucdes do fabricante (Beacon Plate Test Kit). As
placas foram analisadas em um leitor de microplacas de ELISA (Bio-Tek, Elx 800) e a densidade
Optica foi medida a 450 nm.

2.3. Extracao e analises de saxitoxinas intracelulares

Para as extragdes das saxitoxinas intracelulares, também se utilizaram filtros congelados.
O material sestonico foi extraido trés vezes por sonicacdo em gelo utilizando-se acido acético 0,5
M e, em seguida, centrifugado (10 min, 10000 rpm). Os extratos obtidos a partir das trés extracdes
foram combinados e analisados pelo método de cromatografia liquida de derivatizacdo p6s-coluna
(Oshima, 1995; van de Riet et al.,, 2011). As amostras foram submetidas as analises de
goniautoxinas (GTX 1 a GTX4) e saxitoxinas (STX, dcSTX e NeoSTX). As anélises foram
realizadas usando-se um sistema de HPLC (Waters Alliance 2695) acoplado com um detector de
fluorescéncia (Waters 2475 Multi | Fluorescence Detector), e equipado com uma coluna C8 de
fase reversa a base de silica (Waters Symmetry). O procedimento cromatografico foi realizado por
uma eluicdo sob condic¢des isocraticas, utilizando-se fases moveis especificas (fluxo de 0,8 mL
min) para cada grupo de toxinas. Para as saxitoxinas (STX, NeoSTX, dcSTX), a fase movel foi
composta por heptanosulfonato de sédio 2mM, acido fosforico 30mM e 5 ml de acetonitrila para
cada 100 ml de solucgdo, o pH final foi de 7,1. Para as goniautoxinas (GTX1 a 4), a fase mdvel foi
composta por heptanosulfonato de sédio 2mM e acido fosférico 10mM, tendo o pH final de 7,1.
A derivatizacgdo pos-coluna foi realizada em um forno a 85 °C, sendo o reagente oxidante composto
por acido periédico 7mM e fosfato dipotassico 50mM (pH9,0) e o reagente acidificante composto
por acido acetico 0,5 M. A identificacdo e quantificacdo dos compostos foi realizada com um
detector de fluorescéncia (Waters 2475) com excitacdo a 330nm e emissdo a 390nm. A
identificacdo e quantificagdo dos picos foi feita por comparacdo entre os tempos de retengédo dos
picos e as areas integradas de padrdes analiticos certificados para saxitoxinas obtidos da CIFGA

(Espanha).
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2.4. Analises dos dados

Regressdes mdltiplas foram utilizadas para avaliar as relacdes entre as espécies de
cianobactérias potencialmente toxicas e as variaveis ambientais, em dados log transformados.
Variaveis que apresentaram colinearidade (VIF> 10) foram removidas individualmente durante a
construcdo dos modelos. As analises foram realizadas atraves do software SigmaPlot 11.0 e os
resultados foram interpretados ao nivel de significancia de 5% (p <0,05).

Para verificar o grau de associacdo entre as toxinas e a biomassa das espécies de
cianobactérias potencialmente toxicas, foram realizadas analises de correlagdo. Os dados foram
transformados através da raiz quadrada. As variantes de goniautoxinas, GTX1 e GTX4, foram
consideradas em conjunto na andlise de correlacdo, por serem epimeros e terem a capacidade de
modificacdo da molécula entre elas. As duas espécies de Plankothrix, observadas nesse estudo,
foram também analisadas em conjunto para a analise de correlagéo.

Uma andlise de redundancia (RDA) foi utilizada para verificar as relagbes entre a
concentracdo de cianotoxinas e a biomassa das espécies de cianobactérias potencialmente toxicas.
A andlise foi realizada seguindo Borcard et al. (2011). Os dados foram log transformados antes da
analise, para que a normalidade fosse atingida. A significancia estatistica da RDA foi avaliada
pelos testes de permutacdo de Monte Carlo, sob 999 permutagdes, e as conclusdes foram feitas
com base no nivel de significancia de 5% (p <0,05). A analise foi feita através do software R,

usando-se o pacote Vegan (Oksanen et al., 2013; R Development Core Team, 2013).

