PRISCILA RODRIGUES KOSCHEK

INTERACAO ENTRE MONORAPHIDIUM E
MICROCYSTIS CRESCIDAS EM MEIO COM MATERIA
ORGANICA EXCRETADA
E EM CULTIVO MISTO

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA A UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO DE JANEIRO VISANDO A OBTENCAO DO
GRAU DE MESTRE EM CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOFISICA)

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Centro de Ciéncias da Saude




Priscila Rodrigues Koschek

INTERACAO ENTRE MONORAPHIDIUM E
MICROCYSTIS CRESCIDAS EM MEIO COM
MATERIA ORGANICA EXCRETADA

E EM CULTIVO MISTO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Biofisica), Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios a
obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias biologicas
(Biofisica)

Orientadora: Dra. Sandra M. F. O. Azevedo

Rio de Janeiro
2008



FICHA CATALOGRAFICA

Koschek, Priscila Rodrigues.

Interagao entre Monoraphidium e Microcystis crescidas em meio
com matéria organica excretada e em cultivo misto / Priscila
Rodrigues Koschek. Rio de Janeiro, 2008.

IX, 85 p.: 40 figuras e 8 tabelas.

Dissertagao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas - Biofisica)
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, 2008.

Orientadora: Dra. Sandra M. F. O. Azevedo

1. Microcystis. 2. Monoraphidium. 3. Cultivo misto.

4. Microcistinas. 5. Exudato. 6. Infoquimicos.

I. Azevedo, Sandra M. F. O. II. Universidade Federal do Rio
de Janeiro. Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Biologicas
(Biofisica) III. Interagdo entre Monoraphidium e Microcystis
crescidas em meio com matéria organica excretada e em cultivo
misto.




Priscila Rodrigues Koschek

INTERACAO ENTRE MONORAPHIDIUM E MICROCYSTIS CRESCIDAS EM MEIO
COM MATERIA ORGANICA EXCRETADA E EM CULTIVO MISTO

Rio de Janeiro,....... de dezembro de 2008

Orientadora:

(Dra. Sandra M. F. de Oliveira e Azevedo, IBCCF - UFRJ)
Avaliadores:

(Dra. Valeria Freitas de Magalhaes, IBCCF - UFRJ)

(Dr. Celso Luiz Salgueiro Lage, IBCCF - UFRJ)

(Dra. Lucia Helena S. da Silva, Museu Nacional - UFRJ)
Revisora:

(Dra. Ana Beatriz Furlanetto Pacheco - UFRJ)



Agradecimentos

Sempre a Deus pela sua presenga.

Aos meus pais Nelio e Neusa pela dedicagdo, compreensdo e por estarem ao meu lado em
todos os momentos da minha vida.

Ao meu irmao Anderson pelo companheirismo.

A todos os meus amigos que me incentivaram a buscar meus objetivos.

A minha orientadora Sandra por ter me dado a oportunidade de estar nesse grupo de
trabalho e ter contribuido para minha formacao cientifica.

A professora Valéria, Andréia, Elis e Ronaldo pela amizade e colaboragdo em todos os
momentos que precisei aprender sobre cultivo, HPLC e analises de dados, especialmente
no inicio dessa etapa.

Ao Ricardo, Roberta, Levi e Bil pelo suporte técnico, disponibilidade e amizade.

A prof* Ana Beatriz pela atenciosa revisio da dissertagdo

A todos os colegas de trabalho e professores do Laboratério de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias — IBCCF pelo periodo de agradavel convivéncia, pela
compreensdo ¢ por terem me ajudado sempre quando precisei: Ramon, Beta, Pedro,
Maria, Vitor, Bobby, Raquel, Ana Carla, Bel, Rodrigo, Simone, Luana, Carol, Suzane,
prof. Luis Otavio, prof.* Ana Lucia e prof.* Ana Claudia.

A CAPES pelo apoio financeiro.



RESUMO

Interag@o entre Microcystis e Monoraphidium crescidas em meio com matéria
organica excretada e em cultivo misto

