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1. INTRODUCAO

Um dos maiores desafios a ser enfrentado no século XXI é seguramente a questdo da
qualidade da &gua de abastecimento publico (Tundisi 2003). Nas Gltimas décadas, a qualidade
da agua vem decrescendo rapidamente e os relatos de ocorréncia de floracbes de
cianobactérias em reservatorios de todo o mundo estdo se tornando corriqueiros (Chorus &
Bartram 1999).

As cianobactérias tém a capacidade de se desenvolver em varios ambientes, entretanto
0os ambientes mais favoraveis ao seu crescimento sdo geralmente aqueles de agua doce,
temperatura de 15 a 30°C, pH na faixa de 6 a 9 e elevadas concentracGes de nitrogénio e
fosforo (Mur et al.1999). Temperaturas elevadas podem afetar processos fisioldgicos como a
fotossintese, respiracdo e taxa de crescimento (Reynolds 1997).

Além destes fatores, a luz também tem grande influéncia no desenvolvimento das
cianobactérias, isto porque em condi¢bes de baixas irradiancias, as cianobactérias tém
vantagem sobre os demais grupos do fitoplancton. As cianobactérias possuem além de
clorofila a, outros pigmentos fotossintéticos denominados genericamente de ficobilinas.
Existem trés tipos de ficobilinas: ficoeritina, ficocianina e aloficocianina. Esses pigmentos
captam a energia luminosa em regides do espectro luminoso ndo absorvido pelas clorofilas,
fazendo com que a transmissdo de energia luminosa tenha eficiéncia préxima a 100%
(Grossman 2003).

Ao lado da eficiéncia fotossintética, o nitrogénio e o fosforo podem ser estocados
muito eficientemente por cianobactérias, respectivamente, na forma de ficocianina e
cianoficina (Falconer 2005) e de granulos de polifosfato (Lee 2000). Além disso, alguns
grupos de cianobactérias sdo capazes de fixar diretamente o N, através de células
diferenciadas denominadas heterocitos.

As cianobactérias possuem duplicacio celular a uma taxa de 0,3 a 1,4. dia™ (Chorus &
Bartram 1999). Esta taxa de crescimento é menor do que as observadas em grupos eucariontes
(1,0 a 1,5. dia ™ para o género de alga verde Scenedesmus por exemplo) (Nalewajko &
Murphy 2001), mas as cianobactérias apresentam um conjunto de adaptacdes fisiologicas que
as tornam intensamente competitivas, principalmente em ambientes eutrofizados.

Ao lado do conjunto de pigmentos fotossintetizantes, fixagdo do nitrogénio
atmosférico e do eficiente estoque de nitrogénio e fosforo, as cianobactérias apresentam
aerotopos que sdo vesiculas de gas cuja principal funcdo é controlar a flutuabilidade das
coldnias e filamentos na coluna de agua, em resposta as condi¢cGes ambientais (Walsby 1994).
Os aerdtopos sdo formados por proteinas hidrofobas, sendo altamente permeaveis a todos 0s
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tipos de gases e impermeaveis as moléculas de agua (Walsby 1972). As cianobactérias variam
sua flutuabilidade em resposta a irradiancia: na baixa irradiancia os aerotopos sao formados e
guando a irradiancia é elevada ocorre a perda dos mesmos (Visser et al. 2005). A
flutuabilidade, que representa excelente vantagem competitiva em relacdo a outros
organismos fitoplancténicos, também é influenciada pelas dimensdes das col6nias (Falconer
2005), quanto maior a coldonia maior a superficie de contato, o que proporciona maior
flutuabilidade. Essas vantagens incluem reducdo da perda por sedimentacdo, melhor
aproveitamento da luz e acesso a camadas mais ricas em nutrientes (Oliver & Ganf 2000).

No Brasil, o controle das cianobactérias e de suas toxinas em &gua de abastecimento é
um dos grandes problemas a serem enfrentados pelas companhias de monitoramento da
qualidade de 4gua. Sabe-se que as cianobactérias e suas toxinas estdo amplamente distribuidas
nas aguas continentais como consequéncia direta do processo de eutrofizagdo (Sant’Anna et
al. 2007). Uns dos mais favordveis ecossistemas para a expansdo das floracdes de
cianobactérias no Brasil sdo as represas que em geral sdo rasas e frequentemente eutrofizadas,
além de possuirem alto tempo de retencdo de agua. Estas condi¢bes sempre favorecem o
desenvolvimento e a dominancia de cianobactérias, cujas floragdes quase sempre sdo toxicas
(Costa & Azevedo 1994; Honda et al. 2006).

As potentes toxinas que as cianobactérias sintetizam sdo as microcistinas, nodularinas,
cilindrospermopsinas e saxitoxinas (Watanabe 1996; Chorus & Bartram 1999). Segundo suas
estruturas quimicas, podem ser reunidas em trés grupos: alcaléides, peptideos ciclicos e
lipopolissacarideos (LPS) (Carmichael 1994). Em funcdo da acdo farmacoldgica sdo
classificadas como neurotoxinas, hepatotoxinas e dermatotoxinas (LPS) (Sivonen & Jones
1999). As neurotoxinas (saxitoxinas e anatoxinas) e hepatotoxinas (microcistinas e
nodularinas) podem ser consideradas os principais agentes toxicos produzidos pelas
cianobactérias, pois causam sérios danos a vida animal e & saide humana, podendo até mesmo
levar a morte (Jochimsen et al. 1998).

As microcistinas sdo as cianotoxinas mais comuns em aguas continentais, estando
envolvidas na maioria dos incidentes ambientais e dos casos de intoxicacdo de animais e de
seres humanos e, por isso, sd0 as mais estudadas. As microcistinas sd@o heptapepitideos
ciclicos e o grupo Adda (&cido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico),
gue é comum a todas as microcistinas, € apontado como responsavel por sua atividade
bioldgica (Chorus & Bartram 1999). A primeira identificacdo quimica dessa hepatotoxina foi
feita por Bishop et al. (1959) que a isolou de uma cultura de Microcystis aeruginosa, dai a

origem do nome. Atualmente, sdo conhecidas mais de 70 variantes estruturais deste peptideo
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(Sivonen & Jones 1999; Codd et al. 2005). A microcistina—LR é a mais tdxica e a mais
comumente encontrada em agua doce (Pinho et al. 2003).

Além do género Microcystis, atualmente sabe-se que varios outros como Anabaena,
Oscillatoria e Nostoc, também sdo capazes de produzir microcistinas (Carmichael 1992;
Apeldoorn 2007). Até o0 momento, ndo ha na literatura referéncia a producéo de outro tipo de
toxina para seres humanos por espécies de Microcystis.

O género Microcystis € um dos que mais causam problemas em aguas continentais de
todo mundo devido a sua alta capacidade de formar floracdes e produzir toxinas. E um género
colonial que abrange 25 espécies tipicamente planctdnicas. As principais caracteristicas
morfologicas desse género sdo colbnias formadas por células arredondadas dotadas de
aerotopos, arranjadas irregularmente em um fino envelope mucilaginoso e cuja divisdo celular
ocorre em trés planos perpendiculares (Komarek 2003).

Ressalta-se que muitos caracteres morfolégicos como tamanho das células, espessura
da mucilagem e distribuicdo das células na col6nia sofrem alteracdes quando as células séo
submetidas a diferentes condicdes de cultivo (Kuiper-goodman et al. 1999; Bittencourt-
Oliveira et al. 2001). As mudancas morfoldgicas que quase sempre ocorrem durante cultura
prolongada, geralmente sdo acompanhadas por mudancas fisioldgicas (Whitton & Potts
2000).

A espécie mais conhecida e estudada do género é M. aeruginosa, que € amplamente
distribuida em todo o mundo, frequentemente forma floracdes e é produtora de microcistinas
(Sant’Anna & Azevedo 2000; Hoger 2003).

Outro importante grupo de cianotoxinas, as saxitoxinas, foi inicialmente caracterizado
em espécies de dinoflagelados marinhos e foi responsavel por diversos casos de intoxicacdo
humana através do consumo de mariscos contaminados (Bittencourt-Oliveira & Molica
2003). Essas toxinas s@o alcaldides guanidinicos com grupo carbamato que interrompem a
comunicagdo entre neurénios e células musculares pelo bloqueio dos canais de sédio (Roset et
al. 2001).

A literatura mostra que dentre as cianobactérias somente alguns géneros filamentosos
produzem saxitoxinas: Aphanizomenon, Anabaena, Cylindrospermopsis, Lyngbya e
Planktothrix (Sivonen & Jones 1999; Falconer 2005).

Entretanto, durante a triagem toxicoldgica do banco de cultura de cianobactérias do
Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica foi encontrada uma cepa de
Microcystis aeruginosa (SPC777), isolada do Reservatério Billings, SP, que é capaz de

produzir variantes de saxitoxinas (Sant"”Anna et al. 2010). Porém, ap6s sete anos em cultivo, a
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cepa SPC777 deixou de produzir saxitoxinas, além de ndo mais produzir aerétopos. Segundo
Falconer (2005), condi¢Ges ambientais afetam o desenvolvimento e a concentracdo de toxinas
nas celulas e tais fatores incluem temperatura, luz, nutriente e estratificacdo da coluna de
agua.

Assim, nosso objetivo é o conhecimento dos efeitos da temperatura, irradiancia e
competicdo sobre o desenvolvimento, morfometria e producdo de cianotoxinas pela cepa
SPCT777.

1.1.ESTADO DA ARTE

Microcystis aeruginosa € uma espécie de cianobactéria que recebe atualmente grande
atencdo nas pesquisas em ambito mundial em razdo de possuir ampla distribui¢do geografica
e formar floragdes que na maioria das vezes sdo toxicas (Falconer 2005).

No Brasil, as floragdes toxicas mais bem distribuidas tanto na parte tropical como
subtropical do pais sdo aquelas formadas por M. aeruginosa (Sant”Anna et al. 2008).

Assim, diversos trabalhos sdo encontrados na literatura referentes as suas toxinas,
floragdes, aspectos ecoldgicos e fatores relacionados ao seu desenvolvimento. Porém, a quase
totalidade desses trabalhos refere-se a cepas isoladas de regides temperadas.

Em relacdo a sua ecologia, M. aeruginosa tem sido intensamente estudada,
especialmente em trabalhos relacionados ao controle de flutuabilidade de suas coldnias
(Reynolds 1975; Reynolds & Rogers 1976; Reynolds, Jaworski et al. 1981; Reynolds 1984;
Reynolds et al. 1987; Reynolds 1991, 1992, 1997; Silva 2005; Soares 2009).

1.1.1. PRESENCA DE AEROTOPOS

Alguns autores relatam que culturas de M. aeruginosa quando submetidas a diferentes
condicOes de temperatura, intensidade luminosa e nutriente deixam de produzir aerotopos ou
dependendo das condi¢cBes aumentam o numero de aerétopos produzidos (Kappers 1984,
Brookes & Ganf 2001).

Kappers (1984) estudou a dindmica de populacbes de M. aeruginosa no lago Brielle
(Holanda) e estudou também material de cultura submetido a diferentes condicGes de
temperatura, intensidade luminosa e nutriente. Culturas com limitacdo de luz produziram
grande namero de aer6topos e, por outro lado, quando nitrogénio foi limitante ao crescimento,
aerotopos nao foram produzidos.

Brookes & Ganf (2001) estudaram a resposta da variacdo na flutuabilidade de M.

aeruginosa frente a diferentes concentracdes de nitrogénio, fosforo e luz e verificaram que em
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culturas de M. aeruginosa submetidas a limitacdo por nitrogénio (0 uM), as células sofriam
diminuicdo no volume dos aer6topos e aumento no conteido dos carboidratos, resultando em
perda da flutuabilidade. J& as células cultivadas com 100 uM de nitrogénio aumentavam o
volume dos aerétopos e metabolizavam carboidratos com mais eficiéncia do que no
tratamento de nitrogénio limitado. Além disso, nas culturas a 100 uM as células apresentavam
flutuabilidade positiva. Durante a exposicao a luz, as células pré-tratadas a 0 uM de fésforo
apresentavam minimas mudancas na flutuabilidade, embora houvesse diminuigdo no volume
dos aer6topos e aumento dos carboidratos. Em células pré-tratadas a 0,5 uM de fosforo, a
proporcdo de individuos flutuantes ndo mudou embora o volume dos aerGtopos e dos
carboidratos tivessem aumentado. Em células pré-tratadas a 10 uM de fosforo durante
exposicdo a luz, apresentavam aumento significante no volume dos aer6topos e, de alguma
forma, perda da flutuabilidade devido ao acumulo de carboidratos.

Mlouka et al. (2004) estudaram grupo de genes envolvido na sintese dos aer6topos em
M. aeruginosa e 0 rearranjo genético que leva a perda da flutuabilidade. Anéalises da
sequéncia de um grupo de gene 8.7-kb que compreende 20 genes envolvidos na sintese dos
aerotopos foi identificada na tentativa de esclarecer a base para a frequente ocorréncia da
perda de aer6topos em material de cultura. Para isto quatro aerdtopos “mutantes” de duas
linhagens de M. aeruginosa foram isolados e caracterizados. Seu estudo levantou indicios
acerca dos processos envolvidos na perda da flutuabilidade em M. aeruginosa e revelou ser
necessario a sintese de dois novos genes descritos (gvpV e gvpW). Porém, os fatores externos

envolvidos na perda dos aer6topos em material de cultura ndo foram ainda esclarecidos.

1.1.2. DESENVOLVIMENTO

No levantamento realizado por Sivonen & Jones 1999, ficou demonstrado que as
condigBes Gtimas para o crescimento de Microcistis ndo coincidem necessariamente com as
condigdes O0timas para a producdo de microcistinas.

Segundo Chu et al. 2007, a temperatura ndo é somente um fator importante na
formacdo de floragcBes, mas também controla a composigdo de espécies de cianobactérias.
Imai et al. (2009) estudaram in vitro espécies de M. aeruginosa e M. wesenbergii cultivadas
em diferentes intervalos de temperaturas (20, 25, 30 e 35°C) e verificaram que a taxa de
crescimento de M. aeruginosa foi significativamente maior que a de M. wesenbergii em
temperaturas mais elevadas (30 e 35°C). Entretanto, as taxa de crescimento das duas espécies
eram similares em temperaturas mais baixas (20 e 25°C). Nenhuma diferenca significativa nas

taxas de crescimento entre as duas espécies foi encontrada sob a variacdo de intensidades de
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luz, de concentragdes nutrientes ou da presenca de predadores. Os autores sugerem que, entre
os fatores ambientais examinados, a temperatura da agua seja o fator mais importante que
determina o dominio das duas espécies de Microcystis. Segundo os autores, as mudancas na
temperatura da 4gua no verdo pode ser um fator fundamental para a sucessao de espécies de
Microcystis.

Tao et al. (2010) estudaram os efeitos de doses sub-letais da irradiacdo UV-C no
crescimento de M. aeruginosa e na integridade das celulas com o objetivo de desenvolver um
método potencial para impedir floragdes de cianobactérias. Os autores verificaram que a
sensibilidade de M. aeruginosa a irradiagdo UV-C foi significativamente mais elevada do que
aquela observada na cloroficea do género Chlorella, sugerindo um potencial de aplicacdo da
irradiacdo UV-C no controle das floracGes de M. aeruginosa.