3. Resultados

3.1. Variac0Oes temporais das populacdes de cianobactérias

As cianobactérias dominaram amplamente por um periodo de tempo relativamente longo
durante esse estudo, e a sua contribuicdo percentual para a biomassa total do fitoplancton
permaneceu acima de 80% na maioria dos meses (Fig. 1). Apesar da sua forte dominancia, tanto a
biomassa quanto a composi¢do das espécies variaram substancialmente durante o periodo do
estudo, apresentando uma redugdo em dois periodos: o primeiro ocorreu de setembro/16 a
fevereiro/17, e o segundo, de dezembro/17 a maio/18. A biomassa total das cianobactérias variou
de 0 mm?® L't em janeiro/18 a 201 mm?® L* em novembro/17. Com relago as espécies presentes, a

comunidade de cianobactérias foi composta por 11 espécies, sendo que quatro delas sdo
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conhecidas por serem potencialmente tdxicas: Cylindrospermopsis raciborskii, Microcystis
aeruginosa, Planktothrix agardhii e P. isothrix.
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Figura 1. Variacdo temporal da biomassa das principais espécies de cianobactérias e do biovolume total
do fitoplancton no reservatério da Pampulha, no periodo de estudo.

As analises de regressdo multipla mostraram que a precipitacdo e a zona eufdtica foram as
principais variaveis para predizer as densidades de Cylindrospermopsis raciborskii (p<0,001). A
temperatura da &gua, fosforo total e nitrato foram as variaveis preditoras das densidades tanto de
Planktothrix agardhii (p= 0,002) quanto de P. isothrix (p< 0,001). Com relacdo a Microcystis

aeruginosa, gque ocorreu em um numero menor de meses e em concentragdes menores (Fig. 1),

nenhuma varidvel analisada foi significante na predicdo das densidades dessa espécie.
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Tabela 1. Pardmetros dos modelos de regressbes multiplas das relagdes entre as espécies de
cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas e as variaveis ambientais.

Coeficiente

Variavel Variaveis Erro R2
dependente independentes ~  padréo P ajustado (modelo)
regressao

Constante 0,0731 5,323 10,0137 0,989

PT -0,718 0,822 -0,873 0,394

C Temp. -1,22 2,658 -0,459 0,651
racibdrskii NO_3 -0,149 0,122 -1,223 0,236 0,804 0,743 <0,001

Precip. -0,0443  0,0203 -2,187 0,041

Zeu -2,982 0,757 -3,939 <0,001

CE 2,343 1509 1552 0,137

Constante -3,515 5517 -0,637 0,531

M PT 0,149 0,759 0,196 0,847
aerugihosa NH4 0,743 0,489 1,518 0,144 0,146 0 0,482

Temp. 0,582 2,852 0,204 0,84

NO3 0,0603 0,145 0,415 0,682

Constante 4,736 4656 1,017 0,321

PT 1,882 0,66 2,85 0,01

.. NH4 -0,176 0,509 -0,346 0,733
P. agardhii Temp. 597 2704 -2207 0039 0,595 0,494 0,002

NO3 0,353 0,123 2,864 0,01

Precip. 0,0128 0,0232 0,552 0,587

Constante 12,062 6,656 1,812 0,085

PT 2,019 0,944 2,139 0,045

. . NH4 -0,219 0,728 -0,301 0,766
P. isothrix Temp. 11,803 3866 -3053 0,006 0,625 0,531 <0,001

NO3 0,692 0,176 3,932 <0,001

Precip. 0,0435 0,0331 1,313 0,204

C. raciborskii = Cylindrospermopsis raciborskii, M. aeruginosa = Microcystis aeruginosa, P. agardhii
= Planktothrix agardhii, P. isothrix = Planktothrix isothrix, PT = fdésforo total, Temp. = temperatura da
agua, NO3 = nitrato, Precip. = precipitacdo, Zeu = zona eufética, CE = condutividade elétrica.

3.2. Variacgbes temporais das cianotoxinas e das espécies de cianobactérias potencialmente

toxicas

Na figura 2 estdo apresentadas as correlacdes entre as espécies potencialmente produtoras

de cianotoxinas e as toxinas detectadas durante o nosso estudo, bem como as variagdes sazonais

do biovolume das espécies produtoras e suas respectivas cianotoxinas, no reservatorio da

Pampulha. Embora as microcistinas tenham sido detectadas em todo o periodo de estudo, nenhuma

das amostras apresentou niveis acima de 1,0 pug L. Suas concentragdes variaram de 0,01 pg L

(janeiro/18) a 0,80 pg L (dezembro/16). As maiores concentracdes de microcistinas geralmente
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coincidiram com os periodos de maior biomassa de Microcystis aeruginosa (Fig. 2B), que explicou
cerca de 56% da variag@o encontrada nas concentragdes dessa toxina (R?= 0,559; Fig. 2A).