A comunicagdo inter-especifica pode ter um papel importante no crescimento dos
organismos fitoplanctdnicos e também na producdo de toxinas pelas cianobactérias. Estas sdo
freqlientemente encontradas como grupo dominante devido ao crescente processo de
eutrofizag¢do nos ambientes aquaticos. No Reservatorio do Funil (Resende-RJ), dados de pelo
menos uma década ja demonstraram que mais de 90% da biomassa fitoplanctonica pode ser
composta pelo grupo das cianobactérias, das quais Microcystis é um dos principais géneros
dominantes. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo investigar a interacdo entre
uma cepa da cloroficea Monoraphidium, isolada desse ambiente, e quatro cepas de
Microcystis. Para isso foram realizados cultivos utilizando meio com matéria organica
excretada (exudato) de culturas monoespecificas ou de cultivos mistos em diferentes
concentragdes. Foram realizados cultivos mistos entre a cloroficea ¢ uma cepa de Microcystis
toxica (MIRF-01), isolada do mesmo reservatdrio, ou outra cepa de Microcystis ndo toxica
(MICD-01), isolada de outro ambiente. O estado fisiolégico foi acompanhado pela contagem
de células e analise de clorofila a. A producdo de microcistinas foi analisada pela técnica de
HPLC. Os dados obtidos mostraram que o exudato de Microcystis ndo teve efeito inibitorio
sobre o crescimento de Monoraphidium com aeragdo, exceto na concentragdo de 10% no caso
do exudato de uma dentre duas cepas testadas de Microcystis. Ja em cultivos sem aeragao, o
crescimento de Monoraphidium foi estimulado pelo exudato (50%) de uma cepa de
Microcystis, MIRF-01, dentre trés cepas testadas. Esse efeito foi acompanhado de reducdo de
concentragdo de clorofila a. A adi¢do de exudato de culturas de Monoraphidium induziu o
crescimento de uma dentre duas cepas de Microcystis testadas, sem alterar clorofila a. Em
cultivo misto, tanto Monoraphidium quanto Microcystis apresentaram menor crescimento que
em cultivos monoespecificos e a cloroficea obteve melhor crescimento com a cepa de
Microcystis MIRF-01 do que com a cepa MICD-01. Na presenca de 100% do exudato de
cultivo misto inoculado com 70% de Monoraphidium e 30% de Microcystis ocorreu inibi¢do
do crescimento de Monoraphidium e redugdo de clorofila a, caracterizando clorose ao final do
cultivo (6 dias). No caso de Microcystis a adicdo de 50% deste exudato tendeu a inibir o
crescimento, sem variagdo de clorofila a. A concentracdo de microcistinas nio se alterou em
cultivo misto com Monoraphidium, mas aumentou utilizando-se exudato de cultivos
monoespecificos de Monoraphidium e de cultivos mistos em que Monoraphidium
predominava. Embora a fung¢do das microcistinas nesta interagdo ainda ndo esteja clara, o
estudo contribui para reforcar a importancia de infoquimicos na producdo dessa cianotoxina.
Portanto, os dados mostram que a producdo de matéria organica excretada por essas espécies
varia em funcdo das condicdes de crescimento. Além disso, pode ter um papel controlador
sobre o metabolismo dessas espécies a nivel inter-especifico e possivelmente intra-especifico.



ABSTRACT

Interaction between Microcystis and Monoraphidium using medium with
released organic matter and mixed cultures

Interspecific communication has an important role in phytoplankton growth and this
may be true also for toxin production by cyanobacteria. This group of microorganisms is
frequently found as dominant due to eutrophication processes in aquatic environments. Data
from Funil Reservoir (Resende-RJ) have demonstrated that at least 90% of phytoplanktonic
biomass can be composed of cyanobacteria. Microcystis is one of the main dominant genera.
The present study was designed to investigate the interaction between one strain of the
chlorophyte Monoraphidium, isolated from that reservoir, and four strains of Microcystis.
Cultivation using medium with released organic matter (exudate) from monospecifc cultures
and also from mixed cultures, in different proportions, was performed. Mixed cultures
included the chlorophyte and one toxic strain of Microcystis (MIRF-01) isolated from the
same environment or another non toxic strain of Microcystis (MICD-01) isolated from a
different environment. Physiological conditions of strains were followed by cell counting and
by analysis of chlorophyll a. The variation in microcystins production was evaluated by
HPLC technique. The results showed that medium with exudates from monospecific cultures
of Microcystis did not inhibit growth of Monoraphidium with aeration, except for the 10%
concentration exudates, and that occurred in one of the two strains of Microcystis tested.
However, in cultivation without aeration the chlorophyte had its growth stimulated by exudate
(50%) from one in three Microcystis strains tested. In addition, this stimulatory effect also
involved reduction in chlorophyll a. The addition of exudates from Monoraphidium induced
growth of one in two Microcystis strains tested, without changes in chlorophyll a. In
conditions of mixed cultivation, Monoraphidium as well as Microcystis showed reduced
growth as compared to monospecific cultures and the chlorophyte showed increased growth
with Microcystis MIRF-01 strain as compared to MICD-01 strain. In the presence of 100%
exudate from mixed cultivation inoculated with 70% Monoraphidium and 30% Microcystis
the growth of Monoraphidium was inhibited with reduction of chlorophyll a, characterizing
chlorosis at the end of cultivation (6 days). For Microcystis, the addition of this same exudate
(50%) tended to inhibit cellular growth without affecting chlorophyll a. Microcystins
concentration did not change in mixed cultures with Monoraphidium, however it increased
using medium with exudates from Monoraphidium monospecific cultures or from mixed
cultures in which Monoraphidium predominated. Although the function of microcystins in
this interaction is still not clear, this study contributes to enforce the importance of
infochemichals for this cyanotoxin production. Therefore, data show that organic matter
released by these species varies in relation to growth conditions. Besides, it may have a
controlling role in their metabolism at inter-specific and possibly intra-specific level.
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1 INTRODUCAO

