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RESUMO

ESTUDO ECOFISIOLOGICO DE Symechocystis aquatilis £ aquatilis
(Cyanophyceae) E PRODUGCAO DE MICROCISTINA EM CULTIVOS UNIALGAIS E
MISTOS.

A ocorréncia de ‘blooms’ toxicos de cianoficeas em lagos eutroficos, rios e
reservatorios tém sido freqiiente.

As toxinas de cianoficeas podem causar envenenamento de mamiferos, aves, peixes
e efeitos diversos na saide piblica. As hepatotoxinas sio as toxinas mais comum
produzidas pelas cianoficeas, ¢ t&m recebido uma maior atengdo devido a sua atividade
biolégica e ampla destribui¢io. Entretanto, os mecanismos controladores dessas
cianotoxinas ainda ndo foram devidamente esclarecidos, embora ja existam evidéncias da
dependéncia de fatores nutricionais para a estimulagdo do crescimento e da sintese dessas
hepatotoxinas.

Estudos prévios com a cepa (NPBS-2) da espécie Synechocystis aquatilis £
aquatilis demonstraram que essa cepa presentava um alto grau de hepatotoxicidade quando
crescida em cultivos mistos com a cloroficea Monorraphydium convolutum.

Em vista de tal fato, realizaram-se experimentos com cultivos unialgais e mistos com
as especies citadas acima, visando compreender quais os possiveis fatores que poderiam
estar estimulando a produgio de microcistina pela espécie S. aquatilis f. aquatilis.

Para tanto foram realizados cultivos das espécies nos meios padrdes;: ASM-1 e Z-8 e
em meios modificados chamados por nés de ‘Especial’e “Reconstituido’. Nesses meios a
composigo nutricional foi diferenciada dos meios padrdes de cultivo utilizados.

Durante os experimentos, acompanhamos o estado fisiologico das culturas através
da contagem de células e por analises de clorofila a, carboidratos e proteinas intra e
extracelulares.

A variagdo de produgdo de microcistina foi avaliada por bioensaios com
camundongos, imunoensaios e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Os cultivos ralizados em meio Z-8, que apresenta em sua composigio uma

concentragdo de nitrato 3 vezes maior que no meio ASM-1, apresentaram um bom

vii
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crescimento celular. No entanto, nesse meio de cultivo as células crescidas em condi¢Bes
unialgais e mistas nfo se mostraram toxicas. J4 os cultivos mistos realizados em meio
ASM-1 apresentaram uma alta toxicidade.

A composi¢do quimica dos nutrientes dos meios de cultivos utilizados alterou

significativamente a taxa de crescimento de ambas as espécies crescidas em cultivos

‘unialgais e mistos. A produgio de microcistinas também variou nessas diferentes condigoes

de cultivo.

Os cromatogramas obtidos por HPLC evidenciaram que as células de S. aguatilis £
aquatilis crescidas com proporgdes diferentes de M. convolutum apresentaram uma
variagdo quali-quantitativa na produgio de microcistinas.

Portanto, devemos considerar que além dos fatores fisicos e quimicos, ja
determinados em outros trabalhos, o crescimento celular das cianoficeas e a produgio de
microcistinas por esses organismos podem ser afetados por fatores biologicos associados a

relagSes interespecificas.

viii
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ABSTRACT

ECOPHYSIOLOGICAL STUDIES OF Synechocystis aquatilis f aquatilis

(Cyanophyceae) AND MICROCYSTIN PRODUCTION TN UNIALGAL AND MIXED
CULTURES.

The ocurrence of toxic ‘blooms’ of Cyanophyceae in eutrophic lakes, rivers and
reservoirs has been frequent.

Cyanophyceae toxins may cause poisoning of mammals, birds, fishes and several
effects in public health. Hepatotoxins are the most common toxins produced by
cyanophyceae and have been receiving more attention due to their biological activity and
wide distribution. Nevertheless, the controlling mechanisms of cyanotoxins production has
not been fully understood yet, although there are already some evidences of dependency on
nutritional factors for the stimulation of growth and synthesis of these hepatotoxins.

Previous studies with the strain NPBS-2 of Synechocystis aquatilis £. aquatilis have
shown that this strain presented a high degree of hepatotoxicity when grown in mixed
cultures with the Chlorophyceae Monorraphydium convolutum,

Due to this fact, experiments with unialgal and mixed cultures were carried out with
both species with the aim of understanding which are the likely factors that would be
stimulating the production of microcystins by Syrechocystis aquatilis f aquatilis.

The cultures of both species were carried out in ASM-1 and Z-8 standard media
and in modified ‘Special” and ‘Reconstitued” media which have the nutritional composition
modified from ASM-1 and Z-8 media respectively.

During the experiments, we followed the physiological state of the cultures by cell
counting and by analysis of chlorophyl-a, intra and extracellular carbohydrates and protein.

The variation in microcystin production was evaluated by mouse bioassay,
immunoassay ang Hight Performance Liquid Chromatography (HPLC).

The cultures carried out in Z-8 medium, which is three times more concentrated in
nitrate than ASM-1 medium, showed a good cellular growth. However, in this culture

medium, cells grown in unialgal and mixed conditions have shown no toxicity. Nevertheless,

the mixed cultures carried out in ASM-1 medium showed high toxicity.

ix
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The chemical composition of the culture media significantly affected the growth of
both species in unialgal and mixed cultures. Microcystins production also varied under these
different culture conditions.

The chromatograms obtained by HPLC evidenciated that S. aquatilis f. aquatilis

grown in different proportions of M. convolutum presented a variation in both quality and

‘quantity of microcystins production.

Therefore, one must consider that besides the physical and chemical factors already
determined in other studies, the cellular growth of cyanophyceae and microcystins

production by these organisms may be affected by biological factors related to interespecific

interations,
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Consideracdes Gerais:

A classe Cyanophyceae faz parte do tnico grupo de algas que possui organizago
celular procaridtica, uma das formas mais primitivas de vida. As cianoficeas também sdo
conhecidas como cianobactérias e diferem dos eucariotos por ndo apresentarem uma
estrutura organizada do seu material genético, citoplasmatico e auséncia de nicleo
(Carmichael, 1994).

As cianoficeas sdo o unico grupo de microorganismos procariontes que possuem
um sistema fotossintético similar ao dos eucariotos (Ho & Krogmann, 1992). Sio
formadas por espécies unicelulares, colénias e filamentosas (Gibson & Smith,1982), podem
apresentar mucilagem ao redor de sua membrana citoplasmatica, que as protegem do
estresse ambiental. Algumas espécies possuem estruturas especializadas na fixagdo de
nitrogénio atmosférico, chamadas de heterocistos. A fixagio do nitrogénio é favorecida
quando as concentra¢Ges de nitrato € amonia do ambiente aquatico se tornam muito baixas.
Esse nitrogénio atmosférico é convertido em amdnia pela agfio da enzima nitrogenase. Os
processos bioquimicos que envolvem a fixag@o de nitrogénio siio complexos e requerem a
transferéncia de energia das células vegetativas para os heterocistos (Yoo ef al.,1995).

A capacidade das cianoficeas em armazenar os nutrientes, quandoc a sua
concentragdo no meio esta em excesso, confere grande vantagem, visto que essas reservas
podem ser utilizadas para o crescimento celular em condigdes de limitacdo de nutrientes.

O nitrogénio € armazenado principalmente nas cianoficinas, estruturas exclusivas
das cianoficeas, que sdo polimeros de alto peso molecular, compostos de aspartato e
arginina (Newman et a/.,1987). O fosforo é armazenado em corpos de polifosfatos.

Algumas espécies podem produzir células diferenciadas, chamadas de acinetos, que
sao estruturas especializadas que funcionam como um esporo de resisténcia em condiges
ambientais adversas, permitindo a célula sobreviver por longos periodos (Yoo ef al.,1995).

Todas as cianoficeas contém como pigmentos a clorofila a e as ficobilinas, que sio
complexos de pigmentos protéicos, baseados em ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina,
que determinam a cor caracteristica do organismo - verde-azulada. As ficobilinas comp&em
um sistema de antena que auxilia na captagdo de luz para a fotossintese e protege a

clorofila da fotooxidagiio (Kromkamp,1987).
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profundidade em que tanto a intensidade luminosa quanto os nutrientes sejam satisfatério
para o seu crescimento (Kromkamp ef a/,,1987;, Humphries & Lyne, 1988).

As cianoficeas sfo conhecidas por produzirem uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios, que incluem compostos que agem como hormdnios, antibidticos,
aleloquimicos e toxinas (Gleason & Wood,1987;, Carmichael,1991; Cood,1994). Esses

" metabolitos secundarios vém despertando grandes interesses bioquimicos, farmacoldgicos e

biotecnologicos.
As toxinas sio conhecidas hd mais de 100 anos (Francis 1878-citado em
Moore,1977), e estdo classificadas em dois grupos principais: as neurotoxinas e as

hepatotoxinas.
1.2. - As Neurotoxinas :

As neurotoxinas (figura 1) sdo alcaloides produzidos principalmente pelos géneros
Anabaena,  Aphanizomenon,  Oscillatoria e  Trichodesmium  (Mahmood &
Carmichael, 1986; Sivonen ef al., 1989; Carmichael ef al., 1990; Skulberg ef al., 1992). Esses
géneros estdo caracterizados por produzirem cinco tipos diferentes de neurotoxinas,
quimicamente ja definidas.

A anatoxina-a (antx-a), um analogo da cocaina, foi a primeira toxina de cianoficea
de 4gua doce a ser definida. E uma amina secundéria biciclica 2-acetil-9-azabiciclo(4.2.1)
de peso molecular de 165 daltons. Esse alcaldide neurotdxico age nas ligagGes sinapticas
como um potente agente despolarizador e bloqueador neuromuscular, afetando os
receptores de acetilcolina nicotinicos e muscarinicos. Essa toxina compete pelos receptores
da acetilcolina, entretanto ndo é degradada pela acetilcolinesterase, levando a uma super
estimulagio dos musculos (Edwards ez al ,1992; Carmichael, 1994; Sivonen,1996)

Os sinais clinicos de neurotoxicoses em animais de laboratorio sfo: fasciculagdo
muscular, diminuigdo dos movimentos, colapso neuromuscular, dor abdominal, cianose,
convulsdes e morte. A morte pode ocorrer de poucos minutos 4 poucas horas. A
concentracio letal média' (CLso) aplicada em camundongos intraperitonialmente (i.p.) ¢ de
200 pg/kg da toxina purificada (Carmichael, 1991).

A anatoxina-a(s) - (Antx-a{s)) é uma outra neurotoxina produzida por algumas

espécies de cianoficeas, que promovem, além dos sintomas j4 descritos, uma intensa
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salivagdo. Antx-a (s) ¢ um organofosforado, inibidor da colinesterase (Mahmood &
Carmichael, 1986b,1987- citados em Carmichael,1992),

Estruturalmente, a Antx-a(s) € um tnico ester N-hidroxiguanidina metil fosfato, de
peso molecular de 252 daltons, sendo 10 vezes mais tOxica que a Antx-a, com CLsy de
20 pg/kg (Carmichael, 1991; Sivonen,1996).

As afantoxinas também sdo neurotoxinas, produzidas por algumas cianoficeas.
Evidéncias cromatograficas e farmacoldgicas estabeleceram que as afantoxinas sdo
formadas, principalmente, de dois alcaldides extremamentes tOxicos; as saxitoxinas (STX)
¢ as neosaxitoxinas (NEOSTX). Essas toxinas ja sdo conhecidas. Sdo produzidas pelos
dinoflagelados marinhos, que formam as marés vermethas (PSP - parallytic shellfish
poisoning). As afantoxinas agem, inibindo a condu¢do nervosa, bloqueando o canal de

sodio, afetando, assim, o transporte sédio-potdssio pela membrana (Carmichael, 1991)

! Valor que representa a dose estimada, que causa a morte de 50% da populagiio exposta

a toxina,
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Figura 1 - Estrutura das neurotoxinas produzidas por cepas dos géneros Anabaeana,

Aphamizomenon e Oscillatoria, (a) anatoxina-a, (b) anatoxina-a(s) e ( ¢) saxitoxina (se R

for um H) ou neosaxitoxina (se R for uma OH).
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1.3 - As Hepatotoxinas :

As hepatotoxinas sdo as toxinas mais comumente produzidas por cianoficeas,
principalmente dos géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc,
Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Gloeotrichia e Coelosphaerium (Carmichael, 1992;
Carmichael & Falconer,1993).

A maioria das hepatotoxinas, até agora, caracterizadas, sio heptapeptideos ciclicos,
conhecidos como microcistinas ou pentapeptideos, chamados nodularinas. S#o inibidores
potentes e especificos de proteina fosfatases, doé tipos 1A e 2A (PPl e PP2) (Falconer &
Bucker,1989; Erickson et a/,1990; Honkanen et af,1990., Mackinitosh es al.,1990;
Carmichael, 1994, Vasconcelos ef al,1995). As hepatotoxinas causam danos aos
hepatocitos, as células do figado, através dos receptores dos acidos biliares, promovendo
uma desorganizagdo dos filamentos intermedidrios e dos microfilamentos de actina, que
sdo os polimeros protéicos do citoesqueleto. Assim, ocorre uma diminuigio do tamanho
dos hepatdcitos. Consequentemente, o figado perde a sua arquitetura e passa a desenvolver
graves problemas hepaticos (Nakano et al.,1991; Lindholm et al.,1992; Chen et al.,1993;
Carmichael, 1994; Yu,1994.; Claeyssens et al.,1995).

Os heptapeptideos toxicos de cianoficeas tém peso molecular de, aproximadamente,
1000 daltons (Kenefick ef a/.,1992), e sdo considerados, quimicamente, bastante estaveis.
Em experimentos de laboratério, observou-se que essas toxinas podem permanecer ativas,
na agua, por aproximadamente 3 semanas (Harada ef al.;1996).

Os sinais clinicos das hepatotoxicoses tém sido observados em animais de
laboratorio e de campo e incluem fraqueza, anorexia, vmito, extremidades do corpo frias
e palidas e diarréia. A morte pode ocorrer de poucas horas a poucos dias apds a exposigio
inicial a toxina, resultado de hemorragia intra-hepitica e choque hipovolémico,
caracterizado pelo aumento de cerca de 100% do peso do figado (Carmichael, 1994).

As microcistinas (figura 2) foram as primeiras hepatotoxinas identificadas, isoladas
da espécie Microcystis aeruginosa (Bishop ef al.,1959). A estrutura dessas microcistinas
foi determinada como sendo um heptapeptideo monociclico, composto de trés
D-aminoacidos, dois L-aminoacidos e dois amino4cidos nfo wusuais; N-
metildehidroalanina (Mdha) e 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4, 6-acido
dienoico, conhecido abreviadamente como: Adda (Nakano ef a/., 1991; Luukkainen et a/.,
1994).
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A diferenga estrutural das, aproximadamente, 50 microcistinas ja descritas, depende
principalmente das variagGes de dois L-aminoacidos e da presenga ou auséncia de grupos
metilados em B-Me-Asp e/ou Mdha (Carmichael, 1992). As variagbes dos dois L-
aminoacidos podem gerar combina¢Bes, conhecidas como microcistina-LA (leucina-
alanina); -LR (leucina-arginina), -YR (tirosina-arginina); -YA (tirosina-alanina), -RR
(arginina-arginina) e YM (tirosina-metionina). Outra caracteristica importante da molécula
de microcistina é a presenga do B-aminoacido Adda. Esse aminoacido aumenta a
hidrofobicidade de toda a molécula de microcistina, sendo também encontrado nas
nodularinas. E considerado essencial para sua atividade biolégica (Carmichael,1994;
Harada et al.,1996; Sivonen, 1996).

As nodularinas (figura 3) sdo pentapeptideos ciclicos ¢ sua estrutura € bastante
semelhante & das microcistinas y-D-écido glutdmico, B-D-eritro-B-acido metil aspéartico,
L-arginina, 2-(metilamino)-2-4cido  dehidrobutirico (Mdhb) e Adda (JiSi &
Carmichael, 1994).