Nalewajko & Murphy (2001) estudaram o efeito da temperatura e disponibilidade de
nitrogénio e fosforo na abundéncia de Microcystis no Lago Biwa, Japdo. Estes autores
testaram temperaturas de 20, 24, 28, 32 e 35° C na intensidade luminosa de 130 pumol f6tons
m?2.s™ e verificaram que a menor taxa de crescimento ocorreu na temperatura de 20° C. A
taxa de crescimento maxima (1.6 divisdes dia™) ocorreu nas temperaturas de 28° C a 32° C,
mas, a temperatura de 35° C ndo mostrou diminuicao significativa no crescimento.

No Brasil ha ainda grande lacuna no conhecimento sobre o desenvolvimento in vitro
de Microcystis aeruginosa e apenas alguns trabalhos merecem destaque:

Molica (1996) realizou estudos do efeito da intensidade luminosa no crescimento e na
producdo de microcistinas em duas cepas de Microcystis aeruginosa isoladas de corpos de
agua da cidade do Rio de Janeiro. Uma cepa era produtora de microcistina e a outra ndo. A
intensidade luminosa durante os experimentos foram de 40 e 180 pmol fétons. m% s™ no
entanto, também foi realizado um experimento onde a irradiancia foi alterada de 40 para 180
umol fétons. m? s, quando as células atingiram o periodo entre a fase exponencial de
crescimento e a fase estacionaria. Foram também analisados os seguintes parametros
fisiologicos: crescimento celular, conteddo de clorofila a, proteinas e carboidratos
intracelulares. As maiores velocidades especifica de crescimento foram observadas sob a
maior irradiancia 180 umol fétons m2. s, A sintese de clorofila a foi maior nas culturas sob
menor intensidade luminosa. A alteracéo da intensidade luminosa ndo induziu a producdo de
microcistinas na linhagem nao produtora. A maior concentracdo de microcistinas ocorreu no
periodo entre a fase exponencial de crescimento e a fase estacionaria, diminuindo ao longo da
fase estacionaria. E o maior nivel de microcistinas observado ocorreu na intensidade de 40

umol fotons. m% s,
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Honda (2005) realizou estudos de desenvolvimento em cepas pertencentes a trés
morfoespécies de Microcystis (M. aeruginosa, M. panniformes e M. wesenbergii) submetidas
a condicdes controladas de cultivo. Analisou ainda a variacdo morfoldgica em trés cepas
submetidas a gradientes cruzados entre irradiancia e temperatura (M. aeruginosa SPC522, M.
panniformes SPC702 e M. wesenbergii SPC771). Os objetivos foram verificar a variabilidade
e estabilidade morfolégica de Microcystis spp. em cultura e natureza e comparar as
morfoespécies nas fases exponencial, estacionaria e senescente do seu desenvolvimento. De
acordo com os experimentos de gradiente-cruzado, as varidveis irradiancia e temperatura
apresentaram efeito significativo sobre as taxas de crescimento. Sendo a maior taxa de
crescimento observada na temperatura de 30 °C e irradiancia de 40 pmol fotons m. s™. Além
disso, temperatura e irradiancia apresentaram efeito significativo sobre o diametro celular e
espessura do envelope mucilaginoso em M. aeruginosa.

Bittar et al. (2005) avaliaram a liberacdo de carbono organico por células de M.
aeruginosa em cultura sob diferentes irradiancias. O objetivo do trabalho foi estudar o efeito
da exposicdo a diferentes irradiancias nas células de cultura em fase exponencial e inicial de
crescimento (8 e 20 dias) de M. aeruginosa isolada do Reservatério Barra Bonita, SP.
Segundo os autores, as taxas de excrecdo de matéria organica dissolvida, mesmo nas células
da cultura mais velhas, foram proporcionais as taxas de fotossintese em todas as irradiancias
testadas. Entretanto, células das culturas mais velhas liberaram maiores quantidades de
compostos de alta massa molecular, incluindo carboidratos, enquanto as das culturas mais
novas liberaram compostos de baixa massa molecular, incluindo carboidratos. O decréscimo
na concentracdo de clorofila a fornece indicios de ligeira fotooxidacdo ou fotoaclimatacdo em

células no inicio da fase estacionaria.

1.1.3. COMPETICAO COM MICROCYSTIS AERUGINOSA

Cianobactérias sdo conhecidas por serem fortes competidoras por luz (Visser et al.
2005). Mas, experimentos com irradiancia limitante em culturas continuas revelaram que
Microcystis ndo é particularmente uma forte competidora por luz: segundo Huisman et al.
(1999), Microcystis perdeu a competicdo quando cresceu em cultura mista com a alga verde
Chorella e também quando cresceu em cultura mista com a cianobactéria Aphanizomenon.

Chu et al. (2007) avaliaram os efeitos do EDTA e do ferro no crescimento e na
competicdo de Microcystis aeruginosa e Scenedesmus quadricauda e observaram que a
concentracdo elevada do EDTA diminui a disponibilidade de ferro para M. aeruginosa, mas
ndo para o S. quadricauda. A razdo de responderem diferentemente as concentracdes elevadas

do EDTA € que suas estratégias da adsorcao do ferro devem ser diferentes.
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Melgago (2007) avaliou a influéncia da luz e nutrientes na competicdo entre
Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa. Segundo a autora, € evidente a
influéncia e interagdo da disponibilidade de luz e nutrientes na competicdo entre C.
raciborskii e M. aeruginosa. No entanto, as respostas sdo dependentes das cepas, e as
generalizacBes especificas devem ser avaliadas com cuidado.

Granéli & Hansen (2006) realizaram levantamento de espécies de algas e
cianobactérias nocivas, das substancias produzidas por estes organismos e dos efeitos
alelopéticos. Neste levantamento, microcistinas produzida por espécie de Microcystis spp. foi
citada como substdncia alelopética inibindo a fotossintese e o crescimento de outros
organismos.

Jang & Takamura (2007) examinaram a producdo de toxinas por M. aeruginosa em
resposta a direta exposicdo de uma cultura axénica da planta aquatica Lemna japonica
Landolt. A exposicdo da toxina de M. aeruginosa inibiu o crescimento de L. japonica e a
exposicdo da planta aquéatica causou aumento de microcistinas produzida e inibiu o
crescimento de M. aeruginosa. O estudo revelou reciproca resposta alelopatica entre
Microcystis e Lemna.

Santos (2009) investigou o impacto provocado por Cylindrospermopsis raciborskii
sobre o crescimento de cepa toxica e ndo toxica de M. aeruginosa e sobre a producdo de
microcistinas na cepa tdxica de M. aeruginosa. O autor constatou que cepas toxicas e nao
toxicas respondem de forma diferenciada a interacdo, indicando que microcistina e/ou
processos bioquimicos vinculados a sua sintese possam atuar na competicdo por interferéncia,

producdo de alelopaticos e comunicacdo quimica.

1.1.4. ESTUDOS QUIMICOS

A maioria dos trabalhos publicados sobre cianobactérias produtoras de toxinas tem
tratado da compreensdo dos mecanismos fisiolégicos e do papel dos fatores ambientais
envolvidos no controle da producdo das microcistinas, que sdo as cianotoxinas com 0 maior
numero de registros em todo o mundo. Apesar dos esforcos, entretanto, ainda ndo ha uma
clareza sobre sua funcdo e nem como sua producéo é controlada (Molica & Azevedo 2009).

Compreender como os fatores ambientais afetam a produgdo das microcistinas em
cianobactéria tem sido um desafio para os pesquisadores ha quase 40 anos (Orr & Jones
1998). Trabalhos recentes que estudaram cepas de M. aeruginosa referem que a producdo de
microcistinas pode ser influenciada por fatores ambientais como irradiancia (Kaebernick et al.
2000, Wiedner et al. 2003), nitrogénio (Orr e Jones 1998, Long et al. 2001), bem como
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efeitos alelopaticos interespecificos (Jang e Takamura 2007), intraespecifico (Santos 2009) e
competicdo (Melgaco 2007).

Minillo et al. (2000) estudaram concentracfes de microcistinas nas formas coloniais
de M. aeruginosa em floragdes no Estuédrio da Lagoa dos Patos. RS. e constataram que
diferentes formas coloniais de M. aeruginosa séo indicadoras dos niveis intracelulares de
toxinas nos eventos de floracdes.

Trabalhos com cepas de Microcystis aeruginosa e Oscillatoria agardhii Gomont,
realizados com material de regides temperadas, indicam que a maior produgdo de toxinas
(microcistinas) ocorre no final da fase exponencial de crescimento e fatores como luz,
temperatura e nutrientes tém influéncia direta sobre esta producdo (Van der Westhuizen &
Eloff 1985; Sivonen 1990, 1996; Watanabe 1996; Wiedner et al. 2003). Tais informactes
mostram também que estes fatores ambientais possuem papel fundamental sobre a taxa de
crescimento, tamanho de células e col6nias, além da producdo de toxinas em diversas
cianobactérias (Sivonen 1990; Wiedner et al. 2003, Imai et al. 2009).

Van der Westhuizen & Eloff (1985) realizaram estudos com temperatura e producao
de toxinas por M. aeruginosa e determinaram que a taxa mais elevada de crescimento em
cultura foi obtida a 32°C, enquanto a maior producédo de microcistinas foi encontrada a 20°C.

Utkilen & Gjolme (1992) investigaram a relagdo entre intensidade luminosa e
producdo de toxinas (microcistina) em coldnias de M. aeruginosa assim como, em células
isoladas em cultura, com intensidade luminosa variando de 20 a 75 pmol foténs m? s™. O
maior pico de producdo de toxinas por unidade de peso seco ocorreu na irradiancia de 40
pmol fétons m?s™.

Sivonen & Jones (1999) realizaram levantamento de espécies de cianobactérias toxicas
e sua distribuicdo geografica. No levantamento, floracdes hepatotoxicas de M. aeruginosa
foram frequentemente citadas em todo o mundo.

Em relacdo a producdo de saxitoxinas, poucos trabalhos foram realizados para
verificar o papel dos fatores ambientais e a compreensdo dos mecanismos fisiologicos
envolvidos no controle destas toxinas. Kellmann et al. (2008) descreveram o provavel cluster
de genes (stx) responsaveis pela biossintese de saxitoxinas em cianobactéria. A filogenia do
cluster stx sugere que o0 grupo inteiro dos genes exigidos para a biosintese de saxitoxinas pode
se difundir pela transferéncia horizontal de gene. Sant’Anna et al. (2010), ao estudar a
linhagem SPC777 Microcystis aeruginosa, verificaram que ap0s quatro anos em cultivo a
cepa perdeu os aer6topos e, assim, ficou bastante semelhante a outros géneros de

cianobactérias. Por tratar-se de uma linhagem diferente, foram feitos estudos morfoldgicos e
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moleculares para confirmacdo da espécie. Os estudos moleculares mostraram 100% de
similaridade com M. aeruginosa. Além disso, foram realizados estudos toxicolégicos com
esta cepa e detectou-se a presenca de saxitoxina e goniautoxinas, o que é totalmente inusitado
no género Microcystis. Como este é o primeiro estudo, em termos mundiais, de producéo de
saxitoxinas por uma cepa de M. aeruginosa, nosso trabalho baseou-se nas informacgoes ja
existentes para a cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii.

Segundo Carneiro et al. (2009), concentracdes mais elevadas de saxitoxinas (STX) e
de neosaxitoxina (NSTX) produzidas por Cylindrospermopsis raciborskii foram observadas
em culturas sob irradidncia de 100 pmol fétons m?2 s?. Kellmann & Neilan (2007)
descreveram a otimizacdo in vitro da biosintese de saxitoxinas e a caracterizacdo de suas
exigéncias bioquimicas. Os autores demonstraram que a biosintese de STX € induzida pela
luz. Castro et al. (2004) estudaram o efeito da temperatura no crescimento e na producédo de
saxitoxinas de C. raciborskii e neste estudo foram testadas temperaturas de 19 e 25 °C.
Entretanto, nenhuma diferenca significativa foi observada no indice de saxitoxinas nas células
ou nos meios extracelulares. Ferrdo-Filho et al. (2008) descreveram que as saxitoxinas
causaram efeitos paralisantes nos movimentos natatérios em claddceros, portanto, possivel
hipotese para a fungdo das saxitoxinas aponta para o papel contra herbivoria do zooplancton.
Conforme Figueredo et al. (2007), a maior parte das espécies “alvo” testadas foi sensivel ao
extrato de C. raciborskii, apresentando intenso efeito inibitorio nas atividades fotossintéticas.
Ja segundo Leflaive & Ten-Hage (2007), dentre as toxinas produzidas por cianobactérias
apenas os peptideos ciclicos sdo considerados compostos alelopéaticos. Além disso, 0s autores
relatam que ndo haviam sido atribuidas atividades bioldgicas ou fisioldgicas em muitos destes
compostos produzidos pelas cianobacteérias.

Além da incerteza sobre a funcdo das cianotoxinas, também néo é claro o papel dos
fatores ambientais no controle da producéo dessas toxinas (Molica & Azevedo 2009). Assim,
acredita-se que os fatores ambientais influenciam a producdo de cianotoxinas de duas
maneiras: 1) regulando a abundancia das cepas produtoras de toxinas e/ou 2) regulando a
producdo de toxinas por cepas toxigénicas. Foi com base neste conceito que o presente

trabalho foi desenvolvido.
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2. OBJETIVOS

1. Conhecer os efeitos da irradiancia no crescimento, morfologia e producéo de cianotoxinas
pela Cepa SPC777.
2. Conhecer os efeitos da temperatura no crescimento, morfologia e producédo de cianotoxinas
pela Cepa SPC777.
3. Conhecer os efeitos da competicdo entre Raphidiopsis brookii SPC338 e Microcystis

aeruginosa SPC777, em relagéo ao crescimento e producédo de toxinas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.CEPAS ESTUDADAS

O estudo foi realizado com as cepas Microcystis aeruginosa SPC777 (Ordem
Chroococcales, Familia Microcystaceae) e Raphidiopsis brookii SPC338 (Ordem Nostocales,
Familia Nostocaceae) (figura 1), ambas pertencentes ao Banco de Cultura de Cianobactérias
do Instituto de Boténica (figura 2). As cepas sdo procedentes do Riacho Grande, braco do
reservatorio Billings, SP, que é um sistema eutréfico e é usado para abastecimento pablico,
recreacdo, pesca, irrigacdo e controle de enchentes (Carvalho 2003). A cepa SPC777 foi

coletada em fevereiro de 2000 e a cepa SPC338 em agosto de 1997.

= Al

Sapg s

Figura 1. Aspecto geral das cepas Raphidiopsis brookii SPC338 e Microcystis aeruginosa
SPC777 cultivadas em laboratério. Escala=10 pm.