A ocorréncia e a concentracdo dos diferentes analogos de saxitoxinas variaram
consideravelmente durante o periodo de estudo. Do grupo das saxitoxinas, a dcSTX foi a mais
comuns, presente em 50% das amostras analisadas, apresentando uma concentragdo maxima de
25 pug LT em novembro/17 (Fig. 2H), que coincidiu com o periodo em que as espécies de
Planktothrix dominavam no reservatorio com altas biomassas. Padréo similar foi observado para
NeoSTX, que foi detectada com maior concentracio também em novembro/17 (66 pug L), quando
Planktothrix sp. era dominante. Esse género foi responsavel por 50% da variagdo da NeoSTX e
34% da variagdo da dcSTX (Fig. 2 E e G, respectivamente). A STX foi detectada em apenas 3
amostras (setembro/16, fevereiro/17 e outubro/17), sendo considerada extremamente rara no
reservatorio da Pampulha. A maior concentragio desse analogo foi 7 pg L™, em outubro/17 (dados
néo apresentados).

Do grupo das goniautoxinas, apenas GTX1 e GTX4 foram detectadas durante o periodo de
estudo. Embora a variacdo sazonal dessas toxinas, em conjunto, tenha seguido aproximadamente
0 mesmo padrdo de sazonalidade da biomassa de Cylindrospermopsis raciborskii (Fig. 2 D), a
andlise de correlacdo explicou apenas 9% da variacdo encontrada para essas toxinas (R2= 0,09;
Fig. 2 C). Concentracdo baixa de toxinas em periodo de maior biomassa de C. raciborskii, como
por exemplo nos meses de abril e maio/16, assim como concentracfes relativamente altas de
toxinas, com baixa biomassa da espécie, como nos meses de novembro e dezembro/17, devem ter

contribuido para esta baixa correlagéo.
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Figura 2. Correlacdes entre concentracdo de toxina e biovolume da potencial espécie produtora (A, C, E,
G) e variagdo temporal da toxina e da potencial espécie produtora (B, D, F, H) no reservatorio da Pampulha,
no periodo de estudo (dados transformados em raiz quadrada - sqrt).

Os resultados da analise de redundancia (RDA) das relacBes entre o biovolume das espécies
de cianobactérias potencialmente toxicas e as concentracdes de cianotoxinas estdo apresentados
na Figura 3 e na tabela 2. Os dois primeiros eixos da ordenacdo da RDA representaram 35% da
variancia total, para explicar a concentracdo encontrada de cianotoxinas em decorréncia da

biomassa registrada de espécies de cianobactérias potencialmente tdxicas. Embora a porcentagem
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explicativa ndo foi muito elevada, o modelo da anélise como um todo foi altamente significante
(F=3,924, p<0,001). As espécies Planktothrix agardhii e P. isothrix estiveram positivamente
associadas ao eixo RDA1 (Tabela 2), assim como as toxinas NeoSTX e dcSTX e, com correlagdo
um pouco menor, GTX1 e GTX4. C. raciborskii mostrou estar pouco correlacionada aos eixos
RDAL e RDAZ2 escolhidos para representar estes resultados. Ela foi assim mesmo mantida na
analise, por ser uma espécie descrita como potencialmente produtora de saxitoxinas. O eixo 1,
associado as saxitoxinas, teve uma explicacdo mais alta para esta espécie do que o eixo 2. O eixo
RDA2 foi correlacionado positivamente com as microcistinas (MC) e com Microcystis