As microcistinas e nodularinas est3o envolvidas na promogfo de tumores de figado
em pessoas expostas & doses sub-letais por longos periodos, sendo que a principal via de
contagio € a dgua, de consumo oral (Carmichael, 1994; Ohta e? a/.,1994; Rudolph-Béhner
et al.,1994).

A cilindrospermopsina, recentemente isolada de Cylindrospermopsis raciborskii,
representa um novo tipo de hepatotoxina. E um alcaldide citotéxico, com peso molecular
de 415 daltons. A sua CLsp em camundongos (1.p.) € de 2,1 mg/kg, em 24 horas e 0,2
mg/kg, em 5-6 dias. Essa cianotoxina mostra 0s mesmos sintomas das hepatotoxinas ja
descritas, e ainda pode causar danos nos rins, timo e coragio (Harada ef al.,1994; Ohtani

et al.,1992-citados em Sivonen,1996).
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Figura 2- Estrutura das microcistinas, X ¢ Y representam os dois aminoacidos que podem

variar ¢ R' e R sdio os locais de possiveis metilagdes, (*) indica o amino4cido Adda.

¢

g N
HN  NH,

Figura 3 - Estrutura das nodularinas produzidas por cepas da espécie Nodularia spumigena

(*) indica o aminoacido Adda.
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1.4 - Efeitos Ecolégicos :

As principais conseqiéncias do crescimento intensificado das cianoficeas sfo a
mortandade dos animais aquaticos (peixes, zoopldncton e macroinvertebrados), devido a
presenga das cianotoxinas ou a desoxigena¢do da agua, e o agravamento da qualidade de
‘agua resultante da decomposi¢do dessa matéria orginica (Barica ef al.,1980)

As cianotoxinas ja foram detectadas em quase todos os ecossistemas aquaticos,
causando varios danos para a sociedade. Os animais selvagens e domésticos podem ser
afetados através da ingestdo da dgua de locais contaminados com células toxicas, que se
concentram as margens do corpo d’sgua ou em locais de facil acesso (Tester, 1991).

Edwards ef a/.(1992) relataram casos de cachorros mortos na Escocia apds a
ingestdo de 4gua contaminada com cianoficea toxica, 0 que foi confirmado com as anlises
do contetido estomacal.

Segundo Anderson ef al.(1993), nos ultimos verdes dos EUA, vém se observando
sérios problemas na industria pesqueira de salmdo, tendo sido observado um inibidor de
proteina fosfatase nos figados dos peixes, que foi cromatograficamente igual a

microcistina-LR.
1.5- Efeitos na Saide Piblica :

As cianoficeas também apresentam um risco para a safide publica. As intoxicagdes
humanas podem ocorrer pelo contato com a 4gua com células toxicas, pelo consumo de
peixes de locais contaminados e pela contaminagio de reservatorios de abastecimento
publico (Hunter,1992).

A utilizacdo da agua contaminada com cianoficeas téxicas para consumo humano,
sem o tratamento adequado para a retengdo das células toxicas ou das toxinas, pode ser a
causa de surtos de doengas agudas e cronicas, dependendo da dose e tempo de exposigdo
(Vasconcelos,1994; Hunter,1992).

Viérios casos de intoxica¢Ses humanas ja foram relatadas. YU (1994) fez uma
pesquisa na China, onde constatou uma alta taxa de mortalidade por carcinona
hepatocelular, Verificando-se uma maior incidéncia de cdncer de figado na populagdo que
era abastecida com 4gua contaminada com cianoficeas toxicas, predominando o género

Microcystis. Sabendo-se que as microcistinas sdo promotoras de tumores, este autor
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associou as areas de abastecimento de agua nfo tratada ao alto mimero de casos de
carcinoma hepatocelular.

No Brasil, 75% das cepas isoladas dos corpos d’igua contaminados com
cianoficeas mostraram-s¢ toxicas nos bioensaios com camundongos (Costa &
Azevedo,1994; Azevedo ef al.,1994).

Em 1988, ocorreu na Bahia uma grave epidemia de gastroenterite que atingiu a
regido de Paulo Afonso, logo apdés o alagamento do reservatorio de Itaparica. Foram
registrados aproximadamente 88 obitos, devido a uma intensa diarréia. Todas as 2.392
pessoas’ infectadas apresentaram os sintomas tipicos das hepatotoxicoses. As anilises da
agua revelaram a presenca de algas flageladas pigmentadas e cianoficeas do género
Anabaena e Microcystis (Teixeira et al.,1993).

Os sinais clinicos das intoxicagdes humanas por esses peptideos hepatotoxicos
incluem rinites alérgicas, conjutivites e dermatites; nos casos mais agudos pode-se ainda
observar febre, diarréia, vémitos, anorexia, hepatomegalia e hepatite (Hunter,1992).

Um outro caso grave aconteceu em 1996 na cidade de Caruaru, Pernambuco, onde
varias pessoas que faziam o tratamento de hemodialise passaram a desenvolver os sintomas
tipicos das hepatotoxicoses, 0 que ocasionou até agora o 6bito de mais de 60 pessoas. Foi
verificado a presenga de microcistina no sangue e nos figados das pessoas infectadas, assim
como no filtro de carvio ativado da clinica de hemodialise (Azevedo, 1996).

Estudos realizados na Finlandia tém mostrado que o tratamento convencional da
agua que inclui os processos de coagulagdo com sulfato de aluminio ou cloreto de ferro,
filtrag8o em areia e cloragdo, ndo sfo suficientes para a remog¢3o das hepatotoxinas e
neurotoxinas. As baixas concentragbes de carvio ativado (5 mg/L) removem somente 20-
30% das hepatotoxinas e 60% das neurotoxinas, enquanto que a remogéo de 95-100% das
toxinas se da apenas quando utilizados os processos de ioniza¢do ¢ adsorgdo com carvao
ativado. E importante ressaltar que a remogdo das toxinas esta ligada a natureza da agua e

a qualidade e quantidade de carvéo ativado utilizado (Bernazeu & Eaux-Dumez,1994).

? - 70,6% dos individuos hospitalizados faziam parte de uma faixa etdria com menos de 5

anos.
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Falconer et al. (1994) relatou que, na Austrélia, um reservatério de abastecimento
publico estava contaminado com células toxicas de Cylindrospermopsis raciborskii e o
Unico tratamento foi a cloragio. Apds uma semana foi notificado uma epidemia de
hepatoenterites que hospitalizou 136 pessoas.

O processo de degradagio das hepatotoxinas pode levar de varias semanas a
‘meses, enquanto que as neurotoxinas so facilmente degradadas pelos microorganismos,
convertendo-as em produtos nfo toxicos. A degradagio total das microcistinas em
ambientes aquéticos ird depender da sua concentragfio inicial, dos microorganismos
presentes, da temperatura da agua, do pH e das disponibilidades de outras fontes de
carbono organico (Jones & Orr.,1994).

De acordo com o "Guidelines for Canadian Drinking Water Quality-Supporting
Documentation” (6rgdo responsavel pelo controle de aguas no Canad3), a concentragdo
maxima permitida de peptideos toxicos nas aguas de abastecimento publico ¢ de 1pg/L, e
nas aguas utilizadas para recreagdio o nimero maximo de cianoficeas é de 20.000
células/mL (Falconer ez a/.,1994)

Ainda n3o ha um tratamento adequado para aplicar nas pessoas intoxicadas com as
hepatotoxinas produzidas pelas cianoficeas. Alguns antibidticos tém sido utilizados
experimentalmente em camundongos, na prevengdo da a¢fio das microcistinas no figado.
Podemos citar a ciclosporina-A, rifamicina ¢ silimarina. Esses antagonistas tém se
mostrado eficazes quando administrados antes ou ao longo do contato com a toxina (Yoo
et al, 1995). A ciclosporina-A bloqueia a toxicidade das microcistinas nos hepatocitos,
oferecendo completa prote¢dio & dose letal, quando administrada 24 horas antes do contato

com as microcistinas (Hermansky et a/.,1990; Stoner ef al.,1990).

10
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1.6 - Fatores Ambientais que Influenciam a Produ¢io de Toxina :

As cianoficeas sdo freqiientes em ambientes aquaticos eutrofizados, principalmente
os ricos em fontes de nitrogénio e fosforo. O crescente aumento do processo de
eutrofizagdo nos rios, lagos, reservatérios e no mar, devido as grandes descargas de
esgotos  domésticos, residuos de fabricas e embarcagBes, vem ocasionando um
crescimento intensificado de cianoficeas em todo o mundo (Yoo ef g, 1995; Lindholm et
al.,1992).

As cianoficeas, principalmente dos géneros Microcystis, Oscillatoria,
Aphanizomenon e Anabaena, quando apresentam um crescimento intenso, podem formar
"blooms" ou "scuns”. Os "blooms" ocorrem quando o excesso de nutrientes propiciados
pelas condigBes ja mencionadas, convergem com outros fatores como alta intensidade
luminosa, temperatura de 15 a 30°C, ventos calmos ¢ pH de 6 a 9 (Carmichael, 1994;
Utkilen & Gj@lme.,1992), formando na superficie do corpo d’4gua uma intensa camada de
células que podem atingir a espessura de até 75 centimetros. Nos "scuns" hi um intenso
crescimento de microalgas que ficam dispersas na coluna d’agua. Os "blooms" ou "scuns"
sdo formados pela predomindncia de uma determinada espécie, esta pode apresentar cepas
toxicas e ndo toxicas.. Além disso, podem ter uma aparéncia desagradavel, exalar forte
odor e comprometerem os usos potenciais do corpo d’agua (Carmichael, 1992,1994;
Azevedo et al ,1994).

As toxinas contidas nas células sdo liberadas somente quando ocorre a lise celular
ou mudangas na permeabilidade da membrana celular (Lukac & Aegerter.,1993)

Os fatores que determinam a toxicidade de um "blooms" ou "scuns” ainda ndo estdo
esclarecidos, mas ji se sabe que a disponibilidade de nﬁtrientes, intensidade luminosa, pH,
temperatura ¢ a morfometria do corpo d’agua podem influenciar na predominéncia de
cepas toxicas. Sabe-se, entretanto, que. as condigdes favoriveis para um oOtimo de
crescimento celular nfio sio necessariamente as mesmas que determinam uma alta
produgdo de toxinas (Carmichael, 1986, 1992).

A temperatura é conhecida como um dos fatores que afetam a produgfo de toxinas.
Altas temperaturas de 32 a 36°C promovem uma alta taxa de crescimento e uma redugio
de até 4 vezes a produgdo de hepatotoxina pela espécie Microcystis aeruginosa, quando
comparadas com as c¢lulas mantidas em temperatura de 28°C (Robarts & Zohary,1987).

Esses dados concordam com os resultados de Sivonen (1994) que verificou uma atenuagio

11
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na produgdo das neurotoxinas e hepatotoxinas produzidas pelas espécies Nodularia,
Oscillatoria, Anabaena e Aphanizomenon, quando cultivadas em temperaturas mais
baixas.

Utkilen & Gj@lme (1992) verificaram que a produgio de hepatotoxina pela espécie
Microcystis aeruginosa, em condigdes de cultivo, aumentava com a intensidade luminosa e
‘observaram uma diminui¢do na produgdo de toxina a partir de 40 uE.m?>s'. Molica
(1996) também observou em seus experimentos uma diminuigio na produgio de
microcistina, com a alteracdio de intensidade luminosa de 40 para 180 pE.m?2s™.

As altas intensidades luminosas e temperatura também podem afetar a capacidade
das células para a producdo de vacuolos gasosos, dificultando assim a flutuabilidade das
células (Yoo et af,,1995).

O efeito do pH na produgfio de toxina e crescimento celular de Microcystis
aeruginosa foi observado por Ellof & Van Der Westhuizen (1981) e seus resultados
mostraram que uma menor toxicidade foi obtida em pH 9,0, onde ocorreu um bom
crescimento celular,

Entre os varios metais pesados testados, somente zinco e ferro mostraram afetar
significativamente a produgZo de microcistinas pela espécie M. aeruginosa. Lukac &
Aegerter (1993) verificaram que o zinco era necessdrio para o Otimo de crescimento
celular e produgdo de toxina, enquanto que, a auséncia de ferro estimulava de 20 a 40% a
producdo de toxina e inibia o crescimento celular. Esses autores levantaram a hipotese de
que a produgio de microcistina pode ser uma resposta a condigio de estresse ambiental.

E sabido que a produgio de toxina € afetada pela composicio do meio de cultivo,
por raz0es ainda nfio esclarecidas (Watanabe, 1996).

De acordo com Carmichael (1986), a toxicidade de uma cepa de Anabaena flos-
aquae tornou-se mais fraca ou indetec-:tével quando a espécie foi transferida do meio
ASM-1 para o meio BG-11, que possui em sua composi¢io 2,7 vezes mais nitrato que o
meio ASM-1. A habilidade da cepa para produzir toxina foi restabelecida quando
novamente cultivada em meio ASM-1.

Entretanto, segundo Sivonen (1990), o aumento da produgio de hepatotoxinas por
Oscillatoria agardhii se deu com o aumento da concentragdo de nitrogénio de 0,42 mg/L
para 0,84 mg/L. no meio de cultivo. Esses dados concordam com os de Watanabe &
Oshi(1985) que reportaram uma diminui¢io da toxicidade da espécie M. aeruginosa,

quando a concentragio de nitrogénio no meio MA foi reduzida de 1/10 para 1/20 do nivel

12
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Cood & Poon (1988) verificaram esse mesmo comportamento no meio BG-11, quando
foram reduzidas as concentra¢Bes de nitrogénio e carbono inorganico do meio de cultivo.

Sivonen (1994) relatou que baixas concentragbes de fosforo diminuiram a
produgdo de hepatotoxinas, mas ndo alteraram a sintese das neurotoxinas.

Watanabe (1996) observou que quando nitrato era adicionado em uma cultura de

" Nodularia, onde a produgdo de toxina e a clorofila estavam diminuindo, o resultado foi um

aumento para ambos.

As cepas toxicas mantidas por muito tempo em meio rico em nutrientes podem
perder ou diminuir a sua capacidade de produzir toxinas (Carmichael,1986). No
Laboratorio de Cultivo e Fisiologia de Microalgas, UFRJ, também foi observado esse
comportamento em algumas cepas: Symechocystis aquatilis f. salina, Microcystis sp.
(hepatotoxinas) e Anabaena flos-agquae (neurotoxina).

A razio N:P também é um importante fator que influencia a produgio de toxinas.
Sabe-se que as cianoficeas preferem ambientes aquaticos com a razio N:P menor que 29.
Além disso, alguns estudos sugerem que os ‘blooms’ de cianoficeas estdo associados com
uma baixa taxa N:P (McQueen & Lean,1987).

As cianoficeas geralmente sfo os tipos de algas dominantes nos ecossistemas
aquaticos e a ocorréncia ¢ dominincia estdo diretamente ligadas a baixa taxa N:P. A
espécie dominante nem sempre € a espécie fixadora de nitrogénio. Isso pode indicar que
algumas espécies sdo capazes de assimilar o nitrogénio orginico, através do seu proprio
metabolismo ou viver em sinergismo com as bactérias (Yoo ef al.,1995).

Domingos et al., (1994) verificaram que durante um crescimento intenso de
cianoficeas na Lagoa da Barra, Marica - RJ, a disponibilidade de nitrogénio na coluna
d’4gua teve papel preponderante sobre a estrutura e o funcionamento da comunidade
fitoplanctdnica. As cianoficeas se mostraram dominantes quando as concentragdes de
nitrogénio no meio foram menores que 2-3 pmol/L.

Keating (1987) e Jones (1988) estudaram alguns produtos excretados em cultivo
misto de algas e bactérias, e verificatam que esses produtos poderiam ter uma agdo
estimuladora, inibidora efou competitiva quanto ao crescimento, dependendo da sud
concentrac¢io e das condigGes de cultivo. Os principais produtos excretados pelas algas sdo
de baixo peso molecular: carboidratos, lipideos, peptideos, fosfatos orgénicos, substéncias

volateis, vitaminas, antibidticos e toxinds (Hama & Handa,1987; Jones,1988).