Figura 2. Aspecto geral do banco de culturas de cianobactérias do Instituto de Boténica.
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3.2.CULTURAS MONOESPECIFICAS EM LABORATORIO

As culturas foram mantidas em 3 replicas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio
de cultura ASM-1 (Tabela 1) e pH 7,4 . Antes de se colocar o inoculo, os tubos foram
fechados com rolhas de pléstico autoclavavel ou algoddo, e em seguida esterilizados em
autoclave por um periodo de 30 minutos a temperatura de 121°C e pressdo de 1,5atm. Depois
de esterilizados foram resfriados até temperatura ambiente para o uso. A troca do meio de
cultura foi feita a cada 30 dias dentro da camara de fluxo laminar, previamente desinfetada
com &lcool 70% e exposta a luz UV durante 30 minutos. O repique foi feito em dois tubos
novos com meio de cultura autoclavado (figura 3) e mantidos em sala com condigdes
controladas: temperatura 23+2 °C, irradiancia 40-50 umol fétons m?.s™ e fotoperiodo 14-10h
claro-escuro (Azevedo & Sant’Anna 2003). As cepas foram repicadas com auxilio de pipetas
tipo Pasteur, esterilizadas em embalagem hermeticamente fechada e abertas somente dentro

da cdmara de fluxo laminar.

Apos 30 dias

Figura 3. Esquema do processo de repicagem.

3.3.CONTROLES E TRATAMENTOS
Todos os controles e tratamentos foram feitos com trés repeticdes (n=3).
Controles: Cepas SPC777 e SPC338 mantidas em sala com condi¢cdes controladas (irradiancia
de 40-50 pmol fétons m™. s, temperatura 23+2 °C, meio ASM-1 e fotoperiodo de 14h luz:
10h escuro).
Tratamento 1 (realizado em camara de crescimento): Cepa SPC777 mantida nas mesmas
condigdes do controle com excecdo da temperatura que foi alterada para 30 °C.
Tratamento 2: Cepa SPC777 mantida nas mesmas condi¢Ges do controle com excec¢do da
intensidade luminosa que foi alterada para 100-120 pmol fotons m™. s™. Para este tratamento,
utilizou-se duas lampadas tubulares fluorescentes de 40 W, luz do dia (OSRAM), dispostas
horizontalmente acima dos frascos de cultura.
Tratamento 3: Estudo de competicdo entre M. aeruginosa SPC777 e R. brookii SPC338. Os

experimentos foram realizados sob as mesmas condi¢cdes do controle. Com base nas
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respectivas curvas de crescimento, foram inoculados 50 mL de cada espécie, coletados no
ponto de antes do primeiro decréscimo (Fase 1).

Foram realizadas analises morfométricas, de clorofila a e producdo de cianotoxinas para
0s controles e tratamentos, sendo as amostras coletadas conforme definido pela curva de

crescimento nos seguintes periodos:

FASE (1):

Foi considerado como fase 1 o periodo entre 0 1° e 0 15° dia.

FASE (2):

Com base na linha de tendéncia das curvas, foi possivel verificar que as cepas nao
entraram em senescéncia até a Gltima contagem (39° dia) e, portanto, decidiu-se retirar uma
amostra na fase estacionaria de crescimento. Foi considerado como fase 2, o periodo de maior
estabilidade da curva e de menor desvio padrdo: para o controle ocorreu no 31° dia e para as
cepas mantidas na temperatura de 30° C (tratamento 1) e na intensidade luminosa de 100-120

umol fétons m-2. s (tratamento 2) foi no 27° dia.

Controle SPC777- Fase 1 e Fase 2 de crescimento;
Tratamentos 1 e 2 - Fase 1 e Fase 2 de crescimento;

v
v
v" Tratamentos 3 - uma Unica amostra na Fase 1 de crescimento;
v

Controle SPC338- uma Unica amostra na Fase 1 de crescimento.

3.4.COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA

Tabela 1. Composicdo do meio de cultura ASM-1 (Gorham et al. 1964), com modificagdes
(Zagatto & Aragédo 1992) .

Composicéo das Solucbes-estoque para ASM-1

Solugdes — estoque Nutrientes Quantidade (g L™)

Sol. A

NaNOs 8,5000

MgSQO, 7H,0O 2,4500
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MgCl, 6H,0 2,0500
CaCl, 2H,0 1,4500
Sol. B
KH,PO, 8,7000
Na,HPO4 12H,0 17,8000
Sol. C
H3BOs 28,4000
MnCl, 4H,0 13,9000
FeCl, 6H,0 10,8000
ZnCl, 3,3500
CoCl, 6H,0 0,1900
CuCl, 2H,0 0,0140
Sol. D
EDTA tritriplex 18,6000

Preparo de 1000 mL de meio ASM-1

Solucdes-estoque

A 20 ml
B 2ml
C 0,1 ml
D 0,4 ml

3.5.PRODUCAO DE BIOMASSA
A producéo de biomassa foi realizada a partir de um repique do banco de cultura, nas

mesmas condicGes do controle e conforme as seguintes etapas:
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a) 5 mL de indculo foram transferidos para recipiente com 50 mL de meio de cultura ASM-1.:
os frascos foram mantidos em agitador de bancada com rotacdo constante (70
rotacdes. minuto™).

b) constatado o crescimento da cultura, transferiu-se 50 mL do indculo para 500 mL de meio,
mantendo sempre a mesma rotacdo mencionada. As cepas ficaram sob esta condicdo
durante 1-2 semanas (tempo médio para que a cultura atinja a fase exponencial de
crescimento). Portanto, o indculo inicial para determinacdo da curva foi retirado na
fase exponencial.

¢) Dos 500 mL de indculo, 50 mL (10°~10° células. mL™) foram transferidos para erlenmeyer
de 1.000 mL com 500 mL de meio de cultura. Os erlenmeyers foram colocados na sala
de cultivo com as mesmas condi¢cdes controladas e sem aeracdo. As curvas de
crescimento foram realizadas a partir desta biomassa e, para os estudos de competigéo

e andlises das cianotoxinas, o volume foi aumentado para 1.000 mL.

3.6.DETERMINAGAO DAS CURVAS DE CRESCIMENTO
As curvas de crescimento foram estabelecidas a partir do biovolume das
cianobactérias (mm3.L™) plotados contra o tempo de cultivo. Foram determinadas seis curvas

de crescimento a partir da média de cada controle e cada tratamento (n=3).

3.6.1. BIOMASSA (BIOVOLUME — MM3 L™)

O volume celular (V) foi obtido a partir da média do comprimento (a) e diametro (b)
de trinta células, usando modelos geométricos aproximados a forma das células de M.
aeruginosa e R.brookii (Sun & Liu 2003).

O biovolume total foi estimado multiplicando-se a densidade celular por seus
respectivos volumes (Sun & Liu 2003). Os valores obtidos em um3.mL™ foram divididos por

10°® para conversdo em mm3.L1,

3.6.2. DENSIDADE (CELULAS. ML™)

Para determinacdo das curvas de crescimento de M. aeruginosa SPC777 foram
realizadas contagens do nimero de células em camara de Fuchs-Rosenthal (figura 4). Foram
contadas as celulas de no minimo uma area da camara, 0 que corresponde a 16 quadrados da
mesma. As contagens foram realizadas a cada dois dias, sendo estabelecido um nUmero
méaximo de 200 células por contagem (caso excedesse este numero, uma nova contagem teria

que ser realizada apds a diluicdo da amostra). Foram feitas contagens nos dois lados da
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camara e, caso houvesse diferenca maior que 10% entre os lados, também era realizada uma
nova contagem.

Para determinacdo da curva de crescimento de R. brookii SPC338 foram realizadas
contagens dos filamentos e este numero foi multiplicado pelo nimero médio de células dos
filamentos (n=90) e em seguida pelo biovolume. As contagens também foram realizadas a
cada dois dias em camara de Fuchs-Rosenthal, em todo o campo 16 area 0 que corresponde a

256 quadrados da camara.

%o?mm
efe

Depth <€
Profondeur

Fuchs-
Rosenthal

0,0625mm?

Figura 4. Camara de Fuchs-Rosenthal utilizada para a determinagdo das curvas de crescimento e

em destaque um dos campos da camara.

A tabela 2 apresenta o fator de multiplicacdo necessario para conversdo do nimero de

células contadas, para n°. de células. mL™.

Tabela 2. Fatores de conversdo para determinagéo do n° de células. mL™ (Honda 2005)

Area n° de células mL™
1/16 de A n°® de cel. X 80.000
1/8de A n° de cel. X 40.000
1/4 de A n° de cel. X 20.000
1/2de A n°de cel. X 10.000
1A(16) n°de cel. X 5.000
2A(320) n°de cel. X 2.500
4 A (64 n) n°de cel. X 1.250
8 A (128 o) n°de cel. X 625
16 A (256 o) n°de cel. X 312,5
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3.7. DETERMINACAO DAS TAXAS DE CRESCIMENTO, TEMPO DE DUPLICACAO E
RENDIMENTO CELULAR MAXIMO.

Apo6s a determinagdo da curva, foram calculadas as taxas de crescimento (u. dia ™) e 0
tempo de duplicacdo (G. dia ™) para a fase exponencial de cada espécie analisada. Estas taxas
foram calculadas com a média das contagens dos trés frascos (n=3), segundo as férmulas
apresentadas por Fogg & Thake (1987):

= (LnN-LnNy). (t-t)* G=In2.p*

u € a velocidade especifica de crescimento.
G é o tempo de duplicacgdo celular, calculado a partir de p.
N, é 0 nimero inicial de células. mL™ no tempo inicial t,,

N é o nimero final de células. mL™ no tempo t .

Foi calculado também o rendimento celular méximo (R), medido em células. mL™,
que corresponde ao numero maximo de células menos o numero de células do inéculo
(Carneiro, 2005). Para o estudo de competicdo foi avaliado, além do R, a razdo (Marinho &
Azevedo 2007) entre a densidade celular no 15 ° dia e o nimero de células do in6culo. Os
resultados de R e a razdo foram baseados na média das contagens de células dos 3 frascos
(n=3)

3.8.ESTUDOS MORFOMETRICOS

As anédlises morfoldgicas e métricas foram realizadas em amostras controles e nos
diferentes tratamentos, sob microscopio Optico binocular Zeiss Axioskop-2 (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) com contraste de fase, ocular micrometrada, cadmara clara e camara digital Sony

Cybershot acoplada.

Foram feitas 60 medidas de cada caracteristica métrica de interesse taxonémico:
medidas do didmetro dos filamentos e das células. Todas as diferentes fases de crescimento
foram descritas detalhadamente e ilustradas com fotografias. As duas cepas estudadas ja
foram identificadas em termos morfoldgicos e moleculares (Melcher 2007; Fiore,

comunicacéo pessoal).
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3.9.ANALISE DE CLOROFILA a (uG L™)
Para andlise de clorofila a foram retirados 100- 200 mL de amostra, em trés repeticdes
(n=3).

CLOROFILA @

As amostras foram filtradas em filtros Whatman GF/F, 47 mm de didmetro e 0,6-0,7
pum de tamanho de poro. A filtracdo ocorreu em local protegido de luz direta e sob baixa
pressdao (0,3 atm). Ao todo foram processadas 30 amostras. A técnica de extracdo dos
pigmentos foi realizada conforme Marker et al. (1980) e Sartory & Grobellar (1984). Os
filtros foram colocados em tubos de vidros revestidos com papel aluminio para impedir a
exposicdo da luz que promove a degradacdo da clorofila. Foram adicionados 10 mL de
solvente organico etanol 90% (90 mL de etanol para 10 mL de agua destilada). Os tubos
colocados em um becker coberto com papel aluminio, foram levados ao banho-maria a
temperatura de 78 °C, durante 5 minutos. Logo em seguida foi provocado choque térmico.
Para isso os tubos foram transferidos para um becker envolvido com papel aluminio e com
gelo, a fim de que a temperatura se aproximasse da temperatura ambiente. Cinco minutos
apos, os tubos foram retirados do recipiente e foram mantidos em geladeira e no escuro
(coberto com papel aluminio) por 24 horas.

Para a leitura da amostra, foi utilizado como branco o solvente organico (etanol 90%),
tanto em 665 nm como em 750 nm. As amostras foram homogeneizadas e imediatamente foi
processada a leitura em cubetas de 1 cm nos comprimentos de onda de 665 e 750 nm.

A férmula utilizada para obtencdo da concentracdo de clorofila a foi a seguinte:

Clora(ug.L*ougm® =(Eb-Ea).(R/R-1).K.v

V.L
Onde:

Eb = absorbancia do extrato a 665nm, antes da acidificacdo, menos a absorbancia a
750nm.

Ea = absorbéancia do extrato a 665nm, ap0s a acidificacdo, menos a absorbancia a 750nm.
R =1,72 (razdo de rendimento da clorofila-a ndo acidificada para acidificada, conforme
Wetzel & Likens, 1990).

R/R-1=2,39
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K = coeficiente de absorcédo da clorofila a = 1000/87 = 11,49 (para etanol).
v=volume do solvente utilizado (etanol) em ml (usualmente 10 mL)
L = comprimento da cubeta em cm (=1)

V = volume da agua filtrada em litros

Os resultados da concentracdo de clorofila a foram transformados para ug de Chl a

108, células .

A amostra foi acidificada com HCL (0,5-1N) até o pH ficar entre 2,6 e 2,8. Aguardou-
se cerca de 5 minutos para que toda a clorofila fosse degradada e uma nova leitura foi
efetuada em 665 e 750 nm.

3.10. EsTupO QuUimICcO
A pesquisa de microcistinas e de saxitoxinas foi realizada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), no Laboratorio de Quimica da Secéo de Ficologia. Para tanto, de

cada amostra cultivada (controles e tratamentos), foram retirados 400 mL (n = 3).

3.10.1. PREPARO DOS EXTRATOS DAS BIOMASSAS
Cada uma das amostras (400 mL) foi submetida ao seguinte procedimento: a biomassa
foi liofilizada, pesada e extraida, sob acdo de ultrassom (4x, 30 sec., 100 W), com &cido
acético 0,1 M (Pyo & Shin 2002). Os extratos combinados foram centrifugados (1.830 x g, 50
min) e o sobrenadante foi coletado e liofilizado. O extrato seco foi fracionado por aplicacdo a
coluna de gel de silica octadecilsilanizada (C1g) (Bond Elut) pré-condicionada, sendo eluido
em gradiente formado por:
(1) acido acético 0,1 M;
(2) acido acético 0,1 M /acetonitrila 80:20 (v/v);
(3) acido acético 0,1 M /acetonitrila 50:50 (v/v);
(4) acido acético 0,1 M /acetonitrila 10:90 (v:v) e
(5) acetonitrila 100%.

As fragbes obtidas, denominadas (1), (2), (3), (4) e (5), respectivamente, foram
liofilizadas ou evaporadas para a eliminacdo do solvente orgénico e a seguir, também

liofilizadas (figura 4).
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3.10.2. ANALISE DE SAXITOXINAS

A fracdo (1) foi encaminhada para analise de saxitoxinas (Stranghetti 2007) realizada
segundo o seguinte protocolo: 5 mg do liofilizado da fracdo (1) de cada uma das amostras
foram re-suspendidos em &cido acético 0,1 M, submetidos a reacdo de derivatizacdo segundo
Lawrence & Niedzwiadek (2001), filtrados atraveés de membrana de porosidade 0,20 pum e

submetidos a CLAE, sob as seguintes condicdes (Stranghetti 2007):

= Cromatografo liquido Dionex, equipado com bomba automética P680 HPLC;

= Coluna analitica C;3 ZORBAX ODS, 4,6 x 250 mm, 5 um; Loop de 50 pL;

= Detector de fluorescéncia Dionex modelo RF200, com excitacdo de 340 nm e emissao
de 390nm.