aeruginosa, confirmando a associacao entre elas (Tabela 2).
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Figura 3. Grafico “triplot” da analise de redundancia das relacBes encontradas entre as espécies de
cianobactérias (setas pretas), toxinas (setas cinzas) e a distribuicdo das amostras (circulos: os nimeros
dentro dos circulos indicam més e ano) no reservatorio da Pampulha (abril/2016 a maio/2018). As setas
indicam a dire¢do do aumento. Os angulos entre as variaveis refletem suas correlagdes (angulos proximos
a 90° ndo indicam correlacgdo, angulos proximos a 0° indicam correlacdo positiva alta e angulos proximos a
180° indicam uma alta correlacdo negativa). C.raci = Cylindrospermopsis raciborskii; M.aeru = Microcystis
aeruginosa; P.agar = Planktothrix agardhii; P.iso = Planktothrix isothrix; MC = microcistina; GTX4 =
goniautoxina 4; GTX1 = goniautoxina 1; dcSTX = decarbamoilsaxitoxina; NeoSTX = neosaxitoxina.
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Tabela 2. Resultados da analise de redundéancia para o eixo-1 (RDA1) e eixo-2 (RDAZ2) para as
cianotoxinas e as espécies de cianobactérias potencialmente tdxicas.

Variaveis dependentes

RDA1l RDA2
MC -0.0367 1.0823
GTX1 0.6597 0.0814
GTX4 0.7076 -0.0432
NeoSTX 1.0788 0.1448
dcSTX 0.7778 -0.1795

Variaveis independentes

RDA1 RDA2
M.aeru -0.0199 0.91660
C.raci 0.0864 0.00779
P.agar 0.8920 0.17396
P.iso 0.9725 0.08368

MC = microcistina; GTX1 = goniautoxina 1; GTX4 = goniautoxina 4; NeoSTX = neosaxitoxina; dcSTX =
decarbamoilsaxitoxina; M.aeru = Microcystis aeruginosa; C.raci = Cylindrospermopsis raciborskii; P.agar
= Planktothrix agardhii; P.iso = Planktothrix isothrix.

4. Discussao

As floragbes de cianobactérias tém um impacto negativo no funcionamento dos
ecossistemas aquaticos de agua doce e representam uma ameaca a saude humana. O problema é
ainda mais grave quando o crescimento excessivo desses organismos afeta reservatdrios urbanos
usados como fontes de 4gua potavel ou como areas recreativa e de pesca, tendo em vista que varias
espécies de cianobactérias tém a capacidade de produzir toxinas que tornam a dgua imprépria para
0 consumo e para recreacao (Chorus e Bartram, 1999; Giani et al., 2005; Paerl e Otten, 2013). No
Brasil, floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas tém se tornado muito comuns (Souza et
al., 1998; Bouvy et al., 1999; Huszar et al., 2000; Molica et al., 2005; Costa et al., 2006; Figueredo

e Giani, 2009; Figueredo et al., 2016). Um tipico exemplo é o reservatorio da Pampulha, onde a
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fase avancada do processo de eutrofizagdo culminou na dominancia permanente das cianobactérias
ao longo de todo o ciclo anual (Figueredo et al., 2016).

Durante o presente estudo, as populacdes de cianobactérias sofreram variages em termos
de biomassa, composicdo e dominancia das espécies, sendo observados declinios da sua biomassa
em dois periodos distintos: o primeiro ocorreu de setembro/16 a fevereiro/17 e, o segundo, de
dezembro/17 a maio/18 (Fig. 1). Conforme discutido no capitulo 1, esses resultados foram
associados ao tratamento com Phoslock que estava sendo realizado no reservatorio durante o
periodo do nosso estudo.