13
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Guartier et al. (1978) observaram que a producfo de antibiotico pelas espécies
Asterionella japonica e Chaetoceros lauderi era estimulada na presenga de luz. Essas
espécies quando crescidas na presenga do dinoflagelado Prorocentrum micans,
apresentavam uma produgdo ainda maior de antibidtico, sugerindo que P. micans poderia
estar excretando substincias para o meio de cultivo, que induziriam uma maior produgio
de antibiotico.

Sdo poucos os trabalhos que relatam a produgdo de toxina pelo género
Synechocystis. Azevedo & Carmouze (1994) observaram um crescimento intenso de
cianoficeas na Lagoa da Barra, com predomindncia da espécie S. aquatilis . salina,
provavelmente relactonada com uma mortandade de peixes filtradores da espécie Brevootia
tyrannus aurea (savelha). Esses peixes apresentaram sinais evidentes de morte causada por
hemorragia das vias respiratorias e digestivas o que levou a hipétese de intoxicagio.

Na Florida (EUA), a espécie Synechocystis sp. era utilizada como um suprimento
protéico na dieta alimentar para as aves e porcos. A dieta alimentar com 10 a 20% dessa
alga para as aves ocasionou a mortandade de 100% destes animais. As aves com
suprimento protéico de apenas 5% de algas apresentaram sintomas de paralisia. Todas as
aves mortas exibiram severas lesdes no figado. Os porcos nio mostraram sintomas
cianotoxicos (Lincoln & Carmichael, 1989).

O presente trabalho originou-se de um estudo sobre a produgdo de hepatotoxinas
pela espécie Synechocystis aquatilis forma aquatilis. No decorrer dos experimentos foi
observado que os cultivos toxicos estavam contaminados com a espécie Monorraphydium
convolutum (Chlorophyceae). Iniciou-se entdo um processo de reisolamento da cianoficea
€, para nossa surpresa, resultou em cultivos unialgais de S. aquatilis £ aquatilis que nio
apresentavam toxicidade.

Em vista de tais fatos, foi levantada a hipotese de que, provavelmente, a produgio
de toxina pela cianoficea era influenciada ou estimulada pela presenca de Monorraphydium
convolutum nas culturas, ja que nfo hi relatos na literatura de espécies de cloroficeas

produtoras de toxinas.

14
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2- OBJETIVOS

Para verificagdo da hipotese levantada, o presente trabalho teve como objetivo principal:

- Compreender melhor quais os possiveis fatores que poderiam estar estimulando a

‘produgdo de hepatotoxinas pela espécie Synechocystis aquatilis f. aquatilis;

E como objetivos secundarios:

- Estudar o crescimento e variagGes fisiologicas da espécie Symechocystis aquatilis f.
aquatilis (NPBS-3) sob condigfes unialgais em diferentes meios de cultivo, e verificar a

produgio de toxinas nas condi¢es de cultivo unialgais.

- Estudar o crescimento da espécie Synechocystis aquatilis £ aquatilis em cultivo misto
com Monorraphydium convolutum nos meios ASM-1 e Z-8, e verificar a produgdo de

toxinas nos cultivos mistos.

15
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Condigdes de Cultivo:

As espécies Symechocystis aquatilis £ aquatilis (NPBS-2) (Cyanophyceae) e
Monorraphydium convolutum (NPBS-3) (Chlorophyceae) estdo sendo mantidas em culturas
unialgais ¢ mistas, no Laboratério de Cultivo e Fisiologia de Microalgas, no Nucleo de
Pesquisa de Produtos Naturais, UFRJ, em condigdes ndo axénicas.

A espécie S. aquatilis £ aquatilis foi isolada a partir de amostras fitoplanctonicas da
populagio natural da Baia de Sepetiba (Lat. 22° 50° 00”’S, Long. 43° 50° 00>’W), por
arrastros horizontais com rede de 20 pm.

A espécie M. convolutum foi isolada a partir de uma contaminagdo nos cultivos
iniciais de S. aquatilis . aquatilis

O cultivo misto consiste no crescimento simultdneo da espécie S. aquatilis f.
aquatilis com M. convolutum em diferentes percentuais, Os diferentes percentuais de M.
convolutum foram estabelecidos através da contagem do mimero de células.mL™ das duas
espécies no final do cultivo.

Neste trabalho, essas espécies foram cultivadas utilizando-se como meios padrées o
ASM-1 (Gorham ef al., 1964 - citado em Gibson & Smith, 1982) e o Z-8 (Staub, 1961), sob
intensidade luminosa de 55 pmol de fluxo de fotons m“z.s'l, sob temperatura de 25+2°C, pH
8,0, aeragdo continua e fotoperiodo natural, obtido com uso de uma foto-célula colocada
proximo a janela da sala de cultivo.

Foram realizados cultivos unialgais das duas espécies em meios modificados
chamados por nés de "Especial" e "Reconstituido”. Nesses meios, a composigio quimica
nutricional foi diferenciada do meio de cultivo padrio utilizado.

Todos os experimentos realizados,. nas diferentes condigdes de cultivo, utilizaram

triplicatas para cada condi¢o testada,
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As espécies citadas acima foram cuitivadas em condi¢Ges unialgais e mista, em meio

ASM-1 (Tabela 1).

Os cuitivos mistos foram realizados a partir de uma contaminag¢do no cultivo da

Durante o cuitivo das espécies foram analisados os seguintes parimetros:

- contagem diaria do mimero de células.mL™;

- determinag¢fo da concentragdo de clorofila a, de 3 em 3 dias;

espécie Synechocystis aquatilis £. aquatilis com Monorraphydium convolutum (cloroficea)

- determinagdo da concentrag@io de proteinas intracelulares e extracelulares, de 3 em

3 dias;

- determinagio da concentragdo de carboidratos intracelulares e extracelulares, de

3 em 3 dias;

- verificagdo da concentragio de hepatotoxinas no final do cultivo.

(

Tabela 1 - Composigiio do meio ASM-1 (mg.L™):

NaNO; 170,7
MgCl, 6H,0 40,9
MgS04.7H,0 489
CaCl;.2 H;0 29,0
KH,PO, 17,3
Na,HPO,.12H,0 35,7
H;BO, 2,47
MnCl, 4H,0 1,38
FeCl;.6H,0 1,08
ZnCl, 0,32
CoCL.6H,0 0,08
CuCl, 0,014
EDTANa, 0,92

Agua deionizada 1000 ml
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3.1.2 - Cultivos Unialgais e Misto em meio Z-8:

As mesmas espécies foram cultivadas em meio Z-8 (Tabela 2), em culturas unialgais e

mista. Durante os cultivos das espécies foram determinados os seguintes pardmetros:
- contagem do nimero de células.mL™, de 3 em 3 dias;
- determinagio da concentragiio de clorofila g, de 3 em 3 dias;

- verificagdo da concentragio de hepatotoxinas no final do cultivo,

Tabela 2 - Composigio do meio Z-8 (mg.L™):

NaNO; 466,9
Ca(NO;),.4H,0 59,0
MgS0,.7H,0 24,97
K,HPO, 24,0
Na,CO, 21,10
FeCl; 6H,0 2,80
EDTA-Na, 3,70
NaNO..2H;0 0,27
(NH;)Mo;0,4.211,0 0,87
KEr 1,19
KI 0,83
ZnS0,.7H,0 2,80
Cd(NO,;),.4H,0 1,26
Co(NO;),.6H,0 1,45
CuS0,.5H,0 1,24
NiSO,(NH,)S0,.6H,0 1,88
Cr(NO;);.5H;0 0,40
V;0s 0,11
AL(S0,);.9H,0 2,52
H;BO; 31,0
MnSQ0,.4H;0 22,2
Agua deionizada 1000 mL
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3.1.3 - Cultivos em meio "ASM-1 Especial”:

Cultivo de M. convolutum foi realizado com 1500 mlL de meio ASM-1, durante 25
dias. Esse cultivo tive suas células separadas do meio por centrifugagdo, o sobrenadante foi
filtrado em filtro de borosilicato (Millipore AP-20 - 47mm) e acetaio celulose (Millipore -
25mm, poro de 0,65 um) em condigSes assépticas, sendo entdo utilizado para o preparo de
um novo meio ASM-1, chamado por nos de meio "ASM-1 Especial”.

Nesse novo meio foi inoculada e cultivada a espécie S. aquatilis f. aquatilis.

O mesmo procedimento foi realizado a partir de cultivos de S. aquatilis . aquatilis
em meio ASM-1, Esse cultivo apds 25 dias tive suas células separadas por centrifugacio ¢ o
sobrenadante tratado da mesma forma descrita acima, sendo entdo utilizado para o
crescimento da espécie M. convolutum.

Durante o crescimento das espécies no meio "TASM-1 Especial” foram analisados os
seguintes parametros:

- contagem do mimero de células mL", de 2 em 2 dias;

-verificacdo da concentragdo de hepatotoxinas no final do cultivo.
3.1.4 - Cultivos em meio “Z-8 Especial”:

As especies S. aquatilis f. aquatilis e M. convolutum foram cultivadas, seguindo a
mesma metodologia descrita no item 3.1.3, utilizando-se o meio de cultivo Z-8.

Durante esses cultivos foram analisados os mesmos parimetros citados no item
3.1.3.
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3.1.5 - Cultivos em meio "ASM-1 Reconstituido™:

Foram realizados cultivos de M. convolutum, em triplicatas, utilizando-se 8 litros de
meio ASM-1 para cada cultura. Durante o 72, 14% e 212 dia de cultivo foram retirados 1500

mL, sendo as células separadas do meio de cultivo por centrifugagdo. O sobrenadante foi

- filtrado em filiros de borosilicato e acetato de celulose, sob condigdes assépticas, como

descrito no item 3.1.3. Esse filtrado foi utilizado para o preparo de um novo meio ASM-1,
chamado por nés de "ASM-1 Reconstituido”,

Para tanto, analisou-se previamente as concentragfes de nitrato e ortofosfato ainda
presentes nos filtrados, seguindo a metodologia de Mackareth ez al. (1978).

As concentragdes determinadas para ortofosfato e nitrato {umol) com 7, 14 ¢ 21 dias

foram:
ortofosfato nitrato
7 dias 60,15 730,65
14 dias 63,29 947,15
21 dias 57,42 1.288,61

A partir dos resultados dessas andlises, houve uma complementagio desses
nutrientes, de acordo com a concentragio original do meio ASM-1 (nitrato - 2000 pmol e
ortofosfato - 200 pmol). Os demais nutrientes foram acrescentados na concentragfio original
do meio ASM-1. Neste meio "ASM-1 Reconstituido” foi inoculada e cultivada a espécie S.
aquatilis . aquatilis.

Durante os cultivos foram analisados os mesmos parimetros citados em 1.1.
3.1.6 - Cultivos com meio "ASM-1 Modificado™;

Foram realizados cultivos unialgais e misto com as espécies citadas, utilizando-se o
meio "ASM-1/2", que corresponde a concentragiio de nutrientes original do meio reduzida a
metade. A outra variagio do meio de cultivo foi ASM-1 com as concentragdes de nitrato e
fosfato reduzidas a metade, 0 "ASM-1 com NP/2",

Nestas condigdes, as culturas nio foram analisadas para nenhum pardmetro de
crescimento. Apds 20 dias de cultivo, as células foram separadas do meio de cultivo por
centrifugacdo, liofilizadas e testadas quanto a sua toxicidade.

Todas as condi¢des de cultivo estio resumidas na Tabela 3.
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3.2 - Parametros fisiologicos analisados durante os cultivos:

3.2.1 - Contagem de células para determinaciio da taxa de crescimento, tempo médio

de duplicacio e raziio maxima de crescimento:

A contagem do niimero de células.mL foi realizada em microscépio 6tico, utilizando
Hemocitdmetro de Fuchs-Rosenthal. A taxa de crescimento relativo () ¢ tempo médio de

duplicagéio (G) foram calculadas segundo as equagdes descritas em Fogg & Thake (1987),

n= (ln N2-In Nl) / (tz = tl)
onde;
p = Taxa de crescimento (velocidade especifica de crescimento),

N; e N, = Niimeros de células.mL ™ nos tempos t; e t;.
A partir de p podemos calcular o tempo médio de duplicagio (G),
G=In2/p

Determinamos a razdo méaxima de crescimento (R) das culturas, que corresponde ao
nimero maximo de células.mL™” atingido durante a curva de crescimento dividido pelo

numero de células.mL™ do inéculo.

R= R[ / Ro
onde:
R; = Nimero méximo de células.mL!

Ro = Numero inicial de células.mL™* .
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3.2.2 - Concentragio de clorofila a:

As variagdes das concentragSes de clorofila a foram determinadas apés a filtragio de
um volume conhecido da amostra em filtro de borosilicato (AP-20 Millipore - 13mm). A este

filtro foram adicionados 5 mi. de metanol 100 % e, ap6s a agitagio em vortex, a suspensdo

" foi incubada durante 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Em seguida, essa

suspens@o foi centrifugada a 1600g por 10 minutos, em centrifiuga Fanen modelo 206-R.

O sobrenadante foi retirado e a detecgio da clorofila a foi determinada por
espectrofotometria a 665 nm (Shimadzu, modelo UV - 1601). Para o calculo da
concentragio de clorofila a, utilizou-se o coeficiente de extingdo determinado por
Mackinney (1941).

3.2.3 - Concentraciio de proteinas intra e extracelulares:

De acordo com a metodologia proposta por Bradford (1976), as analises para a
determinagfio das proteinas intracelulares foram iniciadas filtrando-se um volume conhecido
da amostra em filtros de borosilicato (Millipore AP-20 - 13mm). A estes filtros foi
adicionado I mL de NAOH IM, promovendo uma digestéio alcalina. Os filtros foram entdo
incubados por 15 minutos em banho-maria a 100°C. Posteriormente, neutralizou-se as
amostras com 1 mL de HCI 1M, centrifugou-se e retirou-se 1 mL das amostras, ao qual foi
adicionado um volume igual do reagente Coomassie-blue.

A determinagdo das proteinas extracelulares foi realizada utilizando-se 1 mL do
filtrado de cada amostra. Ao filtrado foi adicionado um volume igual do reagente de
Coomassie-blue. |

A absorbancia foi determinada a 595 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo
UV -1601). O célculo das concentragbes das proteinas intra e extracelulares foi feito

utilizando-se uma curva de soro albumina bovina como padrio.
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3.2.4 - Concentraciio de carboidratos intra e extracelulares:

As andlises de carboidratos foram realizadas seguindo a adaptagfio do método de
Dubois (1956) para amostras fitoplanctdnicas, proposta por Myklestad & Haug (1972).

A extragdo dos carboidratos intracelulares se deu ap6s a filtragio de um volume
conhecido da amostra, em filtro de borosilicato (Millipore AP-20 - 13mm). Ao filtro foi
adicionado 1 mL de 4cido sulfirico 80 %. Essa mistura foi mantida por 24 horas i
temperatura ambiente, sendo a reagdo interrompida com a adicdo de 6 mL de 4gua
deionizada, em banho de gelo. A amostra foi entdo centrifigada e retirou-se 1 mL do
sobrenadante, ao qual foi adicionado 0,5 mL de fenol 5% e posteriormente 2,5 mL de 4cido
sulfirico concentrado. O frasco contendo o extrato permaneceu esfriando em 4gua, a
temperatura ambiente, durante 30 minutos,

A determinag@o dos carboidratos extracelulares foi realizada utilizando-se 1 mL do
filtrado de cada amostra. Ao filtrado foi adicionado 0,5 mL de fenol 5% ¢ 2,5 mL de 4cido
sulfurico concentrado, deixando essa solugdo esfriar, 2 temperatura ambiente, por 30
minutos.

A absorbincia foi determinada a 485 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo
UV - 1601). O célculo das concentragSes de carboidratos intra e extracelulares foi realizado

utilizando-se uma curva padrio de glicose.

3.3 - Anailise de Toxicidade:

A verificagio da concentragdo de hepatotoxinas foi realizada utilizando-se pelo
menos um dos trés métodos de detecgo: bioensatos, imunoensaios ou HPLC. Esses trés
métodos diferem quanto ao nivel de detecgdo, e a escolha do método foi em funcdo da

disponibilidade de biomassa para analise e/ou nivel de sensibilidade desejado.
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3.3.1 - Bioensaios:

Em todos os cuitivos testados quanto a toxicidade, as células se encontravam na fase
estacionaria de crescimento.