= [njetor automatico com injecdes varidveis 20 uL — 2.500 pL

= Software Chromeleon® Chromatography Management System, versdo 6.6, para a
geracdo e analise dos cromatrogamas.

= Fases moveis: solvente A — formiato de aménio 0,1 M e solvente B — acetonitrila em
formiato de aménio 0,1 M 95:5 (v:v), ambos ajustados para pH 6,0 por adi¢éo de 6 mL
de acido acético 0,1 M.

= Gradiente: 0 a 20% de B nos primeiros 15 minutos; 20 a 80% de B em 23 minutos; 80
a 20% de B em 27,5 minutos e 0% de B em 40 minutos. Fluxo: ImL/min.

Padrao de saxitoxinas: Food & Drug.

A quantificacdo de saxitoxinas foi feita correlacionando-se o valor da éarea obtida por
analise cromatografica (CLAE) de quantidade conhecida de padrdo (Food and Drugs Japan)

com as areas dos picos das amostras, obtidos também nas mesmas condi¢oes.

Derivatizacéo da amostra

A derivatizagdo das amostras foi realizada segundo o protocolo: 125 pL de peroxido
de hidrogénio (H,0,) 10% e 1.250 uL de hidréxido de sodio 01, M foram adicionados a 500
uL de amostra [fracdo (1)]; apds dois minutos em temperatura ambiente, a reacdo de oxidacdo
em curso foi interrompida pelo acréscimo de 100 uL de &cido acético glacial (Bates &
Rapoport 1975; Lawrence & Niedzwiadek 2001). O processo de derivatizagdo transforma as

moléculas das saxitoxinas em derivados fluorescentes (Bates & Rapoport 1975).
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3.10.3. ANALISE DE MICROCISTINAS

A fracdo (3) foi analisada segundo método de Harada et al. (1999), sob as seguintes

condicdes:

Cromatografo liquido Dionex, equipado com bomba automatica P680 HPLC;

Coluna Zorbax ODS analitica (250 X 4,6 mm com particulas de 5 microns).

Detector UV-PDA; comprimentos de onda fixos: A 220 € 239nm

Injetor automatico com injecdes variaveis 20 puL — 2.500 pL

Fases moveis: solvente A: &cido trifluoracético (TFA) 0,1% e Solvente B: acetonitrila
(ACN)/TFA 0,1%;

Gradiente: 5 a 95% de B em 60 min.

Fluxo: 1 mL/min.

A quantificagdo de microcistinas foi feita utilizando-se curva analitica obtida com os

padrdes das microcistinas LR e RR SIGMA de 95% de pureza.

Cada uma das substancias (expressas por picos, nos cromatogramas) teve seu espectro

UV comparado aos espectros UV das microcistinas LR e RR, para calculo de semelhanga.

Construcdo das curvas Analitica das microcistinas LR e RR

As curvas analiticas (4 pontos) das microcistinas LR e RR foram construidas a partir

dos dados gerados pela analise cromatografica (areas) de amostras contendo pesos crescentes

dessas microcistinas, pesos esses mostrados nas tabelas 3 e 4. As concentragdes das solucdes

estoque empregadas, preparadas a partir dos Padrdes Sigma®, foram de 2.500 pg.L™ para

ambas as microcistinas.

Tabela 3. Quantidades de microcistina-LR empregadas para a construgdo da curva analitica e

0s respectivos volumes em que estavam contidas (volume da injeg&o).

Massa de Microcistina-LR Volume Injetado (uL)
(ng)
0,05 25
0,05 25
0,1 50
0,1 50
0,15 75

0,15 75
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0,2 100
0,2 100

Tabela 4. Quantidades de microcistina-RR empregadas para a construcdo da curva analitica e

0s respectivos volumes em que estavam contidas (volume da injecéo).

Massa de Microcistina-RR Volume Injetado (uL)
(ng)
0,025 25
0,025 25
0,05 50
0,05 50
0,075 75
0,075 75
0,1 100
0,1 100
0,2 200
0,2 200

A extracdo das microcistinas LR e RR com &cido acético, segundo Pyo & Shin (2002),
tem rendimento de 100%. Lawton & Edwards (2001), apesar de considerarem a extracdo com
acido acético menos eficiente, recomendam o método, por considerarem-no correto. Em caso
da extracdo de cianotoxinas alcaloidicas, o acido acético é o solvente indicado (Lawton &
Edwards, 2001).

Para esse estudo, escolhemos realizar a extracdo de microcistinas e de saxitoxinas com
acido acético 0,1 M, pois um sé procedimento possibilitou pesquisar a presenca dessas duas
classes de substancias e acompanhar a variagdo das quantidades, o surgimento e a supressao
dos peptideos eluidos na fragdo(3).

A afirmativa de que a saxitoxina elui na fragdo (1), no procedimento de extragdo em
fase sélida descrito anteriormente, baseia-se em estudos prévios. Por motivos idénticos, é
possivel afirmar que a microcistina elui na fragéo (3) (Carvalho, L. R et al. 2008).

Para compararmos as producdes dos metabdlitos especiais da cepa SPC777 e de seu

competidor SPC 338, comparamos os perfis cromatograficos, obtidos em condic¢des idénticas,
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dos extratos das culturas uniespecificas, com os perfis dos extratos das culturas mistas

(cultivo de 2 organismos juntos, em competicao).

Cultura uniespecifica e em mistura
[
Liofilizacdo e pesagem

[

Extracdo com &cido acético 0,1 M
[

Liofilizacdo e pesagem

[

Pré-purificacdo em fase solida C18
[

(1) &c. acético 0.1M (2) &c. acético: ACN (3) ac. acético: ACN (4) &c. acético: ACN (5) ACN
80:20 50:50 10:90 100%
Liofilizacdo e pesagem Concentracdo e pesagem
|
Derivatizagéo CLAE

CLAE

Figura 4. Esquema de fracionamento, purificacdo e quantificacdo das microcistinas LR e RR e

das saxitoxinas.

3.11. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator
e quando esta andlise apresentou variacdo significativa (p<0,05) foi utilizado o teste de
comparagdo multipla de Tukey. Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o

software GraphPad Prism (verséo 5.0).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 5 e figura 5 estdo ilustradas as taxas de crescimento para a fase exponencial.
A taxa de crescimento foi maior no tratamento 2 (P<0,05) em relagdo ao controle e ao
tratamento 1. A menor taxa de crescimento ocorreu no T.1 (P<0,05), havendo diferencas

significativas com relacdo ao controle e T.2.

Tabela 5. Taxa de crescimento e tempo de duplicacdo da cepa SPC 777, na fase exponencial
de crescimento do controle e dos tratamentos 1 e 2. Valores médios (n=3). Médias seguidas
por letras distintas diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator unico,

seguido do teste de comparagdo multipla de Tukey (a= 0,05).

Fase exponencial  Taxa de crescimento Tempo de duplicacao
(dia) (u. dia) (G. dia™)
Controle 4-12 0,183% 3,8°
Tratamento 1 b b
(temperatura 30°) 4-12 0,111 6,2
Tratamento 2 2-8 0,245° 2,8°
(irradiancia 100-120pmol)
0.3- c
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C. SPC777

Figura 5. Valores da taxa de crescimento de M. aeruginosa (SPC777) referentes ao controle e
tratamentos 1 e 2, na fase exponencial de crescimento. Valores médios (n=3). Barras indicam o
desvio padrdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si segundo o teste de variancia
(ANOVA) fator unico, seguido do teste de comparacdo mdaltipla de Tukey (o= 0,05). C =

Controle; T= Tratamento. Asteriscos significam grau de significancia.
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Na tabela 6 e figura 6 est&o ilustradas os rendimentos celulares para a fase 1. O menor

rendimento celular foi encontrado no T.1 (P<0,05) e ndo houve diferenca significativa do T.2

em relacdo ao controle.

Tabela 6. Rendimento celular (R) da cepa SPC 777 na fase 1 de crescimento do

controle e dos tratamentos 1 e 2. Valores médios (n=3). Médias seguidas por letras distintas

diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator unico, seguido do teste de

comparacdo mdaltipla de Tukey (a= 0,05).

Fase 1 Rendimento celular
(dia) (célula. mL™)
Controle 1-15 12,6.10°°
Tratamento 1 1-15 6b
(temperatura 30°) 6,83.10
Tratamento 2 6a
12,4.10
(irradiéncia 1-15
100-120umol fétons m2.s™)
2 1.5x107 -
o a a
S
(t; e e
E
8 1.0x107 4 b
E *k*k
E
o
o
o 5.0x10° 4
oy
()]
S
=
c
& 0- T T
C.SPC777 Trat. 2

Figura 6. Valores do rendimento celular de M. aeruginosa (SPC 777) referentes ao controle e

tratamentos 1 e 2, na fase 1. Valores médios (n=3). Barras indicam o desvio padrdo. Médias

seguidas por letras distintas diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator unico,

seguido do teste de comparagdo mdaltipla de Tukey (a= 0,05). C= Controle Trat= Tratamento.

Asterisco significa grau de significancia.
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Na figura 7 estd ilustrada a biomassa (biovolume) para a fase 1. A maior biomassa foi

medida no T.1 (P<0,05) e ndo houve diferenca significativa do T.2 em relacdo ao controle.

b
600 - Kk
. a o a
14 e
S g ] —————
o 4004 oo
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E g ]
§ e
5 200+ g ]
> e
o g ]
m " EEEEEEn
0 - -IIIIIII -
Controle T1 T.2

Figura 7. Valores do biovolume de M. aeruginosa (SPC 777) referentes ao controle e tratamentos
1e 2, nafase 1 —15° dia. Valores médios (n=3). Barras indicam o desvio padrdo. Médias seguidas
por letras distintas diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator tnico, seguido do
teste de comparacdo mdaltipla de Tukey (o= 0,05). T.= Tratamento. Asterisco significa grau de

significancia.

4.2 .FASE 2:
Na figura 8 esta ilustrada a biomassa para a fase 2. Pode-se observar que ndao houve

diferencas significativas em relacdo a biomassa para o controle e tratamentos 1 e 2 (P>0,05).

8001
a a a
‘_l"\ EEEEEEER l
-
E 600- EEEEEEER
E R
5400- EEEEEEEN
w EEEEEEEN
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=}
é l.l.l.l.l.l.l.l.
9 200- AN E NN NN
m EEEEEEER
0 T IIIIIIIII T
Controle T.1 T.2

Figura 8. Valores do biovolume de M. aeruginosa (SPC777) referentes ao controle e tratamentos
1 e 2, na fase 2 de crescimento. Valores médios (n=3). Barras indicam o desvio padrdo. Médias
seguidas por letras similares ndo diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator

Unico. T.= Tratamento.
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4.3.CURVA DE CRESCIMENTO DE MICROCYSTIS AERUGINOSA SPC 777
4.3.1. EFEITO DO AUMENTO DA TEMPERATURA

Na figura 9 sdo apresentadas as curvas de crescimento de M. aeruginosa (SPC 777)
mantidas a 23° C (controle) e a 30° C (tratamento 1). O aumento da temperatura ocasionou 0
aumento da biomassa das culturas mantidas a 30° C. No entanto, no tratamento 1 houve
diminuicdo do crescimento celular, evidenciado pela menor taxa de crescimento (tabela 5;

figura 5) e consequente aumento no tempo de geracdo (tabela 5) das células (p < 0,05).

1000

100

Biovolume (mm3.ml-1)
=
o

—e— Controle —&— Trat.1

R2=0,9553 R?=0,9626

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
dia

Figura 9. Variacdo do crescimento de M. aeruginosa (SPC 777). Barras indicam o desvio padréo
das médias (n=3). Coeficiente de correlagio (R?) corresponde a linha de tendéncia. Controle,
23+2° C; Tratamento 1, 30° C.

Trabalhos semelhantes que avaliaram a influéncia da temperatura sobre o crescimento de
M. aeruginosa demonstraram que a temperatura 6tima de crescimento de M. aeruginosa foi
registrada entre 30 e 35° C (Van der Westhuizen & Eloff 1985; Coles & Jones 2000;
Nalewajko & Murphy 2001; Tsujimura 2003; Honda 2005; Chu et al. 2007). Diferentemente
do que encontrado em nosso estudo, estes autores documentaram maiores taxas de
crescimento () nas temperaturas mais elevadas. No entanto, Imai et al. (2009a), que
estudaram in vitro cepas de M. aeruginosa em diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35° C) na
irradiancia de 60 pmol fétons m2.s™, ndo encontraram diferencas significativas entre as

temperaturas de 25, 30 e 35° C, respectivamente 4 = 0,31, u=0,47 e u = 0,45.



29

A cepa SPC777 além de apresentar menor taxa de crescimento na temperatura de 30°
C, também apresentou taxas inferiores do que relatado na literatura para M. aeruginosa, tanto
para a temperatura de 23 °C (4 = 0,18), como para a temperatura de 30 °C (u=0,11) (Van der
Westhuizen & Eloff 1985; Nalewajko & Murphy 2001; Tsujimura 2003; Honda 2005; Chu et
al. 2007; Santos 2009). Por outro lado, Imai et al. (2009a) observaram taxa de crescimento
semelhante ao presente estudo, para M. wesenbergii na temperatura de 25° C (u=0.16).
Entretanto, na temperatura de 30° C esta espécie apresentou taxa de crescimento de 0,20, o
que é maior do que a observada para a linhagem em estudo. Com base nas taxas de
crescimento, estes autores sugerem ainda que a temperatura favoravel para o crescimento de
M. aeruginosa deve ser mais elevada do que aquelas para M. wesenbergii, 0 que ndo condiz
com nosso trabalho

Deste modo, dentro das condigdes experimentais adotadas no presente estudo, 0s
resultados obtidos indicam que estas ndo foram as condigdes 6timas para o crescimento in
vitro da cepa Microcystis aeruginosa SPC777: na temperatura de 30 °C houve diminuicéo do
rendimento celular e da taxa de crescimento, apesar do aumento da biomassa. Estas diferencas
em relacdo aos dados de literatura podem ser resultantes das caracteristicas especificas da
cepa SPC 777, que se mostrou diferente das demais cepas de Microcystis também em relacdo

a producao de toxinas (Sant”Anna et al. 2010).
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4.3.2. EFEITO DO AUMENTO DA IRRADIANCIA

Na figura 10 sdo apresentadas as curvas de crescimento de M. aeruginosa (SPC 777)
mantidas sob 40-50 umol fétons m?.s™ (controle) e 100-120 pmol fétons m2.s™ (tratamento
2). O aumento da irradiancia ndo ocasionou 0 aumento da biomassa das culturas mantidas a
100-120 pmol fétons m2.s™* (figuras 7 e 8) (P>0,05). No entanto, houve relagdo positiva entre
0 aumento da irradiancia e a taxa de crescimento (tabela 5; figura 5) das células mantidas sob

a maior irradiancia (P<0,05).