1.1 Interacdes fitoplanctdnicas e estratégias de crescimento
Os organismos fitoplanctonicos vivem dispersos flutuando livre e involuntariamente
na coluna d’agua e constituem os principais produtores primarios de ecossistemas aquaticos,
como reservatorios, mares e lagos de grande porte. Na coluna d’ agua, podem coexistir
espécies de quase todos os grupos taxondmicos incluindo as cloroficeas e cianobactérias
(Reynolds, 1987).

As cloroficeas sao microalgas eucariontes fotossintetizantes. Sao conhecidas como algas
verdes devido a predominancia de clorofila a e clorofila b, mas também apresentam os
pigmentos acessorios como carotenos e xantofilas (Happey-Hood, 1988).

As cianobactérias constituem um grupo de microrganismos fotossintetizantes
procariontes Gram-negativos. Possuem registro fossil de cerca de 3,5 bilhdes de anos atrés e
foram os primeiros a realizarem fotossintese com liberacdo de oxigénio, tendo um papel
importante na criagao de condi¢des que favoreceram a proliferacdo de organismos aerdbios na
terra (Charmichael, 1994). Possuem como pigmentos fotossintéticos clorofila a, B-caroteno e
pigmentos acessorios como a ficocianina, que € responsavel pela sua coloracdo caracteristica
(Paerl, 1988).

Uma das principais caracteristicas de alguns géneros e espécies de cianobactérias ¢ a
potencial produgao de metabolitos secundarios toxicos (Wiegand e Pflugmacher, 2005). Estas
cianotoxinas podem ter estruturas quimicas distintas e sdo agrupadas conforme agdo

farmacologica estudada em animais mamiferos (Carmichael, 1992, 1994) (tabela 1).



Tabela 1: Classificagdo das cianotoxinas (Carmichael, 1992, 1994).

Cianotoxina Caracteristica quimica | Classificacéo
Microcistinas e nodularinas Peptideos ciclicos Hepatotoxinas
Cilindrospermopsinas Alcaloide Hepatotoxinas
Anatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxinas Alcaldides Neurotoxinas
Aplysiatoxina, Lyngbiatoxina-a Alcaloides Dermatotoxinas

A composicao e abundéncia do fitoplancton pode ser resultado da competi¢do entre os
componentes do habitat que exploram o mesmo nicho. Esses organismos competem
principalmente por luz e nutrientes. A competi¢do ainda pode acontecer de forma direta,
quando um competidor é afetado por alguma substéncia quimica produzida pelo outro.

O conceito de nicho para os organismos fitoplanctonicos ¢ definido principalmente
pelas suas caracteristicas nutricionais. Assim, a absor¢cdo de nutrientes, especialmente de
fosforo e nitrogénio, tem um papel importante no crescimento fitoplanctonico. Discute-se
muito na literatura sobre a influéncia da razdo N/P no crescimento das espécies (Blomqvist et
al., 1994). A dominancia de cianobactérias tem sido associada com altas concentragdes de
fosforo total e com baixas concentragdes de nitrogénio total e dissolvido (baixa razao N/P).
Contudo, autores discutem que a razdo N/P ¢ apenas uma conseqiiéncia da absor¢do dos
nutrientes (Marinho e Azevedo, 2007; Reynolds, 1999). Assim, o que ¢ realmente importante
¢ a disponibilidade dos nutrientes naquele ambiente. Entdo a espécie que possui maior
capacidade de absor¢do do nutriente disponivel tera melhores condigdes de crescimento. A
coexisténcia de diferentes espécies num ambiente ocorre quando a disputa de recursos
disponiveis ndo inclui aquele que € limitante para o seu crescimento (Begon et al. 1995).

Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas podem funcionar como estratégias
competitivas vantajosas. Os aerotopos (vactiolos gasosos), presentes em alguns géneros de

cianobactérias, assim como os flagelos encontrados em alguns géneros de cloroficeas,



permitem a exploracdo vertical da coluna d’agua em busca da intensidade luminosa mais
adequada e disponibilidade de nutrientes. As células que apresentam alta razdo
superficie/volume, devido ao tamanho pequeno ou forma diferenciada da esférica como
achatada ou filamentosa, também obtém vantagens, pois sdo maiores as taxas de absor¢do de
nutrientes ¢ a eficiéncia fotossintética (Paerl, 1988).