Os testes de toxicidade foram realizados através de bioensaios com camundongos

* Swiss (peso corporeo variando de 19 a 25 gramas) por inje¢Ses intraperitoniais (i.p.) do

material celular liofilizado ressuspenso em solugdo de cloreto de sodio 0,9 %.

Foram realizadas inoculagGes em volumes decrescentes do material celular liofilizado,
até a ndo ocorréncia da morte, chegando-se a concentragio letal minima (CLmin.),
confirmada com a inoculagdo em pelo menos 3 animais.

Todos os sintomas foram observados e o peso do figado de cada animal morto foi

verificado logo apos a morte.
3.3.2 - Imunoensaios:

Essa parte do trabalho foi realizada com a colaboragio do Laboratério do Prof
Wayne W. Carmichael da Wright State University, Dayton, Ohio, EUA

Células liofilizadas de S. aquatilis f. aquatilis e de M. convolutum, em condi¢Ses de
cultivo unialgais e mista, foram testadas para a verificagdo da produgfio de microcistinas por
imunoensaios, realizados com anticorpos policlonais para microcistina-LR, através da técnica
de ELISA (enzime-linked immunosorbent assays), descrita para detecgiio de microcistinas

por Chu et al. (1989).
3.3.3 - Extracio e Purificagio das Hepatotoxinas:

A extragio das toxinas foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Krishnamurthy et al. (1986), onde o material celular liofilizado sofreu extragdo com uma
solugdo de butanol/metanol/agua (20:5:75 v/v), durante 1 hora, com agitagio em
temperatura ambiente,

Esta suspensdo foi centrifugada por 30 minutos, em uma centrifuga Fanen, modelo
FR 22 a 3500g, recolhendo-se o sobrenadante. Este procedimento foi repetido por mais duas

vezes com o precipitado.
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Os sobrenadantes obtidos foram reunidos e evaporados até a reducgio a 1/3 do seu
volume inicial. Este extrato foi passado em um cartucho de octadesilsilano (C-18), sendo o
material retido eluido com 30 mL de 4gua deionizada, metanol 20 % e metanol 100 %,
respectivamente.

A fragio de MetOH 100 % foi evaporada a secura e ressolubilizada em agua
deionizada; este volume foi determinado de acordo com o peso de células liofilizadas
utilizadas para iniciar a extragio. Essa solugfo foi entfio filtrada em filtro de nylon (didmetro
de 13 mm, poro de 0,45 pm, Millipore) e purificada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), em um aparelho Shimadzu com detector U.V./Vis. SPD-10A, bombas
LC-10AS ¢ integrador CR6A. As analises foram realizadas em condi¢Ses isocraticas e fase
reversa, sendo utilizada uma coluna semi-preparativa (Supercosil LC-18, 5um, 25¢cm x 10
mm), com fase mével de acetonitrila e acetato de amdnio 20 nm, pH 5,0 (28:72 v/v), com
fluxo de 3 mL.min" e absor¢do a 238 nm.

Cada um dos picos obtidos na separagdo semi-preparativa foi evaporado a secura e
ressuspenso em 1 mL de dgua deionizada. Esta suspensdo foi filtrada em filtros de nylon e
entdo realizada uma nova purificagdo em uma coluna analitica (Lickrospher 100 RP-18,
125mm x 4 mm), utilizando-se a mesma fase moével da condigio anterior, com fluxo de 1
mL.min,

O espectro de absorgdo de cada pico foi analisado numa faixa de 195 a 300nm, com
auxilio de um fotodetector de diiodo (detector SPD-M10A - Diode array (PDA), bombas
LC-10AD), podendo-se, portanto, verificar se o pico apresentava um espectro de absor¢do
semelhante ao padrio de microcistina-LR.

Todas as analises obtidas no processo de extragio e purificagio de toxinas foram

padronizadas de modo a expressar dados quantitativos.
3.4 - Testes Estatisticos:
- Anélise de variincia e comparagdo de médias:
O tratamento estatistico das taxa de crescimento nas diferentes condigdes de cultivo
foi realizado através de andlise de varidncia e posterior comparagdo de médias (Teste de

Tukey), adotando-se um nivel de significincia de 5%. Essas analises foram realizadas

através do pacote estatistico Statistic 4.0 (Siegel, 1985).
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Tabela 3 - Resumo das condigbes de cultivo das espécies S. aquatilis f. aquatilis e M.

convolutum em cultivos unialgais e mistos. Para maiores detalhes, vide texto.

MEIOS DE COMPOSICAO PARAMETROS
CULTIVOS NUTRICIONAL ANALISADOS

- nimero de células.mL™;
- clorofila a;

ASM-1 * Tabela 1 - proteinas;
- carboidratos;

- toxicidade.

Meio ASM-1 com matéria orgénica
ASM-1 Especial excretada pelo cultivo prévio- da - nimero de células;
cianoficca ou da cloroficea. Foram  -toxicidade.

adicionados todos os nutrientes do meio

ASM-1.
Meio ASM-1 com matéra orgénica
excretada pelo cultivo prévio da - nimero de células.mL™;
cianoficea ou da cloroficea. As - clorofila a;
concentragdes de nitrato e ortofosfato - proteinas;
ASM-1 foram complementadas de modo que as - carboidratos;
Reconstituido * concentragdes desses nutrientes fossem - toxicidade.

iguais ao do meio ASM-1

ASM-1 Modificado* ASM-1/2 - toxicidade.
ASM-1 com NP/2

Z-8 ¥ Tabela 2 - pamero de celulas;
' - toxicidade.
Preparado igual ao meio ASM-1 - niamero de céluias;
Z-8 Especial * Especial, utilizando o meio padrio Z-8. - toxicidade.

* - cultivos realizados em triplicatas.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQO:

4.1 - Crescimento da espécie S. aquatilis f, aquatilis:

Todos os dados estdo apresentados como a média das trés culturas realizadas para
cada condigiio experimental, exceto para as culturas crescidas no meio "ASM-1 Especial",
onde foi analisada uma amostra para cada condigio experimental.

As curvas de crescimento das espécies S. aquatilis £ aquatilis e M. convolutum
mantidas em cultivos unialgais e mistos nas diferentes condig@es de cultivo se encontram nas
figuras 4, 5 e 6. Os valores das médias do nimero de células.mL™ e o desvio padriio se
encontram nas tabelas de 1 a 13 do anexo. Na tabela 4 estdo apresentados os valores obtidos
para as taxas de crescimento (), tempo de geragio (G) e razdo maxima de crescimento (R).

Os cultivos unialgais realizados nos meios ASM-1 e Z-8 mostraram que a espécie 5.
aquatilis f. aquatilis apresentou um aumento significativo da taxa de crescimento
relativo (1) no meio Z-8 e conseqiientemente um menor tempo de duplicagio (G)
(Tabela 4 e 37-anexo).

A composigio nutricional do meio Z-8 é mais complexa, sendo rica em fontes de
nitrogénio e micronutrientes, o que pode ter sido um dos fatores que estimularam a melhor
taxa de crescimento da espécie.

Os cultivos realizados nos meios "ASM-1 Especial" ¢ "ASM-1 Reconstituido" (Figura
4 e 5, Tabela 4), apresentaram valores proximos em suas taxas de crescimento (p),
demostrando que ndio houve influéncia da complementagio de nutrientes inorginicos no
meio. Entretanto, pode-se verificar que a cultura "ASM-1 Especial" mostrou uma maior
razio méxima de crescimento. Tal aumento do nimero de células pode ter sido ocasionado
por uma maior disponibilidade de nitrogénio e fosforo no meio "ASM-1 Especial”, uma vez
que nessa condicdo houve uma complementa¢io total dos nutrientes utilizados no meio
ASM-1, sem se considerar as concentrac;(')és de nitrogénio e fosforo ainda presentes no meio.
Desta forma, uma maior concentragéo de nitrogénio e fésforo no meio "ASM-1 Especial"
teria permitido 4s células manterem sua taxa de duplicagio por um maior periodo e,
conseqlientemente, obteve-se uma maior razio de crescimento.

No meio "ASM-1 Reconstituido”, o maior tempo de cultivo prévio de M.
convolutum parece ndo ter influenciado o aumento da taxa de crescimento de . aquatilis f.
aquatilis, uma vez que as culturas com 7, 14 e 21 dias ndo apresentam uma variagio

significativa em nenhuma das trés condig@es de cultivo testadas (Tabela 37 do anexo).
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A taxa de crescimento de S. aquatilis f. aguatilis no meio ASM-1 foi inferior is

obtidas nos meios "ASM-1 Especial" ¢ "ASM-1 Reconstituido”, indicando que a presenca da

matéria orgénica excretada nos meios de cultivos, dada pelo crescimento prévio de M.
convolutum, estimulou a obtencio de maiores valores na taxa de crescimento (Tabela 4).
Para essas condiges, a anélise estatistica (Tabela 37 do anexo) revelou que ocorreu uma
variagdo significativa entre os resultados do meioc ASM-1 e os do meio "ASM-1
Reconstituido™,

Os dados da taxa de crescimento referentes aos cultivos de S, aquatilis f. aquatilis e
M. convolutum no meio "ASM-1 Especial” ndo foram analisados estatisticamente, pois para
esses cultivos ndo temos resultados em réplicas.

O cultivo das células de S. aquarilis f. aquatilis em meio "Z-8 Especial" apresentou
taxa de crescimento menor que as obtidas para os meios Z-8, "ASM-1 Especial" ¢ "ASM-1
Reconstituido" (Tabela 4). Para esta condigio de cultivo, observamos que o complemento
nutricional acrescido da matéria orgénica excretada pelo M. comvolutum ndo favoreceram a
obtengfo de uma maior taxa de crescimento.

A razdo méaxima de crescimento para as células em meio "Z-8 Especial” foi quase 3
vezes menor que a determinada no meio Z-8. Portanto, pode-se dizer que nesta condigdo de
cultivo o complemento nutricional e/ou matéria orgénica excretada pelo M. convolutum no
meio de cultivo inibiu significativamente a taxa de crescimento (Tabela 37-anexo) e a razio
maxima de crescimento. Esses resultados podem ter sido influenciados pela composigdo
nutricional do meio de cultivo. Tilman ef al. (1982 - citado em Smith, 1983) relataram que
tanto as cianoficeas fixadoras como as nio fixadoras de nitrogénio sdo predominantes em
lagos com baixa razio N:P, ndo observando a domindncia desse grupo de algas em meios
aquaticos com alta taxa N:P. O meio Z-8 tem uma ré,zz’io N:P igual a 30, valor trés vezes
superior ao utilizado para o meio ASM-1. Qutra hipotese seria uma variagfio qualitativa da
matéria orginica excretada neste meio de cultivo.

Verificamos que no cultivo misto em meio ASM-1, a cianoficea apresentou uma taxa
de crescimento maior que a determinada para o cultivo unialgal (Tabela 40). A razio maxima
de crescimento no cultivo misto em ASM-1 foi somente menor ao valor determinado no
cultivo unialgal no meio Z-8. Assim, o nimero méiximo de divisdes celulares durante o
cultivo misto, em ASM-1, foi 6 vezes maior que o resultado para a condi¢do unialgal, nesse

meio de cultivo.
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Esses resultados sugerem que no meio ASM-1 a presenca de matéria orgénica
excretada pelo M. comvolutum, influenciou positivamente o crescimento da cianoficea. Tal
fato ndo foi verificado nos cultivos mistos em Z-8, onde a taxa de crescimento foi 2 vezes
menor que o valor obtido para as células mantidas em cultivos unialgais.

Entretanto, ndo se pode desconsiderar que o diferente percentual de M. convolutum
nas condiges de cultivo misto pode também justificar total ou parcialmente as diferengas
observadas.

Os valores obtidos com a analise estatistica das taxas de crescimento de S. aquatilis f.
aquatilis em cultivo misto (Figura 39-anexo), demostraram que ocorreu uma diferencga

significativa nos resultados do meio ASM-1 e Z-8.

4.2 - Crescimento da espécie M. convolutum:

A espécie M. convolutum mantida em condigdes unialgais, nos meios ASM-1 e Z-8
(Figura 4-b), apresentou valores significativamente iguais para as taxas de crescimento
(Tabela 4 ¢ 38-anexo). Porém, a razdo maxima de crescimento foi praticamente duplicada
nos cultivos em meio Z-8.

Nos cultivos realizados em meio "ASM-1 Especial" e "Z-8 Especial" (Figuras 4-b),
também foram observados valores proximos de suas taxas de crescimento. Entretanto esses
resultados foram inferiores aos obtidos nos meios ASM-1 ¢ Z-8.

A matéria orgénica excretada pelo cultivo prévio de S. aquatilis f. aquatilis no meio
"Z-8 Especial" parece ter tido um efeito inibidor sobre o crescimento de M. comvolutum.

Para os cultivos mistos, foi observado que, nos dois meios de cultivo, as taxas de
crescimento de M. convolutum também foram inibidas com a presenca das células de S.
aquatilis f. aquatilis ou dos seus produtos excretados (Tabela 4).

Os resultados da andlise estatistica demostraram que as taxas de crescimento de M.
convolutum foram intbidas nos meios com fnatéria orginica excretada ("Z-8 Especial") e nos

cultivos mistos nos meios ASM-1 e Z-8 (Tabela 38, 39 e 40 do anexo).
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4.3 - Concentracio de Carboidratos Intra e Extracelulares:

Os valores das concentragbes de carboidratos intracelulares e extracelulares das
espécies Synechocystis aquatilis f. aquatilis e Mornorraphydium convolutum, suas médias e
desvio padrio estio apresentados nas tabelas 14 a 21-anexo.

Nos experimentos com a espécie Synechocystis aquatilis f. aguatilis, crescida em
condi¢bes unialgais nos meios ASM-1 e "ASM-1 Reconstituido" (Figura 7), as
concentragSes de carboidratos intracelulares foram inictalmente maiores no primeiro dia de
cultivo, ocorrendo uma diminui¢do com o inicio da fase exponencial de crescimento.

As concentragbes de carboidratos intracelulares passaram a aumentar
consideralvelmente no final do cultivo das células de S. aquatilis £ aquatilis. Esses dados
concordam com os das curvas de crescimento da espécie, indicando que as células se
encontram na fase estacionaria, na qual é comum observar-se um acimulo de carboidratos
intracelulares devido 4 diminuigio da divisdo celular ¢ conseqiiente baixa atividade
metabélica. A medida que os nutrientes do meio de cultivo vio sendo consumidos,
principalmente o nitrogénio, as células entram na fase estacionaria de crescimento, que é
caracterizada pelo aumento na produgiio de compostos de reserva, como os carboidratos
(Kromkamp,1987).

Os maiores valores de carboidratos excretados foram observados nos primeiros dias
de cultivo, para todas as condigOes testadas. Provavelmente, as células do indculo se
encontravam em meio com limitagdes de nutrientes, propiciando uma situagdo de estresse
nutricional. De acordo com Moore & Tischer (1964 - citados em Borowitzka, 1988), o

valor maximo de polissacarideos excretados pelas cianoficeas é de 28% da produgio total.
Entretanto, fatores ambientais como exaustdo de nutrientes e outros fatores que mantém a
alga sob condi¢io de estresse, podem estimular o aumento dessa taxa.

Podemos verificar que no meio ASM-1 (Figura 7-a e 7-b), as variagbes das
concentragdes de carboidratos intra e extracelulares apresentaram uma tendéncia analoga as
determinadas no meio "ASM-1 Reconstituido" (Figura 7-c e 7-d) e no cultivo misto (Figura
9). Entretanto, um maior acimulo de carboidratos intracelulares foi verificado nas células
cultivadas em "ASM-1 Reconstituido" por 7 dias (Figura 7-c), em relagio as demais

culturas do meio reconstituido.
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Nos cultivos mistos (Figura 9), as concentragdes de carboidratos intracelulares
foram maiores, ocorrendo um maior acimulo de carboidratos intracelulares durante todas
as fases de crescimento.