1000

[N
o
o

Biovolume (mm3.ml1)
o

—e— Controle —&—Trat.2

R2=0,9553 R2=0,9019

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 éO 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
1a

Figura 10. Variacdo do crescimento de M. aeruginosa (SPC 777). Barras indicam o desvio padréo
das médias (n=3). Coeficiente de correlacdo (R?) corresponde a linha de tendéncia. Controle, 40-

50 pmol fétons m?. s™; Tratamento 2, 100-120 umol fotons m2.s™

Nossos resultados mostraram que a maior taxa de crescimento foi encontrada na
irradiancia de 100-120 umol fétons m2.s™. Trabalhos semelhantes também verificaram que
irradidncias mais elevadas influenciam positivamente a taxa de crescimento (Molica 1996;
Carneiro 2005; Honda 2005). Segundo Carneiro (2005), a maior taxa de crescimento para a
cepa M. aeruginosa (NPJB-1) foi observada a 100 pumol fétons m?. s (0,37). As culturas

"L apresentaram as menores taxas de crescimento (p=0,20).

mantidas a 40 pmol fotons m?s
Molica (1996) também encontrou resultados semelhantes ao submeter M. aeruginosa (NPLJ-
4) a duas irradiancias: 40 e 180 umol fétons m™?. s*. A maior taxa de crescimento foi
observada na cultura submetida a maior irradiancia (u=0,47) e as culturas mantidas a 40 umol
fotons m?2 st tiveram taxa de crescimento de 0,39. Honda (2005), que submeteu M.

aeruginosa (SPC522) as irradiancias de 2,56 a 55,52 umol fétons m. s, encontrou também
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maior taxa de crescimento (u=0,49) na maior irradiancia testada. Entretanto, Hesse et al.
(2001) ndo encontraram diferencas entre as taxas de crescimento da cepa de M. aeruginosa
(PCC 7806) produtora de microcistinas e seu mutante (modificada geneticamente para nao
produzir microcistinas), crescendo em irradiancias de 4 a 110 pmol fétons m?. s*. Além
disso, verificaram que as culturas submetidas & irradiancia de 40 a 110 pmol fétons m. s*
mantiveram a mesma taxa de crescimento (=0,20). Wiedner et al. (2003) encontraram taxa
de crescimento maxima a 80 umol fétons m? s ao estudar a mesma linhagem de M.
aeruginosa (PCC 7806). Estes autores constataram que irradidncias mais elevadas nao
tiveram nenhum efeito na taxa de crescimento que permaneceu constante entre 80 e 403 pumol
fotons m?2 st (u=0,39). Da mesma forma, Imai et al. (2009b) ndo encontraram diferenca
significativa nas taxas de crescimento de cepas de M. aeruginosa submetidas as irradiancias
de 30 ¢ 60 pumol m s (u= 0,20 e p=0,21, respectivamente), embora a taxa de crescimento
em 0 pmol m™ s fosse baixa (u=0,12).

Apesar de apresentar maior taxa de crescimento na irradiancia mais elevada, as taxas
de crescimento observadas para as irradiancias testadas (40-50 umol fétons m2.s™ e 100-120
umol fétons m2.s™) foram inferiores aos dados da literatura (Molica 1996; Nalewajko &
Murphy 2001; Wiedner et al. 2003; Carneiro 2005; Honda 2005). Assim, para o controle
encontramos p=0,18 e para o tratamento 2 encontramos p = 0,24.

Quanto ao rendimento celular (R), a cepa SPC777 ndo apresentou diferencas entre as
irradiancias testadas: o controle e o tratamento 2 apresentaram densidade méaxima de 13,6. 10°
células. mL™ e rendimento de 12,4 células. mL™ na fase 1.

Entretanto, outros trabalhos demonstraram diferencas entre os rendimentos em
diferentes irrandiancias testadas para culturas de M. aeruginosa (Carneiro 2005). De acordo
com Molica (1996), a cepa (NPLJ-4) quando cultivada a 40 pmol fétons m™. s™* apresentou
R= 9,62.10° e quando mantida a 180 umol fétons m? s apresentou R=16,32. 10°. Os
resultados mostraram que a irradiancia foi o fator limitante para o crescimento das culturas de
M. aeruginosa (NPLJ-4) que apresentou menor rendimento celular sob menor irradiancia.
Carneiro (2005) também encontrou diferencas nos rendimentos ao submeter a cepa (NPJB-1)
as irradiancias de 40, 100 e 200 pmol fétons m™. s™, sendo respectivamente R= 5,5.10°, R=
16,0.10° e R= 17,0.10° e Honda (2005) encontrou R= 3,32.10° quando a cepa (SPC522) foi
submetida a 25 umol fotons m?2. s™.

Nossos resultados mostraram que a varidvel irradiancia teve efeito significativo sobre
as taxas de crescimento, porém ndo sobre a biomassa e sobre o rendimento celular da cepa
SPCT777.
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Figura 11. Aspecto geral das culturas de M. aeruginosa SPC777 no controle e nos tratamentos 1 e
2.
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4.3.3. EFEITOS DA COMPETICAO
O aspecto geral dos controles de M. aeruginosa (SPC 777) e de R. brookii (SPC 338) e

das culturas no primeiro dia do estudo de competicéo esta ilustrado na figura 12.

Tratamento 3:
competicdo

Figura 12. Aspecto geral dos controles de M. aeruginosa (SPC777) e de R. brookii (SPC 338) e

das culturas no primeiro dia do tratamento 3.

Na tabela 7 e figura 13 estdo ilustradas as taxas de crescimento para a fase exponencial
dos controles e do tratamento 3. A taxa de crescimento da cepa SPC 338, no tratamento 3, foi
maior do que a da cepa SPC777 e também foi maior do que a de seu préprio controle. A
menor taxa de crescimento ocorreu nos controles (P>0,05), tanto da SPC 338 como da SPC
777.

Tabela 7. Taxa de crescimento (u) e tempo de duplicacdo (G) de M. aeruginosa SPC777 e de
R. brookii SPC 338 no controle e no tratamento 3. Valores médios (n=3). Médias seguidas por
letras distintas diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator Unico, seguido

do teste de comparagdo multipla de Tukey (o= 0,05).

Fase exponencial Taxa de crescimento Tempo de duplicacéo
(dia) (u; dia™?) (G; dia™)
Controle 5-13 a
SPC 777 0,18 381
Controle 1-5 a
SPC 338 0.15 4.36
Tratamento 3 7-10 0,32° 2,16
(SPC 777)
Tratamento 3 9-11 042°¢ 1.64

(SPC338)
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Figura 13. Taxa de crescimento de M. aeruginosa (SPC777) e de R. brookii (SPC338) no controle
e no tratamento 3. Valores médios (n=3). Barras indicam o desvio padrdo. Médias seguidas por
letras distintas diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator Unico, seguido do
teste de comparacdo multipla de Tukey (a= 0,05). C = Controle; T= Tratamento. Asteriscos

significam grau de significancia.

De acordo com a tabela 8 e figura 14, pode-se observar diferengas significativas

(P<0,05) no rendimento celular dos controles e das cepas SPC777 e SPC338 no tratamento 3.

Tabela 8. Rendimento (R) e razdo celular de M. aeruginosa (SPC777) e de R. brookii
(SPC338) no controle e no tratamento 3. Valores médios (n=3) na fase 1 de crescimento.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA)

fator Unico, seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey (o= 0,05).

—— Rendimento Razao Tratamento 3 Rendimento Razao
ontrole
,celular R celular (competicio) ’celular ; celular
(célula. mL™) (célula. mL™)
SPC 777 12,6.10°* 13 SPC 777 6,04. 10 8
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T
C. SPC777 C.SPC338 T SPC777 T SPC338

Figura 14. Valores da razdo celular de M. aeruginosa (SPC777) e de Rhaphidiopsis brookii (SPC
338) no controle e no tratamento 3 na fase 1 de crescimento. Valores médios (n=3). Barras
indicam o desvio padrdo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si segundo o teste de
variancia (ANOVA) fator Unico, seguido do teste de comparacdo mdaltipla de Tukey (o= 0,05).

C= Controle; T= Tratamento. Asteriscos significam grau de significancia.

Na figura 15 estdo apresentadas as curvas de crescimento de M. aeruginosa (SPC777)
e de R. brookii (SPC338) mantidas sob condicGes controle. Nestas condi¢des as linhagens
SPC777 e SPC338 apresentaram taxas de crescimento similares (P>0,05). Entretanto, o
rendimento celular foi maior para a cepa M. aeruginosa (SPC777).

1000 A

100 A

Biovolume (mm *ml™)

—=— Controle SPC777 —®— Controle SPC338
R?=0,9553 R?=0,8088

0 2 4 6 8 D 2 W B B 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
dia
Figura 15. Variacdo do crescimento de M. aeruginosa (SPC777) e Rhaphidiopsis brookii

(SPC338) nas condigbes controle. Barras indicam o desvio padrdo das médias (n=3). Coeficiente

de correlagéo (R?) corresponde a linha de tendéncia.
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Em conformidade com nossos resultados, Melgaco (2007) ao estudar competicao entre
M. aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii constatou que M. aeruginosa obteve
rendimento celular maior do que C. raciborskii. Segundo a autora, isso reflete sua capacidade
de manter o crescimento exponencial por tempo maior, 0 que pode configurar vantagens em

processos competitivos.

Na figura 16 sdo apresentadas as curvas de crescimento de M. aeruginosa (SPC777) e

de R. brookii (SPC338) mantidas em competicdo (tratamento 3).

1000 A

B
S)

Biovolume (mm *ml™)
B

——T.3-SPC777 —8— T.3 SPC338

R?=0,7749 R*=0,8714
0 2 4 6 8 © © u
dia
Figura 16. Variacdo do crescimento de M. aeruginosa (SPC777) e R. brookii (SPC338) no
tratamento 3. As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3). Coeficiente de

correlacéo (R?) corresponde a linha de tendéncia.

O estudo de competicdo mostrou que as taxas de crescimento aumentaram (P < 0,05)
com a diminui¢do do tempo de geragdo das células das duas linhagens em competicdo (tabela
8 e figura 13). A cepa SPC 338 teve grande influéncia sobre o desenvolvimento da cepa
SPC777, diminuindo o seu rendimento celular em 40%. Em relacéo a linhagem SPC338, ap0s
14 dias de coexisténcia, esta apresentou aumento da biomassa, uma vez que a razdo entre a
densidade final e o indculo foi maior do que o controle (P < 0,05) em 90% (figura 14).
Portanto, pode se concluir que a linhagem SPC777 sofreu muito mais com a competicdo por
recursos, o que foi evidenciado pela drastica reducdo do seu rendimento celular se comparada

a linhagem SPC338. No entanto, mesmo com a influéncia da cepa SPC338, a cepa SPC777
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apresentou maior rendimento celular (6,04. 10%) do que a cepa SCP 338 cujo rendimento foi
de 1,73. 10°, conforme pode ser visto na tabela oito.

Trabalho semelhante que avaliou a interacdo entre Cylindrospermopsis raciborskii e
Microcystis aeruginosa mostrou que tanto C. raciborskii quanto M. aeruginosa apresentaram
vantagem competitiva em pelo menos um dos ensaios (Santos 2009). Segundo este autor, a
cepa C. raciborkii (BB048) teve vantagem competitiva sobre cepas toxicas e atdxicas de M.
aeruginosa. Por outro lado, cepa toxica de M. aeruginosa teve vantagem competitiva sobre
uma linhagem atdxica de C. raciborskii. No experimento onde as cepas ndo apresentaram
toxicidade, a competicdo se igualou. No entanto, a interacdo entre estas cepas modificou o
crescimento das culturas reduzindo em até 22% a taxa de crescimento das espécies em todos
0s experimentos realizados. Ao contrario do nosso estudo, o trabalho de Santos (2009)
mostrou que quando as cepas foram mantidas juntas, as taxas de crescimento foram inferiores
as encontradas pelos controles.

Nossos resultados mostraram que estas respostas sdo dependentes das cepas. Dentro
das condicdes experimentais adotadas no presente estudo, a linhagem SPC338 mostrou ser
melhor competidora do que a linhagem SPC777. Além disso, dentre as varias hipoGteses para
explicar a producéo de cianotoxinas, uma delas refere-se a estes compostos como tendo efeito
alelopatico (Granéli & Hansen 2006), inibindo a fotossintese e o crescimento de outros
organismos. Como a cepa SPC777 ndo produziu toxinas (como pode ser visto nos resultados
do item “Estudos quimico”) e a cepa SPC338 é produtora de saxitoxinas, a hipotese levantada
é de que essas cianotoxinas podem ter influenciado o desenvolvimento da cepa SPC777.
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Tratamento 3

Figura 17. Aspecto geral das culturas de M. aeruginosa (SPC777) e R. brookii (SPC338) no

tratamento 3.
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4.4.CLOROFILA a

6
A figura 18 mostra a variacdo da concentracdo de clorofila a em 10 células de M.
aeruginosa (SPC777) do controle (23 °C) e do tratamento 1 (30 °C), nas Fases 1 e 2 de
crescimento. Foi possivel observar que ndo houve diferencas significativas entre o controle e

0 T.1, tanto na Fase 1 quanto na Fase 2 (P>0,05).

0.015+
2]
©
>
©
‘4?0 a
S  0.0104 _ a
(_6 —
§ a
o
o
o 0.005-
©
(@]
3

0.000- T

C. 777 F1 C.777 F2 T.1F1 T1F2

Figura 18. Concentracdo de clorofila a das células de M. aeruginosa (SPC 777) no controle
(temperatura 23 °C) e no tratamento 1 (temperatura 30°C), nas Fases 1 e 2 de crescimento. Barras
indicam o desvio padrdo. Valores médios (n=3). Médias seguidas por letras similares ndo diferem
entre si segundo o teste de varidncia (ANOVA) fator Gnico (a= 0,05). C= Controle; T=

Tratamento.

A figura 19 mostra a variagdo da concentracdo de clorofila a em 106 células de M.
aeruginosa (SPC 777), do controle e do tratamento 2 nas Fases 1 e 2 de crescimento. A
irradiancia de 100-120 pmol fétons m. s (T.2) apresentou menor concentracéo de clorofila
a em relacéo ao controle (40-50 pmol fotons m. s™) na Fase 1 (P<0,05), porém ndo houve

diferencas significativas na fase 2.
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Figura 19. Concentragdo de clorofila a das células de M. aeruginosa (SPC 777) no controle
(irradiancia 40-50) e no tratamento 2 (irradiancia 100-120), nas Fases 1 e 2 de crescimento.
Barras indicam o desvio padrdo. Valores médios (n=3). Médias seguidas por letras distintas
diferem entre si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator Gnico, seguido do teste de

comparagdo multipla de Tukey (o= 0,05). C= Controle; T= Tratamento.