Como esperado para ambientes eutréficos, uma baixa diversidade de espécies foi
observada (Smith e Schindler, 2009) e o fitoplancton no reservatorio da Pampulha foi, em geral,
dominado por uma ou poucas espécies. Das espécies de cianobactérias encontradas durante o0 nosso
estudo, quatro delas sdo conhecidas por serem potencialmente toxicas (Chorus e Bartram, 1999),
sendo elas: Cylindrospermopsis raciborskii (Nostocales), Planktothrix agardhii e P. isotrix
(Oscillatoriales) e Microcystis aeruginosa (Chroococcales). A espécies filamentosas C. raciborskii
e Planktothrix spp. foram as mais abundantes e predominantes, mantendo uma marcada alternancia
de dominéancia durante o ciclo anual, embora tenham coexistido durante alguns periodos. C.
raciborskii foi predominante principalmente na estagdo seca, embora também tenha mantido
popula¢Ges com menor biomassa durante quase todo o restante do estudo (exceto nos periodos de
quase desaparecimento total das cianobactérias — de setembro/16 a janeiro/17 e em janeiro/18). As
espécies de Planktothrix mantiveram-se dominantes principalmente no periodo de transicédo entre
as estacOes seca e chuvosa, porém também dominaram no inicio da estacdo chuvosa de 2017/2018.
M. aeruginosa esteve presente, mesmo que com baixa abundancia, durante quase todo o periodo
de estudo (células isoladas de Chroococcales foram aqui consideradas), embora s6 tenha sido
dominante no fitoplancton em novembro e dezembro/16, quando desenvolveu floragdes quase que
monoespecificas, representando mais de 98% do biovolume total do fitoplancton. Todas essas
espécies ja foram encontradas anteriormente no reservatorio da Pampulha (Figueredo e Giani,
2001, Figueredo et al., 2016, Silva et al., 2016, Batista et al., 2018; Reis, 2019). E importante
ressaltar que as variagdes sazonais previamente observadas para estas espécies (Batista et al., 2018;
Reis, 2019), sofreram algumas alteracGes nos seus padrfes, provavelmente em decorréncia do
tratamento com Phoslock. Um exemplo, é a reducéo relativa de biomassa de C. raciborskii em
periodos de chuva, com relagéo a estudos anteriores.

No Brasil, floracbes de C. raciborskii sdéo muito comuns, sendo, em alguns casos,
persistentes ao longo de todo o ano (Figueredo e Giani, 2009; Tonetta et al., 2013; Batista et al.,

2018) e, frequentemente, altas concentragdes de saxitoxinas sdo observadas durante a dominancia
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desta espécie (Bouvy et al., 1999; Molica et al., 2002, Molica et al., 2005; Costa et al., 20086,
Ferrdo-Filho et al., 2009; Clemente et al., 2010). A espécie ja foi dominante no reservatorio da
Pampulha durante todo o ano (Batista et al., 2018) e, mais recentemente, foi observada a sua
coexisténcia ou uma alternancia de dominancia com outras espécies de cianobactérias (Silva et al.,
2016, Reis, 2019). Nossos dados confirmam esta coexisténcia. Diferentes variantes de saxitoxinas
ja foram detectadas em cepas de C. raciborskii isoladas de reservatérios brasileiros, sendo elas:
STX, NeoSTX, dcSTX, dcNeoSTX, GTX2, GTX3 e GTX5 (Lagos et al., 1999; Molica et al.,
2002; Castro et al., 2004; Hoff-Risseti et al., 2013; Lopes et al., 2015).

Os géneros Microcystis e Planktothrix também sdo muito comuns no Brasil (Magalhaes et
al., 2001; Figueredo e Giani, 2001; Azevedo et al., 2002; Bittencourt-Oliveira et al., 2012; Barros
et al., 2017), sendo conhecidos mundialmente pela sua habilidade de produzirem microcistinas
(Neilan et al., 2013). Embora o género Planktothrix também seja relatado na literatura como
potencial produtor de saxitoxinas (Pomati et al., 2000; Wiese et al., 2010; Neilan et al., 2013), a
maior parte dos estudos com esse género sdo associados a produgéo de microcistinas (por exemplo,
Fastner et al., 1999; Christiansen et al., 2003; Kurmayer et al., 2004; Tonk et al., 2005), enquanto
que informacdes sobre a producdo de saxitoxinas por Planktothrix ainda sdo muito escassas. O
primeiro relato da producéo de saxitoxinas por esse género foi feito por Pomati et al. (2000) que,
apos detectarem a presenca de saxitoxinas em um lago com forte dominancia de Planktothrix (lago
Verese, Italia), confirmaram a producdo da toxina por esse género através de uma cepa isolada do
mesmo lago. No Brasil, segundo o0 nosso conhecimento, a producdo de saxitoxinas por
Planktothrix so6 foi verificada, até 0 momento, por Lopes et al. (2015), que detectaram o analogo
dcGTX em uma cepa de Planktothrix agardhii isolada do reservatério Sitios Novos, no Ceara. A
presenca de saxitoxinas no reservatério da Pampulha, em periodos de dominancia de Planktothrix,
também foi registrada por Reis (2019), em anos anteriores ao nosso estudo.