Comparando as concentragbes de carboidratos intracelulares nas trés condi¢Bes

experimentais, podemos verificar que no cultivo misto a concentragfo final de carboidratos

 intracelulares foi 5 vezes maior que os valores obtidos nos cultivos unialgais nos meios

ASM-1 e "ASM-1 Reconstituido". A matéria orgénica excretada presente no meio "ASM-1
Reconstituido” parece ndo ter causado grandes variagdes nessas concentragdes, se
analisarmos esse resultado com os do meio ASM-1.

As altas concentragdes de carboidratos intracelulares, no cultivo misto, podem estar
relacionadas a presenca de M. convolutum no cultivo. Esta condigio estaria estimulando o
acimulo de carboidratos intracelulares, devido a condigio de estresse propiciado pela
competigio por nutrientes.

As maiores concentragdes de carboidratos extracelulares seriam uma conseqiiéncia
da excregdo de carboidratos para o meio, determinada pelo maior actimulo interno desses
compostos.

O contetdo de carboidratos intracelulares (Figura 7-a) determinado para a espécie
M. convolutum, cultivada em meio ASM-1, mostrou que essa espécie acumula menos
carboidratos que a S. aquatilis £ aquatilis.

Verificou-se uma alta concentragdo de carboidratos extracelulares nas células de M.
convolutum crescidas em meio ASM-1 (Figura 7-b) no primeiro dia de cultivo. Essa alta
concentragdo pode ser vista como um reflexo da condi¢do nutricional do indculo, sendo
possivel verificar uma diminui¢do nas concentragdes de carboidratos extracelulares a partir

do 32 dia de cultivo.
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Figura 7 - Variagiio das concentracGes de carboidratos intracelulares e extracelulares: (a) e
(b) de S. aquatilis f. aquatilis ¢ M. convolutum crescidas em condigdes unialgais no meio
ASM-1, e (c) e (d) de S. aquatilis f. aquatilis mantida em meio "ASM-1 Reconstituido"
(7,14 e 21 dias).
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4.4 - Concentraciio de Proteinas Intra e Extracelulares:

Os valores das concentragdes de proteinas intracelulares e extracelulares de
Synechocystis aquatilis f. aquatilis e Monorraphydium convolutum, suas médias e desvio
padrio estdo apresentados nas tabelas 22 a 29-anexo.

Durante o crescimento das células de S. aquatilis £ aquatilis no meio ASM-1
(Figura 8-a) ocorreu um aumento gradativo nas concentragdes de proteinas intracelulares.
No entanto, durante a fase estacionéria de crescimento foi possivel verificar do 16° dia ao
242 dia de cultivo um aumento na concentragio de proteinas intracelulares. Tal fato deve
ser devido a um aumento da sintese de ficobiliproteinas como resposta a um processo de
auto-sombreamento.

A fase exponencial de crescimento é caracterizada, em varias espécies de algas, por
um aumento do conteddo protéico de até 70 % do seu peso seco, alto conteudo de
clorofila, baixas concentrages de carboidratos e alta atividade fotossintética e respiratoria
(Fogg & Thake, 1987).

As Figuras 7, 8 e 9-b mostram que durante a fase exponencial de crescimento
(Figuras 1 e 2), houve uma diminui¢iio nas concentragSes de carboidratos ¢ aumento de
proteinas, indicando que nesta fase do crescimento ocorreu a sintese de novos produtos
intracelulares, que favorecem o crescimento celular.

Com a limita¢do de nitrogénio, a sintese protéica € alterada para a via de compostos
de reserva ndo nitrogenados (Myklestad & Haug, 1972).

Variagdes do conteido de proteinas intracelulares nas cianoficeas podem ocorrer
devido a diferengas nas concentragdes de ficobiliproteinas. As ficobiliproteinas fazem parte
dos pigmentos acessorios € tém como fungdo absorver os fotons e transmitir energia
absorvida ao fotossistema II. Devido a sua composigio protéica, agem também como uma
fonte de reserva nitrogenada (Boussiba & Richamond, 1980; Kana ef al., 1992).

A degradagdio das ficobiliproteinas é vista como uma maneira de redistribuir o
nitrogénio celular, deslocando os pigmentos que captam luz para a sintese de novas
proteinas. Essas sdo utilizadas para a sintese de compostos que permitam a divisgo celular,

A variagdo do conteudo de proteinas intracelulares para as trés condigdes de cultivo
(Figura 8 e 9-b) foi bastante similar. O mesmo ndo foi verificado para as concentrages de
proteinas extracelulares. Nos cultivos mistos, pode-se¢ determinar um aumento na

concentracdo de proteinas extracelulares, a partir do 6° dia de cultivo. Acreditamos que o
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aumento na taxa de excregio de proteinas pode ter sido ocasionado pela presenca das duas
espécies no cultivo, pois como demostrado na Figura 7 e 8, as células de S aquatilis T
aquatilis e M. convolutum apresentam valores reduzidos para a concentragdo de proteinas e

carboidratos excretados em cultivos unialgais.

As concentrages de proteinas intracelulares observadas nos cultivos unialgais de Az,

‘convolutum (Figura 8-a) foram menores que as concentragGes apresentadas pela cianoficea,

no entanto, a curva apresentada mostra a mesma tendéncia exibida por S, aquatilis f

aquatilis. Os resultados das analises de proteinas extracelulares revelaram baixas excre¢des

durante todo o cultivo.
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4.5 -Concentraciio de Clorofila a:

Os valores das concentragdes de clorofila a das espécies S. aquatilis f. aquatilis e M.
convolutum, suas médias e desvio padrio estfio apresentados nas tabelas 30 a 36-anexo.

As Figuras 10-a e 10-b mostram o0s valores das médias determinadas para as
concentragbes de clorofila a das células de S. agquatilis £ aquatilis e M. convolutum
cultivadas em condigSes unialgais e mistas. Pode-se observar que as células de S. aguatilis
f aquatilis, crescidas em meio ASM-1 (Fig. 10-a) apresentaram uma redugio nas
concentragdes de clorofila a, apds o 21° dia de cultivo. Esta reducfio foi decorréncia da fase
estacionaria de crescimento (Fig. 4-a), na qual as células apresentaram um metabolismo
mais lento, voltado para o actimulo de compostos de reservas, ficando a sintese de
mpléculas nitrogenadas como a clorofila a bastante reduzida.

Além disso, Allen & Smith (1969 - citados em Kana ef a/. 1992) verificaram que a
limitagio de nitrogénio na capacidade fotossintética das cianoficeas geralmente causa
degradacio da clorofila, devido a drastica redugdo no contetido de ficobiliproteinas.

Entretanto, as células de S. aquatilis f. aquatilis cultivadas nas trés condi¢Bes do
meio "ASM-1 Reconstituido” (Fig. 11), nfo exibiram grandes diferencas nas concentragdes
de clorofila a durante todo o periodo de cultivo. Comparando esses resultados com os
obtidos em meio ASM-1, verificamos que a matéria orgénica excretada nos cultivos com 7,
14 ¢ 21 dias ndo induziram o aumento das concentragSes de clorofila a.

Os cultivos mistos apresentaram valores intermediarios aos obtidos para S. aquatilis
f aquatilis e M. convolutum, nos dois meios de cultivo utilizados. Entretanto, no meio
ASM-1 observou-se que esses cultivos mistos apresentaram uma maior concentragio de
clorofila a, que pode ser um efeito de auto-sombreamento, uma vez que nessa condigdo
obteve-se um niimero total de células. mL™ maior.

A espécie M. convolutum apresentou maiores concentra¢des de clorofila a no meio

ASM-1 em relagdo ao meio Z-8.
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Figura 10 - Variagdo das concentragdes de clorofila a de S. aquatilis f. aquatilis e M.

convolutum crescidas em condigdes unialgais e mista, nos meios (a) ASM-1 ¢ (b) Z-8.
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Figura 11- Variagio das concentragdes de clorofila a de S. aguatilis f. aquatilis, crescidas

em condi¢Oes unialgais, no meio "ASM-1 Reconstituido" (7,14 ¢ 21 dias).
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4.6 - Producfio de Microcistinas:
4.6.1 - Andlise por bioensaios e imunoensaios:

Os resultados dos testes de toxicidade com as células de S. aquatilis f. aquatilis e
M. convolutum, crescidas tanto nas condigSes unialgais como mista, no meio Z-8
mostraram que essas células ndo eram toxicas, em nenhuma condigdo de cultivo.

Esses resultados levantam a questdo para as condigGes fisiologicas e ambientais que
determinam a produgo de toxinas, em determinadas cepas.

Os meios Z-8 ¢ ASM-1 (Tabelas 4 e 5) diferem nas concentragSes de seus nutrientes
e micronutrientes. A concentragio de fontes nitrogenadas no meio Z-8 & aproximadamente
3 vezes maior que a do meio ASM-1,

Os bioensaios realizados em camundongos Swiss com as células liofilizadas de S.
aquatilis f. aquatilis e M. convolutum crescidas em condigdes unialgais nos meios "ASM-1
Especial” e "Z-8 especial" também ndo apresentaram toxicidade, ou o método utilizado para
detectar a presenca das hepatotoxinas estava abaixo do limite de detecgio.

Watanabe & Oishi (1985), relataram que o decréscimo na concentragiio de fosforo
tem um efeito minimo na variagdo da toxicidade de espécies do género Microcystis,
enquanto que o decréscimo nas concentragdes de nitrogénio passam a ter efeitos mais
pronunciados no aumento da produgio de cianotoxinas.

Entretanto, McQueen & Lean (1987) verificaram que, para algumas cianoficeas, a
produgdio de toxinas esta diretamente relacionada & razio N:P do meio. Sabe-se que os
“blooms™ de cianoficeas estdo associados a ambientes aquaticos com baixa taxa N:P.

Esses resultados concordam com os encontrados em nosso trabalho, onde
verificamos que a producio de toxinas ocorreu apenas no meio com a menor taxa NP, o
ASM-1. O meio Z-8 apresenta uma razio N:P igual a 30, valor 3 vezes maior que o
encontrado no meio ASM-1.

A Tabela 5 mostra diferentes valores da concentragdo letal minima (CLmin.)
determinada nos bioensaios utilizando-se células crescidas em cultivos mistos, com
diferentes percentuais de M. convolutum. As variages das concentragdes de microcistinas
observadas nos imunoensaios também estdo apresentadas.

As células de S aquatilis f. aquatilis cultivadas em condigBes unialgais no meio

ASM-1 nfo apresentaram efeitos toxicos nos animais testados nos bioensaios. No entanto,
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as celulas de S. aquatilis f. aquatilis crescidas em cultivo misto com M. convolutum no

meio ASM-1 apresentaram uma alta produgfo de microcistinas (Tabela 5).

Foram entdo, realizados varios experimentos para a confirmagio desse resultado.

Verificamos inicialmente que a maior concentragdo na produgio de toxina se deu nos

cultivos mistos com maior niimero de células.mL™ de M. convolutum.

Além disso, pode-se observar que a concentra¢fio de toxina também era varidvel em

relagdo ao tempo de cultivo.

Tabela 5 - Resultados dos bioensaios e dos imunoensaios (ELISA) realizados com as

células de S. aquatilis f. aquatilis e M. comvolutum, crescidas em condigdes unialgais e

mista, nos meios ASM-1,

Tempo de cultive % final de CL min, Ocorrénciade | "ELISA" ng/mg
{dias) M. convolutum (mg/kg) morte em horas. | de microcistina
20 100 NL - ND
25 80 15,36 24 1000
32 76 33,16 24 700
42 68 92,06 24 150
23 59 38,29 1:30° -
29 41 46,54 2:30° 833
33 32 43,3 24 600
25 31 32,84 24 500
24 27 NL - 1,2
25 21 129,6 24 54
26 11 316,3 24 15
21 12 NL - 3,13
20 7 - NL - -
20 0 NL - 1

NL - Nao letal nos bioensaios realizados com camundongos.

ND - Nao detectado a presenca de microcistina.
(- ) - Néo analisado.
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Os bioensaios realizados com as células toxicas, em camundongos Swiss,
demostraram acentuados sintomas hepatotoxicos. Os figados dos animais mortos
apresentaram um aumento de cerca de 100 % de seu peso. Essa sintomatologia ¢ tipica das
hepatotoxicoses.

De acordo com Sivonen (1996), as hepatotoxinas e a anatoxina-a ficam retidas nas
células, enquanto estas se encontram em condigBes favoriveis de crescimento. A
concentragio das hepatotoxinas aumenta durante a fase logaritmica de crescimento,

atingindo o maximo da sua concentragio no final dessa fase.

1000 +

Concentragiio de microcistinas {(ng/mg)

e

0 1 12 21 27 31 32 4 68 76 80 100

% de M. convolutum

Figura 12 - Resultados dos tesies ELISA realizados em células de S. aquatilis . aquatilis e

M. convolutum mantidas em cultivos unialgais e misto.

Os testes de toxicidade das células, mantidas em cultivos mistos com diferentes
percentuais de M. convolutum, variando de 11% a 80%, revelaram uma maior produgio de
hepatotoxinas nos cultivos com maior niimero de células.mL ™ de M. convolutum.

Por outro lado, de acordo com a Tabela 5, podemos verificar a influéncia do tempo
de cultivo nas culturas com percentuais proximos de M. convolutum. Tal fato pode ser
observado nos resultados obtidos das culturas com 32% e 31%; 80% e 76% de células de

M. convolutum. A diferenga dos resultados, provavelmente, como ja mencionado, foi
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ocasionada pelo tempo do cultivo para cada condigio analisada, ou seja, as células se
encontravam em fases de crescimento distintas.

As culturas com 80% e 31% de M. convolutum apresentam o mesmo tempo de
cultivo, e os dados dos seus bioensaios diferem quanto a concentragio letal minima

(CLmin.). O cultivo com 80% de M. convolutum apresentou uma toxicidade duas vezes

~ maior que o resultado encontrado na cultura com 31% de M. convohutum. Esses resultados

foram confirmados com o teste ELISA. A produgio de microcistinas no cultivo com 80%
de M. convolutum foi de 1000 ng/mg, enquanto que para o cultivo com 31% foi a metade
deste valor.

O resultado do teste Elisa realizado com as células do cultivo misto com 41% de M.
convolutum pode estar superestimados devido ao fato que, para essa condigio de cultivo, a
metodologia utilizada para a analise por imunoensaios sofreu algumas modificagGes nas
concentragdes dos anticorpos utilizados (Carmichael, comunicago pessoal), o que pode ter
ocasionado esse resultado.

Acredita-se que M. convolutum esteja agindo como uma espécie competidora de
nutrientes, estimulando assim a produgfo de hepatotoxinas pelas cianoficeas.

Entretanto, podemos dizer que ocorreu uma afinidade especifica entre essas
espécies. Foram realizados cultivos mistos dessa cianoficea com uma outra espécie de
Monorraphydium e com uma cepa, nfo toxica, de Microcystis. Os resultados dos
bioensaios mostraram que nestas -duas condigdes de cultivo misto, as células ndo
apresentaram toxicidade nos animais testados.

Na literatura sdo poucos os trabalhos relacionados com a produgio de ficotoxinas
em cultivos mistos. Ogata et al. (1990) relatam a producio de toxina pelo dinoflagelado
Protogonyaulax tamarensis associado a Moraxella sp., uma bactéria. Eles verificaram que
ambas espécies eram produtoras de toxinas. No entanto, a presenca da bactéria se dava
apenas nas culturas toxicas de P. famarensis. Bates et al. (1995) verificaram que em
cultivos nio axénicos a diatomécea Pseudonitzschia pungens . multiseries intensificava a
produg@o de acido domodico em até 115 vezes mais que nas culturas livres de bactérias.

Entretanto, ndo foi possivel encontrar na revisdo bibliografica realizada nenhum
trabatho estudando a produgfio de toxinas de cianoficeas em cultivos mistos,

A produgdio de toxina pela espécie S. aquatilis f. aquatilis em condigdes unialgais

foi somente detectada utilizando o teste ELISA, devido a baixa produgio desses peptideos
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hepatotoxicos nesta condigio de cultivo. Para M. convolutum nio foi detectada a presenca
de microcistinas em nenhuma condigfio experimental.