Assim como documentado no presente estudo, Raps et al. (1983), Molica (1996),
Hesse et al. (2001) e Carneiro (2005) também encontraram menor concentracao de clorofila a
ao submeter M. aeruginosa a irradiancias mais elevadas. No entanto, Santos et al. 2007
submeteram culturas de M. aeruginosa, com 14 e 49 dias de cultivo, por 4 horas de exposi¢do
a diferentes irradiancias: 33, 66, 166, 376, 547, 1.062 e 2.000 umol m™s™ e verificaram queda
significativa na concentracdo de clorofila a somente quando exposta a irradiancia de 2.000
umol.m?s™. Além disso, ainda relataram que apesar da queda na concentragéo de clorofila ser
estatisticamente significativa, ndo houve foto-oxidacdo do pigmento, sendo mais provavel que
esta seja uma resposta foto-adaptativa da cianobactéria, na qual os niveis de clorofila e de
outros pigmentos como carotendides decairam. Deste modo, acredita-se que o mesmo pode
ter ocorrido com a cepa SPC777 mantida sob a irradiancia de 100-120 umol fétons m?. s*
(tratamento 2), pois ao ser mantida nestas condi¢des, a cepa nao diminui o rendimento celular
em relacdo ao controle (p>0,05), no entanto apresentou menor concentragdo de clorofila a.
Quanto ao aspecto, esta cepa apresentou coloracdo amarelada ao longo de todo o experimento
(figuras 20 e 21), diferenciando-se da sua aparéncia no controle e na temperatura de 30 °C
(tratamento 1), que apresentaram coloracdo verde mais escuro. Raps et al. (1983) também
relataram que culturas de M. aeruginosa submetidas a irradiancias elevadas apresentam

coloragdo verde-amarelada e em baixas irradiancias mantinham a cor caracteristica verde-
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azulado. De acordo com esses autores, esta mudanga na coloragcdo foi associada
primeiramente com as mudancas no conteddo de clorofila a e ficocianinas por célula.
Verificaram também que quantitativamente o indice total de carotenodides por célula
permaneceu relativamente constante com mudancas na irradiancia, mas houve alteracéo
qualitativa nos componentes principais dos carotendides. Segundo os autores, estas mudangas
nos carotenoides podem estar relacionadas ao seu papel protetor contra a foto-oxidagédo da
clorofila. Walsh et al. (1997) obtiveram resultados diferentes e verificaram que em irradiancia
elevada, M. aeruginosa apresentou concentracdes de carotendides de duas a dez vezes
maiores em relagdo a irradiancias menores. Com base nos dados de literatura, seria possivel
dizer que a coloracdo amarelada tipica das culturas da cepa SPC777, no tratamento 2, poderia
estar relacionada as mudancas qualitativas e/ou quantitativas dos carotenoides. Tais mudancas
teriam relagdo com a fotoaclimatacéo da cepa SPC777, induzida pela reducdo da concentragéo
da clorofila a nesse tratamento.

Tratamentol: Tratamento 2:
Temperatura: 30°C Irradiancia: 100-120pmol
- - o L ), RYE

Controle

Figura 20. Aspecto geral das culturas de M. aeruginosa SPC777 na Fase 1 (15° dia), no controle e

nos diferentes tratamentos.

Na figura 21 observa-se que a cepa mantida na irradiancia de 100-120 umol fétons m®

2 s’ (tratamento 2), permaneceu com coloragdo amarelada ao longo de todo o experimento.
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Figura 21. Aspecto geral das culturas de M. aeruginosa SPC777 na Fase 2, no controle (31° dia) e

nos diferentes tratamentos (27° dia).

4.5.ANALISES MORFOMETRICAS DE M. AERUGINOSA (SPC777) DE R. BROOKII NO

CONTROLE E NOS DIFERENTES TRATAMENTOS.

4.5.1. DESCRICAO DO MATERIAL NOS CONTROLES

Ordem Chroococcales

Familia Microcystaceae

SPC 777 - Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing

FASE 1

Figuras 22-23, tabela 9.

Células soltas, 3,1- 4,3 um de didametro (média 3,8 um); contetdo celular verde-azulado.

FASE 2

Figura 24, tabela 9.

Células soltas, 3,3 - 4,3 um de diametro (média 3,7 um); contetdo celular verde-azulado.
Apesar dos aerdtopos serem uma caracteristica do género Microcystis, a cepa SPC777

deixou de produzi-los ap6s alguns anos em cultivo e mesmo em diferentes tratamentos, estes

n&do voltaram a ser produzidos.
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Ordem Nostocales

Familia Nostocaceae

SPC338 - Rhaphidiopsis brookii P. J. Hill

FASE 1
Figuras 27-29

Tricomas retos ou curvos, sem constricdo nos septos. Células apicais cilindricas com &pice
arredondado ou c6nicas com apice acuminado, 5,5 - 34,5 um de comprimento, 1,8 - 2,5 um
de didmetro. Célula cilindricas, 4,9 - 14,8 um de comprimento (média 9,2 um), 1,8 - 3,3 um

de didmetro (média 2,6 pm).

4.5.2. DESCRICAO DO MATERIAL NOS TRATAMENTOS

A cepa SPC 777 manteve as mesmas caracteristicas do controle nos tratamentos 2
(irradiancia 100-120) e 3 (competicdo) em relagdo a aparéncia e as dimensdes celulares
(tabela 9). No entanto, segundo Harris 1986 (apud Molica 1996) células do fitoplancton com
alta taxa de crescimento tendem a ter volume celular menor. Porém, em nosso estudo a maior
taxa de crescimento ocorreu no tratamento 2 (p<0,05), porém a cepa submetida a estas
condigdes ndo se diferenciou do controle quanto as dimensdes celulares. Por outro lado, o
tratamento 1 (temperatura de 30 °C) diferenciou-se do controle e dos demais tratamentos
apresentando células com dimensdes maiores, tanto na Fase 1 como na Fase 2 de crescimento
(tabela 9). Na Fase 2, as células apresentaram intensa divisdo celular, formando agrupamentos
em fileiras com até 4 células (figura 31). Portanto, a maior biomassa encontrada no tratamento
1, mesmo este apresentando menor rendimento celular (p<0,05), foi induzida pelo aumento do
diametro celular que ocorreu tanto na fase 1 quanto na fase 2 de crescimento. Kruger et al.
1981 (apud Molica 1996), também verificaram aumento no diametro celular de M.
aeruginosa e, segundo os autores, o volume celular aumentou em resposta ao “stress
fisiologico”, no caso, a falta de CO,, O mesmo pode ter ocorrido com a cepa SPC777
submetida a temperatura de 30 °C ja que esta apresentou células distintas daquelas observadas

no controle.

No tratamento 3 (competicdo), a cepa SPC 338 apresentou tricomas bem mais curtos do
que observado no controle (figura 35). Briant et al. (2002), ao submeterem

Cylindrospermopsis raciborskii a diferentes condicdes de irradiancia, verificaram que sob
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irradiancias acima de 80 pumol fétons m™. s as culturas estariam em condicdo estressante, o

que poderia ter ocasionado o rompimento dos tricomas. Carneiro (2005), também observou

21
que C. raciborskii ao ser submetido a irradiancias elevadas (60 e 100 umol foétons.m .S ),

apresentou diminuicdo no comprimento dos tricomas a partir do 9° dia de cultivo. Ainda

2 -1
segundo Carneiro (2005), nas culturas mantidas a 40 pmol fotons.m .S , 0 comprimento dos

tricomas tendeu a crescer até o fim do experimento. Deste modo, a variacdo no comprimento
dos tricomas observada para a cepa SPC338 no tratamento 3, pode estar relacionada a
condicdo estressante devido a competicdo com a cepa SPC777.

Na tabela 9, observa-se que o maior diametro celular da cepa SPC777 foi observado no
tratamento 1, havendo diferencas significativas em relacdo ao controle e aos tratamentos 2 e 3
(P>0,05).

Tabela 9. Comparacao da média do diametro celular (n= 60) da cepa SPC777, no controle e
nos tratamentos testados, nas Fases: 1 e 2. Médias seguidas por letras distintas diferem entre

si segundo o teste de variancia (ANOVA) fator unico (o= 0,05).

Fase (1) Diametro celular Fase (2) Diametro celular
Diametro  pesvio padréo minimo e maximo  Diametro celular  pegyio padréo minimo e
celular (um) (um) (um) méximo (um)
Controle 38° 0,15 31-43 3,7° 0.28 33-43
Tratamentol 49° 021 41-54 48° 032 42-54
(temperatura 30°C)
Tratamento 2 38° 0,25 30-43 38° 0,27 32-44
(100-120umol fétons m2.s™?)
Tratamento 3 392 0,30 35-45

Competicao
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Figuras 22-29. 22-26. Microcystis aeruginosa SPC777: 22-26. Controle: 22-23. Aspecto geral das
células em divisdo na Fase 1; 24. Aspecto geral das células na Fase 2. 25-26. Tratamento 2: 25.
Detalhe da célula sem aer6topos na Fase 1; 26. Detalhe da célula sem aerdtopos na Fase 2. 27-29.

Raphidiopsis brookii SPC338: Controle: Aspecto geral do tricoma na Fase 1.Escala: 10 pm.
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Figuras 30-34. Microcystis aeruginosa SPC777: Tratamento 1: 30. Aspecto geral das células na
Fase 2; 31. Detalhe da célula formando agrupamentos em fileiras na Fase 2; 32. Detalhe da célula

sem aerotopos na Fase 1; 33-34- Aspecto geral das células em divisdo na Fase 2. Escala: 10 um

Figuras 35-38. Microcystis aeruginosa SPC777 e Raphidiopsis brookii SPC338: Tratamento 3

(competigdo) - Aspecto geral das células e tricomas. Escala: 10 pm
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5. EsTuDO QUIMICO
Na tabela 10, estdo discriminados os pesos das biomassas e dos extratos brutos
liofilizados de cada uma das amostras (n=3), coletadas na Fase 1 e Fase 2 de crescimento das

cepas, assim como suas respectivas médias.

Tabela 10. Pesos das biomassas e dos extratos brutos liofilizados e suas respectivas médias.

Amostras Peso Peso extrato Médias dos pesos
Biomassa bruto
liofilizada liofilizado
(mg) (mg)
Fase 1
A 170 139,2 157.2 (bi )
Controle SPC777 . I0omassa
B 1594 129,3 132,7(extrato)
C 1423 129,5
D 138,9 135 _
Controle SPC338 E 175,6 1423 161,7 (biomassa)
129,4 (extrato)
F 170,6 110,8
G 148,4 122,7 _
Trat. 1 (temp 30°C) H 167,1 1227 159,8 (hiomassa)
122,6 (extrato)
I 164 120,5
J 159,2 1315
172,0 (biomassa)
Trat. 2 (Int. 100-120pmol.) K 180,1 118,4 )
( Hmel) 126,3 (extrato)
L 176,8 129
M 204 186,8 _
Trat. 3 (Competicdo) N 209,5 185.6 208,9 (biomassa)
185,4 (extrato)
O 213,3 183,9
Fase 2
A 189 140,2 _
Controle SPC777 B 159,1 136,5 183,3 (biomassa)
145,0 (extrato)
C 201,7 158,4
G 187,6 159
0 185,1 (biomassa)
Trat. 1 (temp 30°C H 180,6 140,4
temp : 148,4 (extrato)
I 187 145,7
J 204,5 160 _
Trat. 2 (Int.100-120pumol.) K 196.7 151.9 208,3 (biomassa)

156,3 (extrato)
L 223,8 156,9
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5.1.1. ANALISES QUANTITATIVAS DE MICROCISTINAS POR CLAE.

5.1.1.1. DETERMINAGAO DAS CURVAS ANALITICAS DAS MICROCISTINAS LR

A tabela 11 relne os valores das massas do padrdo de microcistina-LR e as respectivas
areas dos picos gerados por CLAE, nas analises para obtencdo de curva analitica. A
quantidade de 0,4 pg de microcistina- LR ultrapassa o limite superior de detec¢do do

equipamento.

Tabela 11. ConcentragBes de microcistina-LR e correspondentes areas dos picos obtidos por
CLAE.

Massa (ug) Area do pico

MCYST-LR (mAU.min™)
0,05 135,6490
0,05 125,0318
0,1 276,1370
0,1 336,7792
0,15 552,5476
0,15 578,0495
0,2 588,9457
0,2 599,7202
04 | e
0 —

A figura 39 apresenta o perfil cromatografico do padrdo de microcistina-LR, cujo

tempo de retencdo (Tr), nas condi¢des ja descritas no material e métodos, é de 31,89 minutos.

SEQUENCIA CURVA ANALITICA MC-LR #3 uUv_Vvis 2
SOO_mAU MC-LR @ VWL:239 nm
500
250 g 3 ¥ 8

18 g g )

1 1 J 1
1 - N v I~
I !
1 T I f o min
-50 e &+ ——w—v e o ¢ & ] —&——+F v
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 39. Perfil cromatografico do padrdo contendo microcistina-LR, cujo é Tr=31,89
minutos.



A figura 40 mostra o espectro UV da microcistina-LR (Tr= 31,89 minutos).

Peak #6 100% at 31.89 min

700 A% 50% at 31.79 min: 999.28
-500, in
ot 239.1 50% at 32.03 min: 999.39
'1010 T T T 7T { T T T 7T { T T T 7T { T T T 7T { T T T 7T { T T T T { T 1T T 7T T T Tnm
200 250 300 350 400 450 500 595

Figura 40. Espectro de UV da microcistina-LR.
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A curva analitica obtida a partir dos dados apresentados na tabela 11 apresenta R? =

0,9226 (figura 41).

700
600
500
400
300
200
100

0

Area do pico (mAU/min)

Figura 41. Curva analitica da microcistina-LR.

R2=0,9226
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/

%
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§ 0025

0 0,02

0,04

0,06

0,08 0,1
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0,12

5.1.1.2.DETERMINAGCAO DAS CURVAS ANALITICAS DAS MICROCISTINAS RR.

A tabela 12 apresenta as massas empregadas e as areas dos picos resultantes nas anéalises

cromatograficas (CLAE) realizadas para a obtencdo da curva analitica do padrdo de

microcistina-RR.
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Tabela 12. Concentragdes de microcistina-RR e correspondentes &reas dos picos obtidos por
CLAE.

MCYST-RR Area do pico
Massa (ig) (mAU.min™)
0,025 9,2353
0,025 9,3938
0,05 24,8951
0,05 24,8163
0,075 34,6511
0,075 35,1891
0,1 44,2080
0,1 42,4261
0,2 105,2747
0,2 130,4202

A figura 42 apresenta o perfil cromatografico de amostra de microcistina-RR, cujo tempo

de retencdo, nas condicdes descritas no material e métodos, é de 31,237 minutos

SEQUENCIA CURVA ANALITICA MC-LR #20 Uv_ViIS_2
450 mAU h VWVWL:239 nm|
7 MC-RR 5
* 1
M
200—_ E \ % g ﬁ §
88 8 R ¢y
] 7 B 58 X ) A @
1= o A =
. J o o< 9]
I b .
-50 — 10
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 42. I5erfil cromatogréafico do padrdo de microcistina-RR, com Tr=31,237 minutos.

A figura 43 apresenta o espectro UV da microcistina-RR (Tr= 31,24 minutos), obtida a
partir de padréo.

) )
700 Peak #7  100% at 31.24 min

o 50% at 31.10 min: 999.41

2021 2395 -50% at 31.48 min: 998.08
-10,0 LA ‘ L ‘ LB ‘ LB ‘ LB ‘ L ‘ L T \nr\n

200 250 300 350 400 450 500 595

Figura 43. Espectro de UV da microcistina-RR.
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Para a microcistina-RR, a curva analitica obtida apresentou R® = 0,9613 (Figura 44)

R2=0,9613
¢ 0,2

%02
100
/

140

[y
N
o

Area do pico (mAU/ min)
A OO ©
o O O
’\
o
‘}—\ \

0,05
,025

N
o

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Quantidade de microcistina-RR g1

Figura 44. Curva analitica da microcistina-RR.