No nosso estudo, observamos grandes variagfes tanto nos perfis de cianotoxinas
encontrados, bem como nas suas concentracdes ao longo tempo. Mesmo que em quantidades
vestigiais, as microcistinas foram detectadas durante todo o periodo de estudo, sendo fortemente
correlacionadas com a biomassa de Microcystis aeruginosa, que se demonstrou como melhor
preditora da ocorréncia de microcistinas no reservatério da Pampulha. De fato, as maiores
concentracdes dessa toxina geralmente coincidiram com os periodos de maior biomassa de M.
aeruginosa. A analise de correlacdo apresentada na figura 2A demonstra que M. aeruginosa foi
responsavel por mais da metade da variacdo das microcistinas. A predominancia de outros géneros
produtores de microcistinas pode influenciar na relagéo entre as Microcystis e as microcistinas,

como relatado por Davis et al. (2009), em um estudo em quatro lagos com floragdes de Microcystis
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sp. localizados no Estados Unidos. No nosso estudo, além de Microcystis, encontramos duas
espécies potencialmente produtoras de microcistinas, pertencentes ao género Planktothrix, que
poderiam ter resultado no restante dessa variacdo. No entanto, embora Planktothrix spp. fossem
altamente predominantes em certos periodos, elas ndo foram importantes preditoras da presenca
de microcistinas no reservatério da Pampulha (Fig. 3), pois concentracbes muito baixas de
microcistinas foram detectadas quando Planktothrix era dominante no fitoplancton. Embora a
espéecie Planktothrix agardhii, encontrada em nosso estudo, seja frequentemente reportada na
literatura como produtora de microcistinas (Fastner et al., 1999), estudos vém demonstrando que
a producdo de toxinas por cianobactérias é altamente variavel e depende dos gendtipos das cepas
encontrados em determinadas regiGes geogréficas, que podem ou ndo possuir 0s genes
responsaveis pela sua producdo. Por exemplo, estudos realizados por Christiansen et al. (2006)
com cepas de Planktothrix mostraram que mutacdes pontuais dentro do cluster do gene mcy,
responsavel pela sintese de microcistinas, podem levar a perda na sintese da toxina, resultando em
diferentes genotipos de Planktothrix.

Embora as microcistinas tenham sido detectadas em todo o periodo de estudo, é importante
ressaltar que as concentracdes dessa toxina no reservatorio da Pampulha ndo excederam, em
nenhuma amostra, o limite de 1 pg L™, estabelecido pela Organizacdo Mundial de Salide (OMS)
como 0 maximo aceitavel para a exposi¢do cronica em reservatorios utilizados para abastecimento
humano. No entanto, mesmo que em baixas concentracdes e, embora o reservatorio da Pampulha
tenha perdido a sua funcdo de abastecimento publico ainda na década de 80, a presenca de
microcistinas nas suas aguas representa um risco a saude dos cidadaos que frequentam o local e
que tém contato com a agua (Chorus e Bartran, 1999).

Com relacdo as saxitoxinas, cinco variantes foram detectadas no reservatorio da Pampulha
durante 0 nosso estudo, sendo elas: as ndo sulfatadas (STX, NeoSTX e dcSTX) e as
monossulfatadas (GTX1 e GTX4). O perfil de distribuigdo das saxitoxinas apresentou uma grande
variacdo ao longo do periodo de estudo e, de uma forma geral, acompanhou a tendéncia temporal
observada na biomassa dos géneros potencialmente produtores dessas toxinas encontrados no
reservatorio da Pampulha (Fig. 2 D, F e H). O fato de C. raciborskii e Planktothrix spp. terem
coexistido na maior parte do periodo de estudo, interferiu na porcentagem de explicagdo dos
modelos de correlacdo dificultando, por exemplo, as interpretagdes de qual espécie é a principal
preditora da presenca de goniautoxinas no reservatorio da Pampulha. No entanto, é possivel
perceber que as goniautoxinas seguiram quase que a mesma tendéncia da variagdo temporal
observada no biovolume de C. raciborskii (Fig. 2 D), embora essa espécie tenha explicado apenas