A cultura com 68% de M. comvolutum (figura 12), com 42 dias de cultivo,
apresentou uma baixa concentragdo de microcistina. Essa redugio pode ser devido a uma
lise celular ou a um processo de excregdo. Ja se sabe que, nas fases estacionaria e
senescente de crescimento celular, as toxinas podem ser liberadas para o meio de cultivo
(Sivonen, 1990).

No decorrer dos experimentos, foi verificado nos cultivos mistos com 27%, 21%,
11% e 12% de células de M. comvolutum uma redugdo gradual da sintese dessas
hepatotoxinas. Foi observado nos Gltimos dois anos de estudo, uma grande diminui¢io na
produgfio de toxina. Por outro lado, ainda era mantida uma relagio entre produgio de
toxina e a presenga de M. convolutum. Tal fato é concordante com os dados ja observados
por varios autores (Carmichael, 1986; Sivonen, 1996), que relatam uma redugio na
produgio de toxinas por cepas de cianoficeas, mantidas em condi¢des de cultivo por longo

periodo.

4.6.2 - Anilise por HPLC:

A andlise de microcistinas por técnicas de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), realizada com o extrato das células de S. aquatilis f. aquatilis crescidas em
condi¢Bes unialgais em meio ASM-1, nfo demostrou a presenga de hepatotoxina. Isto
indica que a concentragio de microcistina, nessa condigio de cultivo, era muito baixa nio
sendo detectavel pelo método usado.

Os dados obtidos com as analises por HPLC, com os extratos dos cultivos mistos
com diferentes percentuais de M. comvolutum, evidenciaram que a produgio de
microcistina variava quantitativamente (Figuras 13 e 14). Esses dados corroboram a

variagdo quantitativa observada nos bioensaios e imunoensaios (Tabela 5).
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Tabela 6 - Areas dos picos de microcistinas determinadas para os extratos celulares

analisados em coluna semi-preparativa e analitica, nas diferentes condigdes de cultivo. Os
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valores representam a média dos dados obtidos em pelo menos 2 cromatogramas.

Meio de Cultivo Condiciao de Cultivo Area do Pico Téxico
Misto - 80 % de M. convolutum 4.445.773
Meio Misto - 41 % de M. convolutum 10.098.974
ASM-1 Misto - 21 % de M. convolutum 1.608.898
Misto - 11 % de M. convolutum 1.036.613
unialgal - §. aguatilis £ aquatih;s -
* Area do pico toxico de microcistina-LR 26.176.526

* A concentragio do padrdo de microcistina-LR utilizado foi de 20 pg/ml..

As Figuras 13 ¢ 14 mostram os cromatogramas realizados em uma coluna semi-

preparativa a partir da fra¢fio com metanol 100 %.
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Figura 13 - Cromatogramas por HPLC da fragio metanol 100 % dos cultivos mistos (a)
com 11% de células de M. convolutum e (b) 21 % de M. convolutum. Condi¢des analiticas:
coluna semi-preparativa, fase reversa (C18 (5 um), 250 mm x 10 mm). Condigdo isocratica:
fase movel de acetonitrila e acetato de aménio 20 mM, pH 5.0 (28:72 v/v), fluxo de 3
mL.min e comprimento de onda de 238 nm; (T) indica os picos toxicos cujos os espectros

de absorgdo foram iguais aos da microcistina-LR.
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Figura 14 - Cromatogramas por HPLC da fragio metanol 100 % dos cultivos mistos (a)
com 41 % de células de M. convolutum e (b) 80 % de M. convolutum. Condig¢es analiticas;
coluna semi-preparativa, fase reversa (C18 (5 pm), 250mm x 10 mm). Condi¢io isocratica:
fase moével de acetonitrila e acetato de amdnio 20 mM, pH 5.0 (28:72 v/v), fluxo de 3
mL.min e comprimento de onda de 238 nm; (T) indica os picos toxicos cujos 0s espectros

de absorgdo foram iguais aos da microcistina-LR.
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Pode-se verificar que os cultivos mistos (Figuras 13 e 14) com os maiores
percentuais de M. convolutum apresentaram variagiio quali-quantitativa para a produgéo de
toxina. |

Assim como os resultados dos bioensaios ¢ dos imunoensaios, as analises por HPLC
também revelaram que as culturas com maior percentual de M. convolutum apresentaram
uma maior produgio de toxinas (Tabela 5, Figuras 13 e 14). Além disso, podemos verificar
que os cultivos com percentuais de 21 % e 41 % de M. comvolutum mostraram 3 picos
toxicos com o espectro de absorgdo apresentando um indice de similaridade superior a 92%

ao do padrdo de microcistina-LR (Figura 15).

238

210 228 240 286 280 3on

Figura 15 - Espectro de absor¢fo entre 195 e 300 nm, tipico da maioria das microcistinas.

Determinado em um sistema HPLC-PDA.

A caracteriza¢8o de cada uma destas microcistinas ndo foi feita, pois é necessario a
purificagio de uma maior quantidade de material celular para que se possa utilizar as
técnicas de ressondncia magnética nuclear (RMN) e espectrofotometria de massas

(FAB/MS/MS). Além disso, esta caracterizagdo ficou bastante dificultada, pois esses
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cultivos mistos no decorrer dos experimentos apresentaram uma grande reducgiio na
produgdo de microcistinas (Tabela 5).

Carmichael (1988) e Watanabe ef al. (1988) relataram que € comum algumas cepas
de cianoficeas produzirem mais de um tipo de microcistina. No entanto, a microcistina mais

freqiiente em "blooms" téxicos é a LR, exceto no Japio onde a mais comum é a

microcistina-RR (Park & Watanabe, 1996).

Entretanto, a area do pico toxico para as células crescidas em cultivo misto com
80% de M. convolutum ndo foi concordante com os resultados apresentados pelos
bioensaios, imunoensaios e HPLC (Tabela 5 e 6). Diante desse dado, foi realizado um novo
teste ELISA, com o mesmo material liofilizado, que revelou uma diminui¢io acentuada na
concentragdo de microcistina. A concentragdo de microcistina neste segundo teste foi de
apenas 428 ng/mg. Essas células foram mantidas por um longo periodo em freezer, sob
condi¢des ndo adequadas. Tal fato pode ter acarretado um processo de degradagdo das
microcistinas. Krishnamurthy ef al. (1986) descreveram que a temperatura ideal para a
manutengdo de células toxicas é de -80° C, a qual niio dispomos em nosso laboratério.

Os cromatogramas referentes aos cultivos misto com 11%, 41% e 80% de M.
convolutum apresentaram picos, com baixas concentragdes de microcistinas, proximos i um
pico maior. Esses pequenos picos podem ter sido determinados devido a produtos de
degradagfo do pico maior.

Os cromatogramas realizados com 11%, 21%, 41% e 80% de M. convolutum
apresentaram um pico toxico com o tempo de retengfo bastante proximo. Isto pode indicar

que nessas culturas ocorreu a produgdo de uma mesma microcistina.
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Tabela 7 - Valores da 4rea dos picos de microcistina determinados para os extratos
analisados em coluna analitica, em aparelho de HPLC com fotodetector de diiodo (PDA),

para as condigdes de cultivo abaixo.

Meio de Cultive Condigcio de Cultive Area do Pico Téxico
ASM-1 S. aquatilis f. aquatilis -07 dias 101.597
Reconstituido | S. aquatilis f. aquatilis -14 dias 147.500
8. aquatilis £. aquatilis -21 dias 85.748
Meio unialgal - S. aquatilis f. aquatilis -
ASM-1/2 misto - 30 % de M. convolutum 2.703.475
Meio unialgal - S. agquatilis f. aquatilis -
ASM-1 NP2 misto - 30 % de M. convolutum 764.682

As células cultivadas nos meios "ASM-1 Reconstituido", ASM-1/2 e ASM-1 NP/2
(Tabela 7) foram analisadas quanto a produgfio de microcistinas em HPLC, utilizando
apenas uma coluna analitica, devido a pequena massa celular produzida nesses cultivos.

As cromatografias realizadas em condigdes analiticas sugerem que as células de S.
aquatilis £. aquatilis cultivadas em meio "ASM-1 Reconstituido" produziram uma pequena
concentragdo de microcistinas. Portanto, podemos dizer que a matéria orgénica excretada
no meio de cultivo pode ter influéneia no aumento da produgio de toxinas.

As analises das células de S. aquatilis f. aquatilis em condig8es unialgais, mantidas
¢m meio ASM-1/2 € ASM-1 com NP/2, nfo apresentaram produgiio de toxina.

Nos cultivos mistos verificou-se uma maior concentragiio de microcistina quando as
celulas da cianoficea € cloroficea foram cultivadas em ASM-1/2. Parece que a possivel
limitagio de todos os nutrientes do meio ASM-1 estimulou o aumento da produgio de

toxina, se compararmos esses dados com os do meio ASM-1 com NP/2,
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5- DISCUSSAO FINAL

As diferengas observadas nas taxas de crescimento e na produciio de microcistina
pela espécie S. aquatilis £ aquatilis se devem a composigio nutricional dos meios de
cultivos utilizados, ao tempo de cultivo e ao percentual de M. convolutum.

Os nossos resultados mostraram que a composi¢io nutricional é um dos importantes
fatores que determinam o crescimento intenso das cianoficeas nos meios aquaticos.
Verificamos também que a matéria orginica excretada, pelo cultivo prévio de M
convolutum, estimulou o aumento da taxa de crescimento e a produgio de microcistina.

Os dados referentes aos cultivos mistos das espécies, citadas acima, demostraram
claramente que o percentual da cloroficea atua significativamente no crescimento e na
produgdo de microcistina. Altas concentragdes de microcistinas foram determinadas nos
cultivos com maior nimero de células.mL™* de M. convolutum.

Por outro lado, o crescimento celular da espécie M. convolutum nos cultivos mistos
e nos cultivos com matéria orginica excretada, pelo cultivo prévio de S. aquatilis f.
aquatilis, foi inibido, Tal fato levanta a hipotese de que os produtos excretados por essas
espécies apresentam um efeito diferenciado, promovendo assim respostas distintas dessas
duas espécies.

Deste modo, verificamos que além dos fatores fisicos e quimicos, a produgo de
microcistina e o crescimento celular da espécie S. aquatilis f aquatilis parecem ser
controlados por fatores biolégicos como: a composigio fitoplancténica e os seus produtos
excretados.

De acordo com esses resultados, podemos dizer que em um ecossistema aquatico,
além dos fatores fisicos e quimicos, a predominﬁncié das cianoficeas ¢ a producdo de
hepatotoxinas podem também receber forte influéncia da comunidade fitoplanctdnica
presente no ambiente.

Portanto, este estudo demonstra a necessidade de maiores investigacdes das
relagbes interespecificas como um dos possiveis fatores controladores da produgfo de

microcistinas por cianoficeas.
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6 - CONCLUSOES

- O meio Z-8 favoreceu um 6timo crescimento celular de S. aquatilis f. aquatilis, porém

ndo favoreceu a produgdo de microcistina nos cultivos unialgais e mistos;

- No meio "Z-8 Especial" a matéria orgdnica excretada pela cloroficea teve uma agdo
contraria a determinada nos meios "ASM-1 Especial e Reconstituido”, o que pode ter sido
ocasionado ou pela diferenga nutricional dos dois meios padrdes: ASM-1 e Z-8, ou por

diferenca quali-quantitativa da matéria orginica excretada;

- A matéria orginica excretada pela espécie M. comvolutum no meio "ASM-1
Reconstituido" favoreceu um aumento na taxa de crescimento celular da espécie S. aquatilis

f. aquatilis e estimulou a produgio de microcistinas;

=~ Nas trés condiges do meio"ASM-1 Reconstituido” (7,14 e 21 dias) nio observamos

diferencas signifivativas nas taxas de crescimento de S. aquatilis . aquatilis;

- A matéria orgénica excretada pela cianoficea, utilizada no meio "ASM-1 Especial” inibiu a

taxa de crescimento de M. convolutum. O mesmo fato foi observado nos cultivos mistos;

- As maiores concentra¢Oes de microcistinas mostraram-se estar diretamente relacionadas

com os maiores percentuais de M. convolutum nas culturas;

- O tempo de cultivo e a composigio do meio de cultura também influenciaram a produgio

de microcistina.
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8 - ANEXOS:

Tabelas com valores dos numeros de células.mL”, concentracdes de carboidratos
intracelulares e extracelulares, proteinas intracelulares e extracelulares dos experimentos

realizados em triplicata, o cilculo de suas médias e o desvio padrio.
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Tabela 1 - Numero de células.mL™” dos cultivos da S, aquatilis f. aquatilis em condigdo

unialgal no meio ASM-1, média e desvio padrio:

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrao
0 3.205.000 3.620.000 3.170.000 250.316
1 5.475.000 4.425.000 5235.000 550.181
2 6.43 5.000 6.465.000 6.480.000 22912
3 10.125.000 9.240.000 10.305.000 570.065
4 12.900.000 9.810.000 11.100.000 1.551.998
6 21.807.500 17.105.000 18.535.000 2.410.659
7 25.575.000 20.075.000 19.415.000 3.382.090
8 24.200.000 17.765.000 26.180.000 4.399.656
9 26.345.000  21.615.000  27.390.000 3.077.216
10 31.240.000 24695000  26.950.000 3.324.809
11 31.515.000  32.220.000 30.855.000 1.220.372
13 33.220.000 35.250.000 29.975.000 2.660.718
14 30.085.000 28.050.000 27.610.000 1.320.381

15 32.945.000 37.015.000 37.015.000 2349815
16 38.666.500 37.730.000 30.140.000 4.675.937
17 33.055.000 31.735.000 24.585.000 4.557.151
18 29.810.000 33.935.000 27.940.000 3.067.369
20 29.370.000 32.670.000 ~ 27.060.000 2.819.521
21 36.300.000 35.970.000 29.920.000 3.592.023
22 30.635.000 31.020.000 29.265.000 956.325
23 35.520.000 30.085.000 29.680.000 3.261.105
24 33.920.000 31.040.000  33.040.000 1.476.230
27 58.880.000 31.040.000 42.640.000 13.984.296
28 42.960.000 48.720.000 39.980.000 4.443.077
29 39.760.060 48.240.000 42.320.000 4.349.528
30 44.960.000  47.920.000  39.840.000 4.087.835
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Tabela 2 - Numero de células.mL™ dos cultivos de M. convolutum em condigio unialgal no

meio ASM-1, média e desvio padrdo:

Dias R-1 R-2 R-3 D Padrdo
0 1.345.000 1.185.000 1.405.000 113.724
1 1.075.000 2.460.000 2.125.000 722.605
2 3.820.000 3.590.000 3.970.000 191.398
3 5.300.000 6.200.000 5.420.000 487,553
4 7.350.000 6.700.000 6.387.500 491.012
6 10.890.000 13.887.500 9.460.000 2.259.522
7 11.165.000 12.870.000 14.410.000 1.623.199
8 13.255.000 13.695.000 12.870.000 412.805
9 11.165.000 13.915.000 11.605.000 1.477.170

10 12.650.000 12.210.000 12.430.000 220.000

11 16.610.000 12.650.000 14.410.000 1.984.069
13 13.420.000 13.475.000 13.915.000 271.308

14 13.750.000 16,995,000 15,785.000 1.639.885
15 16.885.000 19.140.000 15.180.000 2.128.205
16 24.035.000 20.900.000 19.305.000 2.406.420
17 26.070.000  22.990.000  26.015.000 1.762.576
18 24.915.000 24.560.000 26.960.000 1.295.379
20 27.600.000  23.920.000  23.920.000 2.124.648
21 24.880.000 23.360.000 26.640.000 1.641.462
22 21.835.000 21.670.000 27.520.000 3.330.889
23 25.440.000  21.280.000  21.040.000 2.473.971
24 26.240.000 22.720.000 - 28.720.000 3.014.984
27 37.600.000 26.560.000 34.240.000 5.659.116
28 29.520.000 31.200.000 32.880.000 1.680.000
29 35.760.000 29.040.000 37.200.000 4.355.410
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Tabela 3 - Nimero de células.mL™ dos cultivos de S aquatilis . aquatilis em condigio

unialgal no meio Z-8, média e desvio padrio.