5.1.1.3.ANALISE DE MICROCISTINAS

PERFIL CROMATOGRAFICO DAS FRAGCOES 3 DAS AMOSTRAS DA CEPA SPC 777
(CONTROLES) E DE AMOSTRAS DOS TRATAMENTOS 1 E 2.

A andlise das amostras da cepa SPC 777 (controle e tratamentos), por CLAE, mostrou a
auséncia de picos com Tr =31,89 e 31,24 minutos, relativos as microcistinas LR e RR,
respectivamente (figuras 45-50). Também ndo foram encontrados picos com espectros UV
coincidentes ou semelhantes aos espectros das microcistinas LR e RR (tabelas 13 e 14), o que
nos permite afirmar que a cepa SPC 777, nas condicdes estabelecidas para seu cultivo, ndo
sintetiza as microcistinas LR e RR e nos sugere, também, que ndo produza nenhuma das
outras variantes dessas toxinas.

As figuras 45 — 47 mostram o perfil cromatografico das amostras na fase 1 da curva de

crescimento.

SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #2 UV_VIS_2
300 mAU I~ WVL:239 nm
12 5
o
i % g
200 g
] g . 8
i ' 5
100 e
] min
-20 — T T[T T T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 45. Cromatograma do controle SPC777, na fase 1 da curva de crescimento.



SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #5

UV_VIS_2

mAU

WVL:239 nm

20-51,851

min

Figura 46. Cromatograma da cepa SPC 777 no tratamento 1, fase 1 da curva de crescimento.

50,0 60,0

SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #8 Uv_VIsS_ 2
250 mAU WVL:239 nm
7 : =
i @ g 0
100— % ©

min

50,0 60,0

Figura 47. Cromatograma da cepa SPC777 no tratamento 2, fase 1 da curva de crescimento.
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As figuras 48 — 50 mostram o perfil cromatografico das amostras coletada na Fase 2

na curva de crescimento.

SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #11

UV_VIS_ 2

mAU

VVWL:2392 nm

Figura 48. Cromatograma do controle SPC777, na Fase 2 de crescimento.
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SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #14 Uv_VIS_2

mAU VWVL:239 nm

_20 min
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 49. Cromatograma da cepa SPC777 no tratamento 1, na fase 2 de crescimento.

SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #15 Uv_VIS_2

mAU VWVL:239 nm

19- 51,833

T
12-30568
B-338

18- 4695

min|
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 50. Cromatograma da cepa SPC777 no tratamento 2, na fase 2 de crescimento.

Nas tabelas 13 e 14, estdo apresentados os tempos de retencdo (Tr), as areas dos picos e 0s
respectivos espectros UV, de uma das amostras da fracdo 3 (n=3), do controle SPC777 e dos

tratamentos 1 e 2, correspondentes as fases 1 e 2 da curva de crescimento, respectivamente.



Tabela 13. Tempos de retencdo (Tr.), areas dos picos e correspondentes espectros de UV, obtidos por CLAE na Fase 1
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Tabela 14. Tempos de retencgdo (Tr.), &reas dos picos e correspondentes espectros de UV, obtidos por CLAE na Fase 2
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A tabela 15 reune os dados relativos aos picos obtidos nas corridas cromatograficas
realizadas com a fragdo 3 dos controles e dos diferentes tratamentos da cepa SPC777. Esses
dados permitem constatar que, para os dois controles (C. SPC 777 F.1 e C. SPC 777 F.2) as
diferencas entre a Fase 1 e a Fase 2, quanto a producdo de metabdlitos, foram: aumento da
producdo das substancias expressas pelos picos 3, 4, 6 e 9; diminuicdo da substancia expressa
pelo pico 2; supressdo da substancia de pico 5 e surgimento da producéo das substancias de
picos 7 e 8.

Na Fase 1 de crescimento da cepa, a comparacao entre o controle e a amostra cultivada em
temperatura maior (30 °C) mostra o aumento da quantidade dos metabdlitos expressos pelos
picos 2, 3 e 6; supressdo do metabdlito de pico 5; manutencéo da producgdo da substancia de
pico 4 e surgimento da producdo da substancia expressa pelo pico 1. Na Fase 2, esse mesmo
tratamento mostra a supressdo da producdo das substancias de picos 2, 7 e 8; sensivel
diminuicdo na producdo das substancias expressas pelos picos 6 e 9 e manutencdo na
producdo das substancias de picos 3 e 4.

Ainda na tabela 15, a comparacdo entre os dados obtidos dos perfis cromatogréficos dos
controles e das amostras cultivadas em irradiancia 100-120 umol fétons m2.s™ (Tratamento
2), mostra 0 seguinte: na Fase 1, houve aumento nas produgdes das substancias expressas
pelos picos 3, 4, 6 e 9; supressdo de 2 e 5 e surgimento de 7 e 8. Na Fase 2, houve
manutencdo das quantidades de 3 e 4; diminuicdo nas de 6, 7 € 9 e supressao de 2 e 8.

Esses dados mostram que na Fase 2, para 0s controles, 0 numero e a quantidade de
metabolitos sintetizados € maior do que na Fase 1.

Mostram também que, na Fase 1 do tratamento 1, ha o surgimento de um metabdlito
distinto dos que aparecem nos controles ou em qualquer outra condicdo e que na Fase 2, ha
diminuigdo do numero de metabdlitos sintetizados.

Para o tratamento 2, na Fase 1, observa-se a supressao de 2 metabolitos produzidos pelo
controle, porém observa-se também a sintese de 2 metabdlitos que foram sintetizados pelo
controle, na Fase 2 de crescimento (substancias expressas pelos picos 7 e 8), e que teriam
entdo, suas sinteses antecipadas.

Todas essas observagdes comprovam a influéncia das mudancas das condigdes de cultivo,

no metabolismo desse organismo.
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Tabela 15. Tempo de retencéo e as correspondentes &reas dos picos obtidos por CLAE
para o controle SPC777 e diferentes tratamentos. C=Controle; T=Tratamento; F= Fase.

N° do TR Area Area Area Area Area Area
pico (min.)  (MAUmin-)  (MAUmin-Y)  (MAU.min-)  (MAU.min-")  (MAU.min-Y)  (mAU.min-)
C.SPC C.SPC
777 F.1 777 F.2 T.1F.1. T1F.2 T.2F.1 T.2F.2

1 I R — 2,8

2 18,6 2,5 1,1 43 S —
3 19,1 7.9 11,2 11,2 11,5 15,0 12,4
4 23,6 3,1 13,7 3,2 12,2 5,0 13,0
5 26,2 73y A — S
6 30,5 13,2 30,0 16,1 14,0 19,9 12,2
7 TG o <R — 2,6 1,3
8 711 Y J— 33 e e 10—
9 42,9 31,1 36,4 23,6 22,9 371 238

5.1.1.4. TRATAMENTO 3 (COMPETICAO)

PERFIL CROMATOGRAFICO DAS FRACOES 3 DAS AMOSTRAS DAS CEPAS SPC 338 E

777 (CONTROLES) E DE AMOSTRA DO TRATAMENTO 3.

As figuras 51 — 53 mostram o perfil cromatografico das amostras na fase 1 da curva de

crescimento.

SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #2 Uv_VIS_2
300 |mAU ~ VWL:239 nm
1 8 5
o o
4 N b
200 r§ %
T — § ﬁ.
1) % @ T
100 §t 2 ©
i 3P
.ot min
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 51. Cromatograma do controle SPC777, fase 1 da curva de crescimento.
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SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #28 Uv_Vis_2

mAU VWL:239 nm

Figura 52. Cromatograma do controle SPC338, fase 1 da curva de crescimento.

SEQUENCIA MC-LR FERNANDA #20 Uv_ViIs_2
250 mAU VWL:239 nm
. I~
[v)
— e
i o]
i )
b=
100 ] § @ § E
—] - -
] 3 T
Q
. -
N min
-20 R — R — T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 53. Cromatograma do tratamento 3 (competicédo), fase 1 da curva de crescimento.

Na tabela 16, temos o tempo de retencdo (Tr), as areas dos picos e 0s respectivos
espectros de UV, da fragdo 3 para o estudo de competigdo, as amostras correspondem a fase 1

da curva de crescimento. Os valores correspondem a média (n=3).



Tabela 16. Tempo de retencdo (Tr.), areas dos picos e correspondentes espectros de UV, obtidos por CLAE.
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A tabela 17 apresenta as areas dos picos obtidos nas corridas cromatograficas
realizadas para a fracdo 3 no tratamento 3.

No tratamento 3 observou-se que houve supressdo dos picos 1, 3 e 10, produzidos pela
cepa SPC 338 e supressédo dos picos 2, 4, 7, 8 e 12, metabolizados pela cepa SPC 777 e foi
observado o surgimento dos picos 5 e 11 (tabela 17).

Assim, foram comuns a cepa SPC 338 e ao material em competicdo, as substancias
expressas pelos picos 9 e 13, esta Gltima produzida em maior quantidade; das substancias
sintetizadas pela cepa SPC 777, apenas a expressa pelo pico 6 foi sintetizada no tratamento 3
(tabela 17).

Observou-se, também, que nessa condicdo (competicdo), ndo houve producdo de
microcistinas (Trs e espectros UV da tabela 16). Segundo Santos (2009), microcistinas,
seriam substancias alelopéticas, ou seja, interfeririam na competicdo entre espécies, como 0
autor observou na competicdo entre M. aeruginosa e C. raciborskii, onde foi observado o

aumento de até 53% na sintese de microcistina.

Tabela 17. Tempo de retencéo e as correspondentes areas dos picos obtidos por CLAE

para os controles e tratamento 3. C=Controle; T=Tratamento

_ Area R Area R Area
N° do pico . (mAU.min™) . (mAU.min™) . (mAU.min™)
(min) ¢ spcazg (M) ¢ gpcy7r  (Min) T.3
1 18,2 4,3
2 18,6 2,5
3 18,8 7,8
4 19,1 7,8
5 19,3 9,0
6 23,6 3,1 23,6 4.7
7 26,2 2,6
8 30,5 13,1
9 30,6 19,8 30,6 11,6
10 36,7 44 3
11 39,5 1,1
12 429 31,1
13 43,3 28,9 43,1 36,4
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5.1.2. ANALISES QUANTITATIVAS DE SAXITOXINAS POR CLAE.

5.1.2.1.DETERMINAGAO DA AREA INTEGRAL DE FLUORESCENCIA DA SAXITOXINA E DE

GONIAUTOXINA |11

A tabela 18 relne as massas empregadas, o tempo de retencdo (Tr) e as &reas dos picos
gerados por amostras dos padrdes de saxitoxina (STX) e de goniautoxina Il (GTX-III), nas
analises cromatograficas realizadas para determinacdo da &rea do pico dessas duas

cianotoxinas.

Tabela 18. Massas, tempos de retencdo e correspondentes areas dos picos de GTX-Ill e STX,
obtidos por CLAE.

Massa Tr Area do pico

() (mAU.min™)
GTX-III 4,9x 103 12,083 0,5362
STX 10 13,467 142,757

A figura 54 apresenta o perfil cromatografico de amostra de STX (padrdo), cujo tempo de

retencdo, nas condicdes descritas no material e método, é de 13,47 minutos.

Sequencia Saxitoxina Fernanda #29 EMISSION

800

—_mV EM:390 nm)|

SXT

3-13,467

500

250

= 12142888 /

I min
T T T

-50 — | ; —
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0

Figura 54. Perfil cromatografico de amostra do padrdo de STX, com Tr=13,47 minutos.

A figura 55 apresenta o perfil cromatografico de amostra do padrdo de GTX-III, cujo

tempo de retencdo, nas condic¢Bes descritas no material e métodos, é de 12,08 minutos.
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‘Sequencia Saxitoxina Fernanda #8 EMISSION

4’00me EM:390 nm

- 2

_ =]

i o

. Gxt -
2,50 \ -~
1,25

1 min
0,50 I . ‘ ‘ .

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0

Figura 55. Perfil cromatografico de amostra do padrdo de GTX-II, com Tr=12,08 minutos.

5.1.

2.2.ANALISE DE SAXITOXINAS

As figuras 56-58 mostram o perfil cromatogréfico de amostras derivatizadas da fragéo
1 dos controles SPC338 e SPC 777 e do tratamento 3. Na amostra controle SPC 338, 0s picos

em Tr=12,06 e Tr= 13,57 minutos indicam a presenca de GTX-III e de STX, respectivamente

(figura 56). No tratamento 3, o pico em Tr=12,06 indica a producdo de GTX-III (figura 57),

porém ndo foi detectado o pico relativo a STX. A figura 58 apresenta o perfil cromatogréafico

da cepa SPC777, comprovando a auséncia de toxinas do grupo das saxitoxinas. Foram

analisados 24 cromatogramas de amostras da cepa SPC777, sendo que todos comprovaram a

auséncia de saxitoxinas; por esse motivo, apresentamos apenas o cromatograma resultante da

analise de amostra do controle.

‘Sequencia Saxitoxina Fernanda #3 EMISSION

40’0_mV EM:390 nm

7 N

* A
25,0 C

| A

i Gxt -1l B
12’5_, ~a g Sxt

] S /

7 I8 TT

T min
<Y | ' | | '

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0

Figura 56. Cromatograma da amostra controle SPC338, fase 1 de crescimento.
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‘Sequencia Saxitoxina Fernanda #7 EMISSION
12.0 mv g EM:3920 nm
d g
- Gxt- 11 L
i ~
5,0
min|
-1,0 T T T I T T T T T T T T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0
Figura 57. Cromatograma da amostra no tratamento 3, fase 1 de crescimento.
Sequencia Saxitoxina Fernanda #20 EMISSION
10.0 m\/ EM:390 nm
5,0
min
'0,1 T T T | T T T | T T T | T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0

Figura 58. Cromatograma da amostra SPC777 do controle, fase 1 de crescimento.

A tabela 19 apresenta o tempo de retengdo, as areas dos picos e suas correspondentes
massas obtidas por comparacdo com os padrées, além das concentracdes de GTX e de STX,

nas amostras da cepa controle SPC338 e do tratamento 3.

Tabela 19. Tempos de retencéo, areas dos picos, massas e concentracdes de GTX Il e STX da
cepa controle SPC338 e do tratamento 3.

_ TR Area do pico Massa Concentracéo
Replicas (min.) (mAU min™) (1) (ug mL™
SPC338
GTX I
D 12,08 2,593 0,024 474,10
E 12,06 5,111 0,047 9,34.10™

F 12,08 3,342 0,031 6,11. 10
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SXT
D 13,59 0,559 0,039 7.80. 10"
E 13,58 0,931 0,065 13,10. 10™
F 13,61 0,672 0,047 9,40. 10™

Tratamento 3

GTX I
M 12,082 1,669 0,015 3.05. 10"
N 12,103 2,035 0,019 3,72.10™
O 12,123 1,564 0,014 2,86. 10

STX

M
N — .
0

A figura 59 compara a média das massas de GTX e STX do controle de Raphidiopsis

brokii (SPC338) e do tratamento 3 (competicao).