9% da variacdo das goniautoxinas (Fig. 2 C). Na analise de RDA, é possivel observar de uma
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forma mais clara que a espécie C. raciborskii parece ndo ser um fator de grande importancia na
predicdo das saxitoxinas no reservatério da Pampulha no periodo desse estudo, e que essas toxinas
apresentaram maior correlacdo com as espécies de Planktothrix, que parecem ser as principais
produtoras de certas saxitoxinas no reservatorio (Fig. 3). De fato, as maiores concentracdes de
saxitoxinas ndo sulfatadas (NeoSTX e dcSTX) coincidiram com os periodos de forte dominéncia
de Planktothrix spp. (Fig 2 F e H). No geral, NeoSTX apresentou uma tendéncia de aumento na
medida em que ocorreu a alternancia de dominancia de C. raciborskii para Planktothrix spp. no
final da estacdo seca de 2017 e inicio da estacdo chuvosa de 2017/2018 (agosto a novembro/2017).
De forma similar, dcSTX também apresentou uma tendéncia de aumento nos periodos de forte
dominéancia de Planktothrix spp., embora alguns picos detectados dessa toxina correspondam a
periodos de dominancia de C. raciborskii (Fig. 2 H).

E interessante notar que as maiores concentra¢des de NeoSTX e dcSTX foram registradas
em novembro/2017, quando também foi registrado o maior biovolume de Planktothrix spp.,
enquanto C. raciborskii foi rara. Ap6s esse pico observado na biomassa de Planktothrix spp. e na
producdo de saxitoxinas, houve um declinio na biomassa das cianobactérias, discutido no capitulo
1, seguido da diminuicdo da producdo das toxinas. Apos essa queda, tanto das populacGes de
cianobactérias quanto das concentragBes de toxinas, NeoSTX ndo foi mais detectada, GTX foi
detectada em abril/18 quando C. raciborskii era a espécie dominante e mais dois picos de dcSTX
foram observados em abril e maio/2018, quando C. raciborskii era a espécie dominante.

A producdo de cianotoxinas no ambiente natural é altamente variavel e representa um
grande desafio no monitoramento de ecossistemas aquaticos e na predicdo de floragGes toxicas.
Floracdes de cianobactérias podem ser compostas por diferentes géneros que, por sua vez, podem
produzir diferentes tipos de toxinas (Chorus e Bartram, 1999), o que dificulta as previsdes das
concentracdes de cianotoxinas apenas a partir da abundancia de uma determinada espécie
potencialmente produtora identificada microscopicamente. Além disso, altas concentraces de
células ndo indica a presenca de altas concentracfes de toxinas ou mesmo a sua ocorréncia. No
nosso estudo, observamos alguns periodos em que havia a presenca das espécies potencialmente
produtoras de saxitoxinas, mas nenhum analogo foi detectado. Segundo Davis et al., (2009), uma
dada espécie de cianobactéria pode ter uma variedade de cepas toxigénicas e ndo-toxigénicas, que
ndo podem ser distinguidas morfologicamente. Além do mais, em uma mesma floragdo, genotipos
toxicos e ndo-toxicos de uma mesma espécie ou de espécie diferentes podem coexistir (Chorus e
Bartram, 1999; Kurmayer et al., 2002; Davis et al., 2009; Dolman et al., 2012; Pimentel e Giani,

2013). Genotipos toxicos podem, ainda, controlar a produgéo de toxinas, produzindo em menores
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concentragdes, dependendo da influéncia das condi¢bes ambientais ou até da idade da floracéo
(Lyck, 2004; Pimentel e Giani, 2014; Szlag et al., 2015).

A presenca de espécies de cianobactérias potencialmente tdxicas, bem como de
cianotoxinas no reservatorio da Pampulha refletem o fato de que as estratégias de recuperacao da
qualidade das suas aguas, que vem sendo realizados nos Ultimos anos, ainda ndo tiveram sucesso.
O trabalho enfatiza também a importéncia de se acrescentar a mensuragdo das cianotoxinas em
programas de monitoramento que envolvem apenas a avaliacdo de parametros microbioldgicos e
fisico-quimicos da agua. A deteccdo de saxitoxinas no reservatorio da Pampulha deve ser tomado
como um alerta de que essas toxinas podem ser mais amplamente distribuidas em agua doce do
que ja foi notificado e que outras espécies menos reportadas na literatura podem estar associadas
a floragcBes com altas concentracfes de saxitoxinas. Nossos resultados mostraram que o género
Planktothrix foi 0 mais importante preditor das saxitoxinas no reservatério da Pampulha. Embora
esse género venha sendo recentemente citado na literatura como potencial produtor de saxitoxinas,
sdo raros os estudos que mostram floracGes de Planktothrix associadas a ocorréncia de saxitoxinas
e muito pouco se sabe sobre quais variantes esse género pode produzir.