LU LUWUU00L000000CO000COU00OUCOC000LLO0ULUL0ULOUDDU0C

Dias R-1 R-2 R-3 D .Padrio
0 227.500 157.500 187.500 50.990
2 645.000 870.000 1.145.000 204.464
5 3.575.000 3.740.000 5.205.000 732.601
7 7.840.000 7.900.000 9.540.000 787.626
9 12.090.000 6.360.000 8.280.000 2.381.302
12 14.600.000 12.180.000 17.480.000 2.166.430
14 17.235.000 14.850.000 18.990.000 1.696.658
16 18.000.000 18.360.000 19.665.000 715.297

20 19.485.000 17.280.000  22.230.000 2.024.833
21 18.810.000 18.540.000 20.250.000 750.599

Tabela 4 - Numero de células.mL™' dos cultivos de M. convolutum em condi¢do unialgal no

meio Z-8, média e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 530.000 617.500 765.000 96.975
2 1.610.000 2.075.000 1.845.000 189.839
5 4.585.000 5.865.000 5.130.000- 524.473
7 8.240.000 9.700.000.  11.550.000 1.354.424
9 9.270.000 10.290.000  11.490.000 907.303
12 15200000  16.000.000  14.600.000 573.488
14 15795000  19.150.000  18.585.000 1.466.642
16 15120000  22.140.000  20.880.000 3.055.879
20 27.180.000  26.010.000  24.480.000 1.105.531
23 24.840.000  26.550.000  28.530.000 26,640,000 1.507.779
26 - 25380.000  27.810.000 26595000 - 1.215.000
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Tabela 5 - Numero de células.mL™” de S. aquarilis £ aquatilis em condi¢do unialgal no

meio Z-8 Especial, média € desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrdo
0 1.375.000 795.000 805.000 296.962
2 1.635.000 1.780.000 1.565.000 98.081
5 7.230.000 6.100.000 - 652.405
7 11.027.500 13.500.000 12.390.000 1.107.656
9 15.190.000 15.295.000 15.925.000 355.555
12 13.410.000 22.275.000 - -

14 16.655.000  20.475.000  24.840.000 3.663.147
15 28.935.000  22.095.000  28.170.000 3.352.143
20 25.110.000 30.150.000  29.700.000 2.494.586

Tabela 6 - Nitmero de células.mL™ de M. convolutum em condi¢fio unialgal no meio Z-8

Especial, média e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D Padréo
0 1.100.000 1.250.000 1.255.000 78.782
2 2.135.000 3.080.000 2.895.000 447,936
5 4.450.000 6.030.000 5.730.000 750.537
7 8.470.000 9.830.000 10.840.000 1.063.742
9 17.215.000 13.455.000 15.975.000 1.713.694
14 17.167.500 21.870.000 - 2.714.990
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Tabela 7 - Numero de células.mL™’ de S. aquatilis f. aquatilis em condigio unialgal no

meio "ASM-1 Reconstituido" com 7 dias, média e desvio padrio.
p
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Dias R-1 R-2 R-3 D Padrzo
0 1.790.000 1.575.000 1,740,000 91.863
1 2.535.000 2.725.000 2.855.000 131.402
2 5.600.000 4.580.000 4.900.000 425.936
3 10.740.000 7.250.000 8.400.000 1,452,133
4 14.760.000 10.740.000 13.170.000 1.653.058
5 17.600,000 19.580.000 15.400.000 1.707.266
6 21.890.000 21.780.000 21.120.000 340.032
8 22.050.000 25.960.000 25.630.000 1.770.542
9 26.730.000 29.150.000 29.040.000 1.115.776
10 44.000.000 29.600.000 28.960.000 6.943.992
12 42.400.000 39.520.000 26.400.000 6.963.626
13 41.415.000 36.410.000 47.680.000 4.610.533
15 43.360.000 43.680.000 40.320.000 1.514.141
19 43.290.000 47.255.000 48.620.000 2.260.613
20 46.240.000 50.400.000 39.840.000 4343312
21 37.440.000 41.440.000 50.560.000 5.490.485
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Tabela 8 - Niimero de células.mL™" de S. aquatilis £ aguatilis em condi¢do unialgal no meio

"ASM-1 Reconstituido"” com 14 dias, média e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D Padrdo
0 1.550.000 1.830.000 1.615.000 119.652
1 2.805.000 2.695.000 2.575.000 93.626
2 4.480.000 5.060.000 4.790.000 236.971
3 7.550.000 8.580.000 8.675.000 509416
4 9.750.000 12.360.000 10.830.000 1.070.7%4
5 14.575.000 14.740.000 15.400.000 356.440
6 18.480.000 20.020.000 19.690.000 662.033
8 23.320.000 20.680.000 25.410.000 1.935.361
9 26.290.000 27.610.000 29.920.000 1.500.200
10 28.960.000 31.040.000 37.440.000 3.608.582
12 34.880.000 39.040.000 33.120.000 2.482.150
13 45.120.000 37.760.000 40.160.000 3.064.695
15 45.760.000 48.000.000 43.360.000 1,854,647
19 46.540.000 44.200.000 41.480.000 2.067.677
20 50.240.000 43,200.000 45.600.000 2,922,161
21 49.120.000 44.160.000 50.560.000 2.741.354
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Tabela 9 - Numero de células.mL™ dos cultivos de S. aquatilis £ aquatilis em condigio

unialgal no meio "ASM-1 Reconstituido” com 21 dias, média e desvio padrio.
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Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrdo
0 1.770.000 1.635.000 1.875.000 98.234
1 2.260.000 2.560.000 2.560.000 141.421
2 5.220.000 3.350.000 4.750.000 794.271
3 9.450.000 8.970.000 7.020.000 1.050.809
4 12.420.000 11.100.000 11.370.000 569.385
5 16.390.000 17.270.000 14.355.000 1.220.785
6 24.530.000 19.470.000 18.260.000 2.715.810
8 27.280.000 31.900.000 20.570.000 4.651.611
9 33.880.000  28.490.000  30.360.000 2.234.562
10 38.400.000  41.120.000  28.960.000 5.210.860
12 41.600.000  45.120.000  37.120.000 3.273.815
13 61.600.000 42.240.000 38.720.000 10.059.238
15 47.360.000 47.040.000 37.120.000 4.753.553
19 45.760.000 58.990.000 56.270.000 5.704.690
20 56.320.000 52.160.600 42.560.000 5.761.975
21 64.320.000 60.800.000 57.600.000 2,744,465
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Tabela 10 - Namero de células.mL™” dos cultivos de S, aguatilis f aquatilis em cultivo

misto no meio ASM-1, média e desvio Padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D Padrdo
0 472.500 475.000 465.000 4.249
1 380.000 450.000 470.000 38.586
2 1.100.000 1.055.000 730.000 164.840
3 975.000 1.060.000 900.000 65.362
5 2.700.000 2.700.000 2.760.000 28.284
6 4.050.000 5.250.000 3.690.000 666.933
7 4.860.000 5.400,000 4.770.000 278.208
8 7.020.000 6.960.000 5.700.000 608.605
9 6.300.000 7.740.000 6.300.000 678.822
11 11.440.000 12.430.000 12.210.000 424,447
12 13.640.000 14.190.000 14.190.000 259.272
13 '13.310.000 14.300.000 12.210.000 853.632
15 16.905.000 15.960.000 14.490.000 993.654
18 16.170.000 24.150.000 21.420.000 3.311.525
19 21.420.000  22.890.000  24.780.000 1.375.282
22 32.655.000 21.945.000 23.205.000 5.610.211
25 26.730.000 20.900.000 28.490.000 3.243.705
26 27.500.000 28.820.000 29.150.000 712.881
27 21.850.000 26.620.000 26.840.000 2.283.365
28 24.675.000 30.450.000 - 30.660.000 2.773.184
29 29.190.000 31.395.000 41.160.000 5.201.476
32 32.340.000 31.290.000 34.860.000 1.498.065
33 33.180.000 37.380.000 45.150.000 4.958.649




OO OUODUOQCLUOUOUUGLUDUUL U

) L L3 L

i K EAN
g 160

SO0

{
\

»,

75

Tabela 11 - Numero de células.mL de M. convolutum em cultivo misto no meio ASM-1,

média e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 540.000 505.000 465.000 30.641
1 460.000 550.000 660,000 81.785
2 760.000 760.000 970.000 98.994
3 1.145.000 950.000 1.020.000 80.657
5 2.200.000 1.650.000 1.780.000 243903
6 1.890.000 2.550.000 2.130.000 272.763
E} 2.520.000 2.910.000 3.420.000 368.510
8 4.200.000 2.940.000 3.580.000 514.587
9 2.640.000 3.840.000 3.960.000 595.986
11 5.170.000 5.090.000 5.500.000 137.194
12 5.170.000 4.620.000 5.610.000 404.996
13 6.050.000 5.170.000 4.180.000 763.864
15 6.510.000 6.195.000 4.830.000 729.143
18 4.935.000 6.930.000 7.140.000 093.654
19 6.615.000 8.400.000 9.975.000 1.372.607
22 8.085.000 5.880.000 8.085.000 1.039.447
25 6.820.000 7.260.000 9.680.000 1.257.405
26 7.810.000 10.780.000 10.780.060 1.400.071
27 8.250.000 8.800.000 9.020.000 323,831
28 8.925.000 9.135.000 . 12,810,000 1.783.970
29 9.030.000 10.250.000 12.705.000 1.524 811
32 7.980.000 8.820.000 11.340.000 1.427.725
33 7.140.000 8.820.000 9.030.000 845,813
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Tabela 12 - Nimero de células.mL™’ de S. aguatilis £ aquatilis crescida em cultivo misto no

meio Z-8, média e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrdo
0 590.000 955.000 675.000 155938
2 965.000 697.500 665.000 134,417
5 1.590.000 1.680.000 - 45.000
7 2.595.000 1.740.000 4.440.000 1.126.699
9 4.680.000 3.200.000 3.360.000 663.190
12 5.960.000 4.040.000 6.200.000 966.643

14 5.800.000 6.570.000 5.840.000 353.930
16 7.380.000 8.955.000 8.145.000 643.078
20 13.905.000 11.070.000 14.355.000 1.454.149
23 10.890.000 11.610.000 10.890.000 339411
26 13.320.000 10.170.000 11.880.000 1.287.556
28 14.580.000 10.050.000 14.940.000 2225174

Tabela 13- Nitmero de células.mL” de M. comvolutum em cultivo misto no meio Z-8,

média e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 635.00 767.500 680.000 55,012
2 1.485.000 1.270.000 975.000 209.058
5 28.650.000 32.400.000 - -

7 3.060.000 1.785.000 2.940.000 574.847
9 7.200.000 4.960.000 ~ 4.880.000 1.075.298
12 6.240.000 6.040.000 5.960.000 117.758
14 7.880.000 10.080.000 7.680.000 1.087.300
i6 9.135.000 8.505.000 8.145.000 409.145
20 12.960.000 10.170.000 10.350.000 1.274.912
23 9.720.000 10.224.500 10.060.000 210.074
26 13.140.000 14.400.000 9.540.000 2.059.320
28 13,320.000 10.800.000 15.210.000 1.806.488
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CARBOIDRATOS INTRACELULARES E EXTRACELULARES:
CULTIVOS UNIALGAIS:

Tabela 14 - Concentragdes de carboidratos intracelulares (pg/10%células) dos cultivos de S.

“aquatilis { aquatilis em condig@o unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R2 R3 D Padrdo
0 157 1,39 1.36 0.11
3 0,64 0,87 0,89 0,13
6 0,92 0,82 1,00 0,09
10 1,20 1,61 1,73 0,27
13 1,18 0,90 1,23 0,17
16 0,96 1,18 1,25 0,15
20 1,70 1,25 1,51 0,22
24 2,13 1,66 1,89 0,23
27 2,23 2,33 ; 0,07
30 3,46 2,64 ; 0,57

Tabela 15 - Concentragdes de carboidratos extracelulares (ug/10°células) dos cultivos de S.

aquatilis £ aquatilis em condigio unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padréo
0 1,2 1,00 . - 0,14
3 0,.24 0,27 0,26 0,01
6 0,14 0,3 - 0,11

10 0,11 0,15 0,17 0,03
13 0,13 0,18 0,10 0,04
16 0,17 0,15 0,14 0,01
20 0,21 0,27 - 0,04
24 0,51 0,44 0,60 0,08
27 0,54 0,80 | - 0,18
30 0,34 0,4 0,66 0,17
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Tabela 16 - ConcentragBes de carboidratos intracelulares (pg/1 0°células) dos cultivos de

M. convolutum em condigfo unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrdo.

Dias R-1 R-2 R-3 D Padrio
0 1,48 1,79 1,74 0,16
3 - 1,10 1,03 0,04
6 1,14 1,15 - 0,25
10 1,05 1,88 - 0,58

13 1,87 1,72 1,79 0,07
16 1,27 1,41 - 0,09
20 0,96 1,03 - 0,04
24 1,23 1,35 1,18 0,08
27 1,06 1,25 1,19 0,09
30 1,14 1,42 1,11 0,17

Tabela 17 - ConcentragSes de carboidratos extracelulares (ug/10%€lulas) dos cultivos de

M convolutum em condigo unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrdo.

Dias R-1 R-2 R-3 D Padrio
0 2.71 3,12 - 021
3 1,13 . - -
6 0,48 0,32 023 0,12
10 0,22 0,15 0,21 0,03
13 0,17 0,19 0,23 0,03
16 0,45 0,27 0,23 0,11
20 0,30 0,20 - 0,06
24 0,20 0,23 0,18 0,02
27 0,17 0,22 0,18 0,02
30 0,23 0,32 0,15 0,08
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Tabela 18 - Concentragdes de carboidratos intracelulares (j1g/10%élulas) dos cultivos de S.

aquatilis f. aquatilis em condigio unialgal, no meio "ASM-1 Reconstituido" com 7-14 e 21

dias, médias ¢ desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 7 dias
0 1,19 1,57 1,48 0,19
3 1,36 1,43 - 0,05
6 1,01 0,94 0,81 0,10
9 3,33 2,11 1,40 0,93
12 2,02 1,99 2,95 0,54
15 241 2,36 2,85 0,26
19 4,12 3,41 3,94 0,36
21 435 4,01 3,52 0,41
14 dias
0 1,50 1,85 - 0,24
3 1,05 1,15 1,09 0,05
6 0,70 0,90 0,83 0,10
9 1,31 1,66 1,63 0,19
12 1,28 1,80 1,84 0,31
15 1,56 1,96 2,16 0,30
19 1,92 2,71 3,48 0,78
21 1,86 2,46 2,31 0,31
21 dias
0 1,85 1,60 1,29 0,28
3 1,05 1,26 1,27 0,12
6 0,56 0,43 0,49 0,06
9 1,65 1,35 1,30 0,19
12 1,94 1,61 1,61 0,18
15 2,82 2,66 2,23 0,21
19 3,20 3,25 2,26 0,55
21 2,53 2,73 3,09 0,28
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Tabela 19 - Concentragdes de carboidratos extracelulares (ng/10%4lulas) dos cultivos de S.