0.08-
a
0.06- _I_
g a
rcs -
@ 0.04 —l—
©
= ab
0.02-
| | b
0.00 T T T T
C.338Gtx Il C.338Sax. T.3Gtx Il T. 3 Sax

Figura 59. Valores das médias das massas de GTX e de STX do controle de Raphidiopsis brokii

(SPC338) e do tratamento 3 (competi¢do). Valores medios (n=3). Médias seguidas por letras

distintas diferem entre si segundo o teste de varidncia (ANOVA) fator unico (o= 0,05).

C=Controle; T=Tratamento; Gtx=Goniautoxina Ill; Sax=Saxitoxina.

Na tabela 20 estdo os dados calculados da producéo de GTX-III, por célula, tanto para

o0 controle, quanto para o tratamento, os quais mostram a diminui¢do da producéo de GTX-III

por célula, no tratamento 3 (competi¢éo).
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Tabela 20. Valores do niimero de células por mL™, das concentraces de GTX nas amostras,

quantidades de GTX por célula e as respectivas médias.

NUmero de Concentracéo de Quantidade de Média da
células. mL-: GTX GTX por célula quantidade de
' (g .mL™) (ug.células ™). GTX
(ug.células ™)
Controle 4.8.10" 1,5.10”7
SPC338 3.236 9,4.10 2,9.107 2,1.107
6,2.10" 1,9.107
Tratamento 3 3,05. 10" 1,5.10”
SPC338 2.017 3,72.10* 1,8.107 1.6.107
2,86.10™ 1,4.107

A SPC777, em pesquisa anterior (Sant’ Anna et al. 2010), mostrou-se produtora de
variantes de saxitoxinas, as quais ndo foram detectadas pelas analises quimicas realizadas no
presente trabalho.

Um estudo molecular da cepa, realizado para embasamento de sua identificacdo
taxondmica, evidenciou a presenca do gene mcyA (Lorenzi 2004), um dos envolvidos na
sintese de microcistinas, motivo pelo qual foi feita também a pesquisa quimica dessas
cianotoxinas, que também ndo foram detectadas em nossas analises. Entretanto, cada um dos
tratamentos a que a cepa SPC777 foi submetida, causou modificacdo em seu metabolismo
quer suprimindo a sintese de algumas substancias, passando a produzir outras ou antecipando
a producdo de um determinado metabdlito (tabelas 15 e 17).

Também houve variacbes na quantidade de metabolitos produzidos nos diferentes
tratamentos, ficando evidente a variacdo na producdo de saxitoxina na cepa SPC 388
(controle) sem mudanga nas condicdes adotadas para 0 experimento, mas apenas por interacdo
com a cepa SPC777, observacdo comparavel as compiladas por Leflaive & Ten-Hage 2007

O fato de ndo ter havido retorno da producédo de saxitoxinas, pela cepa SPC777, leva a
suposicdo de ocorréncia de mutacdo genética com perda da capacidade de produzir
saxitoxinas. A perda total da capacidade de produzir determinada toxina, no caso saxitoxina,
por um organismo foi relatada por Martins et al. (2004), para um clone do dinoflagelado
Alexandrium lusitanicum. Essa perda foi atribuida & manutencdo da cultura. Possiveis
explicacBes para essa mudanca incluem mutacfes genéticas ou efeitos do tratamento

prolongado com antibidticos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A temperatura de 30°C (tratamento 1) demonstrou ser mais desfavoravel ao crescimento da
cepa SPC777 Microcystis aeruginosa. No entanto, nesta condicdo de cultivo a cepa
apresentou maior biomassa (biovolume) devido ao aumento das dimensdes celulares. Quanto
a producdo de clorofila a ndo houve diferencas significativas entre este tratamento e o

controle.

O aumento da irradiancia para 100-120 umol fétons m™?. s (tratamento 2) ndo apresentou
influéncia sobre o rendimento celular, a biomassa e as dimensfes celulares nas fases
analisadas. A irradiancia influenciou na concentracdo de clorofila a apenas na fase inicial de

crescimento.

A cepa SPC777 ndo sintetizou as microcistinas LR e RR e nenhuma variante de saxitoxinas
no controle e nem nos tratamentos analisados. No entanto, com o aumento da temperatura
para 30 °C houve producdo de um metabolito distinto dos que apareceram nos controles e nos

demais tratamentos (irradiancia e competicao).

Com o aumento da irradidncia (tratamento 2) houve antecipacdo da sintese de dois
métabolitos (tabela 15).

O estudo de competicdo mostrou que a cepa SPC777 sofreu muito mais com a competicao por
recursos do que a cepa SPC 338, considerando que o seu rendimento celular diminuiu em
40%. Um dos fatores que pode ter interferido nestes resultados é a presenca de toxinas
produzida pela cepa SPC 338.

O estudo de competicdo mostrou que a cepa SPC338 diminuiu a producao de goniautoxina I11
e inibiu sua producdo de saxitoxina, 0 que poderia estar relacionado a competicdo pelo

nitrogénio e fosforo que sdo essenciais aos varios processos metabolicos.

Com relagdo a morfometria, a cepa SPC777 apresentou mudancas na morfologia e nas
dimensGes celulares apenas com o0 aumento de temperatura, portanto, a irradiancia e a

competicdo nédo tiveram influéncia sobre estes parametros.
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A cepa SPC777 mostrou-se sensivel ao longo periodo em cultura, apresentando perda de
aerotopos e auséncia de producdo de toxinas. Aparentemente pode ter ocorrido alguma
alteracdo genética, pois, diferentemente do que ocorreu com a cepa SPC338, ndo foi possivel

alterar estes processos nos diferentes tratamentos.
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Resumo: Efeitos da temperatura, irradiancia e competicdo no crescimento e na producéo de
cianotoxinas da cepa SPC777 - Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing (Cyanobacteria).

O género Microcystis € um dos que mais causam problemas em &guas continentais de todo
mundo devido a sua alta capacidade de formar floragcbes e produzir toxinas. A literatura
mostra que a espécie mais conhecida e estudada do género é M. aeruginosa que é amplamente
distribuida em todo o mundo, frequentemente forma floracdes e é produtora de microcistinas.
De acordo com a literatura, fatores como temperatura, luz e nutrientes afetam diretamente o
desenvolvimento e a concentracdo de toxinas nas células. Tais fatores determinam a taxa de
crescimento bem como a sintese das toxinas. Assim, nosso objetivo é o estudo dos efeitos da
temperatura, irradiancia e competicdo sobre o desenvolvimento, morfometria e producao de
toxinas da Cepa SPC777 Microcystis aeruginosa. A escolha da cepa SPC777 baseou-se no
fato que durante a triagem toxicolégica do banco de culturas de cianobactérias do Instituto de
Botanica esta cepa mostrou-se capaz de produzir variantes de saxitoxinas. Porém, apos sete
anos em cultivo, a cepa deixou de produzir esta toxina. A cepa estudada foi coletada em 2000
e é procedente do reservatorio Billings, Estado de S&o Paulo, que é destinado ao
abastecimento publico e lazer. A cepa utilizada para o estudo de competicdo foi SPC338
(Raphidiopsis brookii) coletada em 1997 no mesmo reservatorio. Estas cepas sdo mantidas no
Banco de Cultura de Algas e Cianobactérias da Secdo de Ficologia do Instituto de Botanica,
em sala com condicdes controladas: irradiancia de 40-50 pmol fétons m2.s™, temperatura
23+2 °C, meio ASM-1 (pH 7,4) e fotoperiodo de 14h luz: 10h escuro. As cepas mantidas
nestas condi¢bes foram designadas como material controle. Os diferentes tratamentos
analisados sdo os seguintes: Tratamento 1 — cepa SPC777 mantida nas mesmas condicdes do
controle com excecdo da temperatura que foi alterada para 30 °C; Tratamento 2: cepa SPC777
mantida nas mesmas condicdes do controle com excecdo da irradiancia que foi alterada para
100-120 pmol fotons m™. s, Tratamento 3: Estudo de competicdo com R. brookii. Para o
tratamento 3, os experimentos foram realizados sob as mesmas condic¢des do controle. Foram
estabelecidas curvas de crescimento para 0s controles e para os tratamentos, em trés
repeticdes (n=3). Foram realizadas contagens do nimero de células mL™ a cada dois dias para
a densidade e célculo do biovolume. Com base nas curvas de crescimento, foram retiradas trés
sub-amostras de 400 mL na Fase 1 de crescimento (15° dia) e outras trés na Fase 2, para 0
controle da SPC 777 (31° dia) e para os tratamentos 1 e 2 (27° dia) Para o controle da SPC
338 e tratamento 3 foram retiradas amostras de 400 mL apenas na Fase 1. As sub-amostras
foram estudadas morfometricamente ao microscopio Optico, com ocular de medi¢do. Foram

feitas 30 medidas de cada caracteristica métrica de interesse taxondmico. Todas as diferentes
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fases de crescimento foram descritas e ilustradas. As cepas em estudo ja foram identificadas
em termos moleculares. A analise estatistica utilizada para comparacdo de medias foi a de
variancia (ANOVA) fator unico, seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey. Quanto
ao desenvolvimento, a maior taxa de crescimento ocorreu no tratamento 2. Na Fase 1, o
controle SPC777 apresentou maior rendimento celular, porém, este ndo se diferenciou
estatisticamente do tratamento 2. Para a Fase 2, o tratamento 1 diferenciou-se do controle e do
tratamento 2 quanto ao rendimento celular. Porém, apesar do tratamento 1 apresentar menor
rendimento celular em relagdo ao controle e tratamento 2, ndo apresentou diferenca estatistica
em relacdo a biomassa. A maior concentracdo de clorofila a ocorreu no tratamento 1, porém
este ndo se diferenciou do controle. A menor producdo de clorofila a ocorreu no tratamento 2.
Em relacdo a morfometria houve diferenca estatistica apenas no tratamento 1, onde ocorreu
maior didmetro celular tanto na fase 1 quanto na fase 2. O tratamento 3 (competi¢do) mostrou
que a cepa SPC338 teve grande influéncia sobre o desenvolvimento da cepa SPC777,
diminuindo o seu rendimento celular em 40%. Em relacdo a cepa SPC338, a interacao
aumentou sua taxa de crescimento e o rendimento celular aumentou 90%. No entanto, mesmo
com a influéncia da cepa SPC338, a cepa SPC777 apresentou maior rendimento celular (6,04.
10°%) do que a cepa SCP338 cujo rendimento foi de 1,73. 10° Quanto & producio de toxinas no
controle da cepa SPC338, houve producdo de saxitoxina e goniautoxina, sendo a producao de
saxitoxina maior do que a de goniautoxina. Porém, na interacdo (tratamento 3) ndo houve
producdo de saxitoxina e a producdo de goniautoxina foi menor do que a encontrada no
controle. J& a linhagem SPC777 ndo apresentou toxicidade (microcistinas e saxitoxinas) no
controle e em nenhum dos tratamentos analisados. A cepa SPC 777 mostrou-se sensivel ao
longo periodo em cultura, apresentando perda de aer6topos e auséncia de producdo de toxinas.
Aparentemente pode ter ocorrido alguma alteracdo genética, pois, diferentemente do que
ocorreu com a cepa SPC 338, ndo foi possivel alterar estes processos nos diferentes

tratamentos.

Palavras- chave: Microcystis aeruginosa, desenvolvimento, microcistinas, saxitoxinas.
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Abstract: Effects of temperature, irradiance, and competition on the cell development and
toxins production of the strain SPC777 - Microcystis aeruginosa (Kditzing) Kitzing
(Cyanobacteria).

Microcystis is one of the most important genera in relation to bloom formation and toxins
production in freshwaters all over the world. According to the literature, M. aeruginosa is the
commonest species of the genus, is widely distributed worldwide and frequently forms
blooms and produces microcystins. Temperature, light and nutrients directly affect the cell
development and the toxins concentration. Thus, our aim is the knowledge of the effects of
temperature, irradiance, and competition on cell development and toxins production by strain
SPC777-Microcystis aeruginosa. The choice of strain SPC777 was made based on its
capacity of producing saxitoxins. However, after a seven-year culture this strain stopped
producing these toxins. The studied strain was collected in the year 2000 from the Billings
Reservoir, Sdo Paulo State. Strain SPC338 (Raphidiopsis brookii), used for the competition
study, was collected in 1997, in the same reservoir. Both strains are kept in the Cyanobacteria
Culture Collection of the Institute of Botany - SP, under controlled conditions: irradiance 40-
50 umol photons m?.s?, temperature 23+2°C, culture medium ASM-1 (pH 7.4) and
photoperiod 14h light: 10h dark. The strains kept in these conditions were called control. The
analyzed treatments are the following: Treatment 1 — SPC777 kept in the same conditions as
the control, except for the temperature that was changed to 30 °C; Treatment 2: SPC777 kept
in the same conditions as the control, except for the irradiance that was changed to 100-120
umol photons m?. s Treatment 3: study of competition with R. brookii (carried out in the
same control conditions). Both control and treatments data were placed in growth curves,
always in triplicate (n=3). Every two days, cell counting (cells/mL) was performed to
determine density and biovolume. Based on the growth curves, three subsamples (400m/L)
were taken in the phase 1 (15° day) and three others in the phase 2 (for SPC777 control it was
in the 31° day; to treatments 1 and 2 was in the 27° day). For SPC 338 control and treatment
3, subsamples of 400/mL were taken only in phase 1. The subsamples were studied under the
optical microscope and 30 measures of each metric characteristic were taken for the
taxonomic study. All the different growth phases were described and illustrated. The
statistical analysis used for the media comparison was a one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by the Tukey Test. In relation to cell development, the highest growth
rate was found in the treatment 2. In phase 1, the control SPC777 presented higher cell yield,
but it was not statistically different from the treatment 2. To phase 2, the treatment 1 was
different, in relation to cell yield, from the control and treatment 2. However, in spite o the
treatment 1 to present lower cell yield than the control and treatment 2, there are no statistical
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differences in relation to biomass. In relation to morphometry, there were statistical
differences only in treatment 1, which presented greater cell diameter both in phase 1 and
phase 2. Treatment 3 (competition) showed that strain SPC338 had great influence on
SPC777 development, reducing 40% of its cell yield. Concerning strain SPC338, competition
increased its growth rate and cell yield increased 90%. Even considering the influence of
strain SPC338, strain SPC777 had higher cell yield (6,04.10° than strain SCP338 (1,73.10°).
Related to toxins production, there was saxitoxin and goniautoxin production in the control of
strain SPC338, and the production of saxitoxin was greater than that of goniautoxin. In the
competition study there was no production of saxitoxin and the goniautoxin production was
lower than that of the control. Strain SPC777 produced toxins (microcistins and saxitoxins)
neither in the control condition nor in the different treatments. The strain SPC777 was
affected by the long culture period, presenting loss of its capacity to form aerotopes and to
produce toxins. Some genetic alterations must have occurred, since it was not possible to

modify these processes in the different treatments, as it occurred with the strain SPC338.

Key words: Microcystis aeruginosa, development, microcistins, saxitoxins.
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