Nosso estudo oferece uma contribuicdo para o conhecimento sobre a presenca de toxinas
em lagos urbanos e eutréficos, e a sua variagao sazonal em decorréncia das mudangas das espécies

de cianobactérias potencialmente produtoras naquele ambiente.
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CONCLUSOES GERAIS

No capitulo 1, mostramos que, embora o tratamento com Phoslock ndo tenha sido capaz de
impedir totalmente a formacdo de floracbes de cianobactérias no reservatdrio da Pampulha, ele
alterou a composicao e a biomassa do fitoplancton durante alguns periodos. A predominéncia das
altas biomassas das cianobactérias neste sistema provavelmente se deve ao fato de efluentes néo
tratados ainda chegarem ao reservatério pelos principais tributarios e, na estacdo chuvosa, a
poluicdo difusa aumenta, levando a uma piora na qualidade da agua. Esses resultados reforcam a
premissa de que o tratamento com Phoslock sozinho provavelmente ndo seré capaz de promover
uma recuperacao rapida e sustentavel de um reservatério com um longo histérico de contaminagéo
por fésforo, como é o caso do reservatorio da Pampulha. O Phoslock se mostrou eficaz na
mitigacdo temporaria de alguns sintomas da eutrofizacdo, através dos sinais de melhorias
observados na diminuicéo da biomassa de cianobactérias, diversificacdo do fitoplancton e aumento
da transparéncia da &gua, visualizados em alguns periodos. 1sso sugere que produtos como o
Phoslock so6 serdo efetivos a longo prazo se medidas de intervencao forem realizadas em toda a
bacia visando controlar os aportes de fésforo que ainda entram no reservatorio da Pampulha.

No segundo capitulo, mostramos que o fitoplancton do reservatério da Pampulha é
dominado predominantemente por espécies de cianobactérias potencialmente toxicas, sendo elas:
Cylindrospermopsis raciborskii, Microcystis aeruginosa, Planktothrix agardhii e P. isothrix.
Dentre as cianotoxinas encontradas durante o nosso estudo, as microcistinas foram as mais
frequentes. Mesmo que em baixas concentragdes, as microcistinas foram detectadas em todas as
amostras e as maiores concentragcdes dessa toxina geralmente coincidiram com os periodos de
dominéancia de M. aeruginosa, que foi responsavel por cerca de 56% da variacao encontrada para
as microcistinas. Com relacdo as saxitoxinas, cinco variantes foram detectadas: as saxitoxinas
(STX, NeoSTX, dcSTX) e as goniautoxinas (GTX1 e GTX4). Planktothrix spp. se correlacionou
com o0s anadlogos NeoSTX e dcSTX, que tiveram uma tendéncia de aumento quando esse género
era dominante no fitoplancton. As goniautoxinas (GTX1+GTX4) tiverem uma tendéncia similar
de variacdo sazonal apresentada pelo biovolume de C. raciborskii, embora essa espécie s6 tenha
explicado 9% da variagdo dessas toxinas. As discrepancias entre a biomassa das cianobactérias e
as concentracfes de toxinas podem ter resultado nas fracas correlagcbes encontradas entre
biovolume de espécies potencialmente produtoras e concentragcdes de toxinas. Isso pode ser
parcialmente devido ao fato que, em uma mesma floracdo, genotipos e ndo-toxicos coexistem.
Além disso, cepas toxigénicas poderiam estar produzindo toxinas em menores concentragdes, em

respostas as condigdes ambientais apresentadas pelo reservatério da Pampulha naquele momento.
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A presenca das cianobactérias potencialmente toxicas e das suas toxinas no reservatorio da
Pampulha adiciona um nivel de complexidade maior para a gestdo bem-sucedida das floracdes de
cianobactérias nesse ambiente. Devido a variacdo sazonal das espécies de cianobactérias
potencialmente toxicas no reservatorio da Pampulha e dos fatores que levam a producéo de toxinas
por cepas toxigénicas, a toxicidade das floraces € dificil de ser prevista apenas por analises
limnoldgicas convencionais, mostrando a necessidade de monitoramentos que incluam anélises

das toxinas e das espécies potencialmente produtoras.