aquatilis f. aquatilis em condiggo unialgal, no meio "ASM-1 Reconstituido" com 7-14 ¢ 21

dias, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 7 dias
0 3,50 3,83 2,67 0,18
3 0,48 0,73 0,61 0,06
6 0,31 0,33 0,27 0,02
9 0,33 0,22 0,35 0,06
12 0,22 0,21 0,40 0,09
15 0,14 0,21 0,29 0,06
19 0,26 0,28 0,18 0,04
21 0,42 0,43 0,32 0,05
14 dias
0 2,87 2,60 - 0,15
3 0,96 1,19 1,54 0,13
6 0,33 0,33 0,40 0,03
9 0,26 0,27 0,19 0,03
12 0,24 0,19 0,28 0,04
15 0,20 0,19 0,24 0,02
19 0,24 0,33 0,38 0,06
21 0,27 0,46 0,33 0,08
21 dias
0 2,11 2,91 - 0,56
3 0,82 0,99 0,82 0,08
6 0,22 0,27 0,30 0,03
9 0,25 0,22 - 0,01
12 0,20 0,24 - 0,02
15 0,21 0,25 - 0,02
19 0,29 0,21 - 0,04
21 0,13 0,15 - 0,01
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Tabela 20 - Concentragdes de carboidratos intracelulares (ng/10°élulas) dos cultivos

mistos de S. aquatilis f. aquatilis e M. convolufum em meio ASM-1, médias e desvio

padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 2,93 3,23 - 0,21
X _
6 1,83 2,08 1,90 0,12
9 4,42 3,11 3,10 0,75
12 2,51 2,18 2,81 0,31
15 1,77 1,95 3,87 1,16
18 3,70 2,90 2,10 0,80
22 5,10 4,88 - 0,15
25 7,42 9,29 7,00 1.21
29 7,54 8,90 - 0,96
32 15,10 16,70 1530 0,87
33 1275 14,10 12,80 0,76
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Tabela 21 - Concentragdes de carboidratos extracelulares (ng/10°células) dos cultivos

mistos de S. aquatilis £ aquatilis ¢ M. convolutum em meio ASM-1, médias e desvio

padrdo.
Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 0 0 0 0
3 0 0 0 0
6 0 0 0 0
9 0 0 0 0
12 0 0 0 0
15 0 0,23 0,47 0,22
18 0,64 0,44 0,37 0,12
22 0,41 0,46 0,63 0,08
28 0,87 1,26 0,74 0,24
29 1,25 1,13 1,04 0,08
32 1,61 1,50 1,43 0,08
33 1,33 1,47 1,20 0,11
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PROTEINAS INTRACELULARES E EXTRACELULARES:

CULTIVOS UNIALGAIS:

Tabela 22 - ConcentragSes de proteinas intracelulares (ug/10°células) de S. aquatilis £

- aquatilis em cultivo unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrio.
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Dias R-1 R-2 R-3 D .Padrido
0 0,13 0,51 0,72 0,30
3 0,84 1,12 1,06 0,15
6 0,85 1,09 1,21 0,21
10 1,20 1,24 1,00 0,12
13 1,20 1,01 1,27 0,13
16 1,13 0,82 1,76 0,48
20 2,10 1,72 2,36 0,31
24 171 2,09 2,00 0,19
27 0,72 1,43 1,03 0,35
30 0,96 0,86 0,87 0,05

Tabela 23 - ConcentragBes de proteinas extracelulares (ug/10%élulas) de 5. aquatilis f.

aquatilis em cultivo unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrfio
0 0 0 0 0
3 0 0 0 0
6 0 0 0 0
10 0 0 0 0
13 0,01 0,04 - 0,01
16 0,02 0,04 0,04 0,01
20 0,01 . 0,04 0,02
24 0,11 0,12 0,13 0,01
27 0,07 0,14 0,11 0,03
30 0,11 0,10 0,14 0,02
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Tabela 24 - Concentrages de proteinas intracelulares (pg/10%Elulas) de M. comvolutum

em cultivo unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrdo
0 0 0] G 0
3 0,44 0,29 0,27 0,09
6 0,46 0,47 0,86 0,22
10 0,27 0,17 0,35 0,09
13 0,28 0,34 0,33 0,03
16 0,30 0,44 - 0,09

20 1,21 1,35 1,25 0,07
24 1,29 1,35 1,14 0,11
27 0,80 0,83 0,75 0,04
30 0,49 0,83 1,00 0,31

Tabela 25 - Concentragdes de proteinas extracelulares (ng/10°células) de M. convolutum

em cultivo unialgal no meio ASM-1, médias e desvio padrdo.

Dias R-1 R-2 R-3
0 0 0 0
3 0 0 0
6 0 0 0
10 0 0 0
13 0 0 0
16 0 0 0,05

20 0,01 0 0
24 0,02 0 0
27 0,05 0,04 0,07
30 0,20 0,15 0,09
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Tabela 26 - Concentragdes de proteinas intracelulares (ng/10°céhulas) dos cultivos de S.

aquatilis {. aquatilis em cultivo unialgal no meio "ASM-1 Reconstituido" com 7-14 e 21

dias, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
7 dias
0 0,75 0,61 0,34 0,07
3 0,77 0,86 1,21 0.05
6 1,10 1,10 1,00 0,05
9 0,96 0,94 0,84 0,01
12 0,40 0,60 1,00 0,27
15 0,55 0,60 0,65 0,04
19 0,91 0,92 0,86 0,00
21 1,29 1,17 1,60 0,06
14 dias
0 0,46 0,66 0,25 0,11
3 1,00 0,90 0,90 0,05
6 0,40 0,50 0,50 0,05
9 0,90 0,90 3,70 0,09
12 0,80 0,80 0,50 0,09
15 0,59 0,59 0,61 0,01
19 1,05 1,04 0,90 0,00
21 1,17 1,32 1,07 0,08
21 dias
0 0,17 0,08 0,70 0,00
3 1,11 0,90 1,00 0,09
6 0,40 0,50 0,50 0,05
9 10,60 0,70 0,80 0,05
12 0,50 0,50 0,60 0,00
15 0,50 0,60 0,70 0,08
19 0,60 0,70 0,90 0,05
21 0,90 0,90 1,00 0,00
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Tabela 27 - ConcentragBes de proteinas extracelulares (ug/10°élulas) dos cultivos de S.

aquatilis {. aquatilis em cultivo uniaigal no meio "ASM-1 Reconstituido" com 7-14 e 21

dias, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
7 dias
0 0 0 0 0
3 0 0 0 0
6 0 0 0 0
9 0,01 0,02 0,03 0,00
12 0,04 0,05 0,07 0,01
15 0,13 0,14 0,i1 0,01
19 0,18 0,16 0,16 0,01
21 0,28 0,20 0,18 0,04
14 dias
0 0 0 0 0
3 0 0 0 0
6 0 0 0,03 0,01
9 0 0 0,03 0,01
12 0,01 0,06 0,08 0,03
15 0,06 0,10 0,09 0,01
19 0,12 0,17 0,19 0,02
21 0,10 0,20 0,20 0,05
21 dias
0 0 0 0 0
3 0 0 0 0
6 0 0 0,01 0,00
9 0,05 0,07 0,04 0,00
12 0,10 0,08 0,03 0,01
I5 0,12 0,10 0,13 0,01
19 0,13 0,15 0,11 0,01
21 0,13 0,15 0,12 0,01
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Tabela 28 - Concentragdes de proteinas intracelulares (ug/10°élulas) dos cultivos mistos

de S. aquatilis £ aquatilis e M. convolutum em meio ASM-1, médias ¢ desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrao
0 0,08 0.86 1,23 0,16
3 1,46 1,76 1,22 0,24
6 1,05 0,85 1,25 0,17
9 1,51 1,29 1,25 0,12
12 0,96 0,86 0,85 0,05
15 1,89 2,06 : 0,09
18 1,22 1,18 0,97 0,12
22 0,92 1,42 1,29 0,07
25 1,36 1,20 1,13 0,10
29 0,80 1,19 0,81 0,19
32 1,20 1,23 1,00 0,11
33 1,03 0,83 0,63 0,17
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Tabela 29 - Concentragdes de proteinas extracelulares (ug/10°células) dos cultivos mistos

de 8. aquatilis £ aquatilis € M. convolutum no meio ASM-1, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padriio

0 0 0 0 0

3 0 0 0 0

6 0 0,49 0,22 0,15
9 0,37 0,60 0,54 0,03
12 0,50 0,74 0,85 0,06
15 0,57 0,65 - 0,04
18 0,58 0,72 0,50 0,09
22 0,58 0,76 0,67 0,08
25 0,58 0,43 0,62 0,09
29 0,53 0,58 0,48 0,04
33 0,64 0,59 0,54 0,04
33 0,46 0,65 0,36 0,13
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CONCENTRACAO DE CLOROFILA a:
CULTIVOS UNIALGAIS:
Tabela 30 - ConcentragSes de clorofila a (ng/10° células) dos cultivos unialgais de S.

aquatilis £ aquatilis em meio ASM-1, médias e desvio padrio.
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Dias R-1 R-2 R-3 D Padrdo
0 0,09 0,08 0,10 0,01
3 0,11 0,11 0,12 0,00
6 0,13 0,13 0,14 0,00
10 0,14 0,15 0,18 0,02
13 0,15 0,13 0,16 0,01
16 0,15 0,14 0,17 0,01
20 0,26 0,20 0,30 0,05
24 0,18 0,20 0,19 0,01
27 0,12 0,21 0,15 0,04
30 0,14 0.13 0,15 0,01

Tabela 31 - Concentrages de clorofila a (ug/10° células) dos cultivos unialgais de

. M.convolutum em meio ASM-1, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D Padrio
0 0,39 0,45 0,38 0,03
3 0,30 0,28 - 0,01
6 0,47 0,49 0,45 0,02
10 0,46 0,46 - 0,00
13 0,48 0,48 - 0,00
16 0,38 0,41 . 0,02
20 0,47 0,7 0,53 0,11
24 0,43 0,47 0,39 0,04

27 0,33 0,44 0,33 0,06
30 0,27 0,26 ; 0,00
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Tabela 32 - Concentragdes de clorofila a (pg/10° células) dos cultivos unialgais de S.

aquatilis f. aquatilis em meio Z-8, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrio
0 0,14 : ) -
2 0,22 - ’ -
5 0,09 « - y
7 0,08 0,10 0,09 0,01
9 0,18 0,17 - 0,00
12 0,10 - ’ -
14 0,09 0,11 0,10 0,01
16 0,10 0,13 0,10 0,01
20 0,10 0,11 0,10 0
21 0,10 0,12 0,11 0,01

Tabela 33 - Concentragdes de clorofila a (ug/10° células) dos cultivos unialgais de M.

convolutum em meio Z-8, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D Padrio
0 - = " -
2 0,13 - - -

5 0,26 0,25 0,27 0,01

7 0,24 0,25 - 0,00

9 0,23 0,18 0,16 0,03
12 0,22 0,23 0,27 0,02
14 0,26 0,25 0,19 0,03
16 0,29 0,26 - 0,02
20 0,20 0.21 - 0,00
21 - - - -
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Figura 34 - Concentragbes de clorofila a (ug/10° células) dos cultivos unialgais de S

aquatilis £ aquatilis em meio ASM-1 Reconstituido com 7,14 e 21 dias, médias e desvio

padrdo.
Dias R-1 R-2 R-3 D Padrio
7 dias
0 0,19 0,22 0,20 0,01
3 0,11 0,13 0,13 0,01
6 0,10 0,11 0,11 0,00
9 0,11 0,11 0,11 0
12 0,08 0,09 - 0,00
15 0,09 0,09 0,10 0,00
19 0,09 0,09 0,09 0
21 0,11 0,11 0,10 0,00
14 dias
0 0,22 0,19 0,21 0,01
3 0,16 0,14 0,12 0,02
6 0,11 0,12 0,12 0,00
9 0,14 0,12 s 0,01
12 0,12 0,10 0,11 0,01
15 0,10 0,09 0,09 0,00
19 . 0,10 0,11 0,00
21 0,11 0,10 0,10 0,00
21 dias ‘

0 0,20 0,16 0,18 0,18 0,02
3 0.13 0,11 0,16 0,13 0,02
6 0,10 0,09 0,12 0,10 0,01
9 0,11 0,11 0,10 ﬁ,’ie 0,00
12 0,10 0,09 0,10 0,09 0,00
15 0,09 0,10 0,11 0,10 0,01
19 0,10 0,09 0,09 0,09 0,00
21 0,08 0,09 0,09 0,08 0,00
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Tabela 35 - Concentragdes de clorofila a (ug/10° células) dos cultivos mistos de S, aquatilis

f. aquatilis e M. convolutum em meio ASM-1, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R R-3 D Padrao
0 0,15 0,19 0,19 0,02
3 0,24 0,24 0,22 0,01
6 0,24 0,21 0,25 0,02
9 0,30 0,28 0,31 0,01
12 0,24 0,24 0,24 0,00
15 0,21 0,27 0,31 0,05
18 0,36 0,27 0,29 0,04
22 0,22 0,37 0,33 0,07
25 0,31 0,37 0,28 0,04
29 0,24 0,24 0,18 0,03
32 0,23 0,26 0,22 0,02
33 0,22 0,21 0,18 0,02

. Tabela 36 - Concentragdes de clorofila a (ug/10° células) dos cultivos mistos de S, aguatilis

£ aquatilis e M. convolutum em meio Z-8, médias e desvio padrio.

Dias R-1 R-2 R-3 D.Padrdo
0 0,10 - - -
2 0,16 - - -
5 0,14 0,18 - 0,02
7 0,24 - - -
9 0,15 0,15 - -
12 0,19 0,22 - 0,02
14 0,18 0,17 0,19 0,01
16 0,19 0,19 - 0

20 0,14 0,17 0,16 0,01
23 0,14 . - .
26 0,11 0,10 0,13 0,15
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ANALISE ESTATISTICA DOS CULTIVOS UNIALGAIS E MISTOS, NOS
MEIOS ASM-1, "ASM-1 Reconstituido"”, Z-8 e ""Z-8 Especial”.

Tabela 37 - Valores e comparagio de média pelo Teste de Tukey, apés analise de
varidingia, para o par8metro taxa de crescimento de S. aquatilis f. aguatilis cultivada em
condigbes unialgais nos meios ASM-1, "ASM-1 Reconstituido”, Z-8 ¢ "Z-8

Especial”.

Variavel Meédia
ASM-1 0,28 A
A Especial” 0,36 A
"ASM-1 07 dias 0,43 B
Reconstituido" 14 dias 044 B
21 dias 046 B C
Z-8 0,54 C

Existem trés grupos nos quais as médias s3o significantemente diferentes entre si, a0 nivel

de significincia de 5%.

Tabela 38 - Valores e comparagio de média pelo Teste de Tukey, apds anilise de
varidngia, para o parimetro taxa de crescimento de M. comvolutum cultivada em

condigbes unialgais nos meios ASM-1, Z-8 ¢ ""Z-8 Especial”’.

Variavel Média
"Z-8 Especial" 0,29 A
Z-3 ) 038 B
ASM-1 0,40 B

Existem dois grupos nos quais as médias sdo significantemente diferentes entre si, ao

nivel de significincia de 5%.
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Tabela 39 - Valores e comparagio de média pelo Teste de Tukey, apds analise de

varidngia, para o parimetro taxa de crescimento de S. aquatilis £ aquatilis e M

convolutum em cultivos mistos nos meios ASM-1 e Z-8.

Varidvel Média
S. aquatilis f. aquatilis M. convolutum
ASM-1 038 A 0,26 B
Z-8 022 B 029 B

Existem dois grupos nos quais as médias sdo significantemente diferentes entre si, ao

nivel de significancia de 5%.

Tabela 40 - Valores e comparagio de média pelo Teste T para amostras independentes,

das taxas de crescimento de S. aquatilis £ aquatilis em cultivo misto e unialgal no meio

ASM-1.

Variavel Meédia
Unialgal 0,28 A
Mista 038 B

As taxas de crescimento obtidas nas duas condigbes de cultivo sdo significantemente

diferentes entre si, ao nivel de significAncia de 5%.

94
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Tabela 41 - Valores e comparagio de média pelo Teste T para amostras independentes,

das taxas de crescimento de S. aquatilis f. aquatilis crescidas em cultivo misto e unialgal

no meio Z-8.

Varidvel

- Média

Unialgal
Mista

0,54 A
022 B

As taxas de crescimento obtidas nas duas condigBes de cultivo sdo significantemente

diferentes entre si, ao nivel de significincia de 5%.

Tabela 42 - Valores e comparagio de média pelo Teste T para amostras independentes,

das taxas de crescimento de M. comvolutum em cultivo misto ¢ unialgal no meio

ASM-1.

Varigvel

Média

Unialgal
Mista

0,40 A
026 B

As taxas de crescimento obtidas nas duas condi¢Bes de cultivo sdo significantemente

diferentes entre si, ao nivel de significincia de 5%.

95
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Tabela 43 - Valores e comparagdo de média pelo Teste T para amostras independentes,

das taxas de crescimento das células de M. convolutum crescidas em cultivo miisto e

unialgal no meio Z-8.

Variavel

Média

Unialgal
Mista

038 A
029 B

As taxas de crescimento obtidas nas duas condi¢Bes de cultivo sdo significantemente

diferentes entre si, ao nivel de significincia de 5%.