Com base nas caracteristicas morfologicas e fisiologicas, as diferentes espécies
fitoplactonicas foram agrupadas em quatro categorias de estratégias de crescimento e
sobrevivéncia (Reynolds, 2006).

O grupo dos C-estrategistas ¢ composto pelos organismos invasores oportunistas.
Compreendem os organismos pequenos, geralmente unicelulares e que apresentam altas taxas
de crescimento em ambientes repletos de recursos (alta intensidade Iuminosa e
disponibilidade de nutrientes). Entretanto, ndo sustentam altas taxas de crescimento por
longos periodos. Alguns possuem mobilidade e por isso as taxas de sedimentacdo sdo baixas.
Sdo vulnerdveis a predagdo devido ao tamanho. Estdo incluidos neste grupo os géneros
Chorella, Ankyra, Chlamydomonas, Monoraphidium, entre outros.

Os organismos que toleram ambientes com baixa disponibilidade de recursos estdo
agrupados nos S-estrategistas. Estes exploram fontes alternativas como fixagdo de nitrogénio
e producao de fosfatase. Alguns sdo unicelulares grandes, mas a maioria ¢ colonial. Como
apresentam tamanhos maiores, consequentemente as taxas de crescimento sdo menores. A
eficiéncia fotossintética também ¢ menor em funcdo do tamanho grande acompanhado de
formas ndo atenuadas. Podem controlar migragdo vertical na coluna d’agua, o que é uma
vantagem adaptativa. Entre os géneros representativos estdo Microcystis, Anabaena,
Gloeotrichia e Uroglena.

O grupo dos R-estrategistas reline organismos capazes de crescer com baixas

intensidades luminosas ou com variagdes de altas intensidades luminosas. Isto ¢ possivel



devido ao tamanho pequeno ou forma plana, o que propicia alta afinidade por fotons. Alguns
sdo unicelulares, mas a maioria ¢ filamentosa. Encontram-se em habitats onde as condi¢Ges
podem ser transitorias. Alguns géneros que pertencem a este grupo sdo Planktothrix,
Limnothrix, Asterionella e Aulacoseira.

Os organismos que toleram o estresse cronico, como a baixa disponibilidade de
nutrientes, que ocorre em regides ocednicas e lagos ultraoligotroficos, foram reunidos no
grupo dos SS-estrategistas. Sdo representados por espécies de picoplancton procarionte, tais
como o género Prochlorococcus encontrado no mar e os géneros Cyanobium ¢ Cyanodiction
em lagos.

Dessa forma, cada tipo de estratégia reflete a historia evolutiva, incluindo adaptacdes
que permitem a sobrevivéncia destes organismos em determinadas condi¢des ambientais.
Além disso, a interagdo com organismos competidores e predadores também influencia o
crescimento de uma espécie em detrimento de outra, que podera dominar o ambiente ou

apenas coexistir com outros organismos.

1.2 Fatores que influenciam a dominéncia de cianobactérias

A crescente dominancia das cianobactérias nos corpos d’agua tem forte impacto sobre o
meio ambiente ¢ pode causar mortandade de animais aquaticos, devido a presenca de
cianotoxinas ¢ a redugdo de oxigénio dissolvido na agua por causa da massa de células
geradas. Como estas s@o consideradas endotoxinas (Paerl, 1988), representam maior perigo
para o ecossistema aquatico durante a lise celular, especialmente ao final de uma floragéo
(intenso crescimento de células no corpo d’agua) quando sdo liberadas em altas concentragdes
(Christoffersen, 1996).

O crescimento intensificado de cianobactérias toxicas também compromete a qualidade

da agua, aumentando o custo do seu tratamento. Além disso, essa dominancia pode



representar um risco a saude publica, uma vez que pode ocorrer intoxicacdo pelo contato com
essa agua contaminada, pelo consumo de peixes e pela contaminagdo de reservatorios de
abastecimento publico (Codd et al., 2005; Duy et al., 2000; Soares et al., 2005).

A ocorréncia de floragdes toxicas de cianobactérias em diversos corpos d’agua de
diferentes regides brasileiras vem se tornado freqiiente (Sant’Anna e Azevedo, 2000), devido
ao crescente processo de eutrofizacdo. Este processo deve-se principalmente a descarga de
esgoto doméstico e industrial dos centros urbanos ¢ ao escoamento de fertilizantes de areas
agricolas para os corpos d’agua. Com isso, ocorre um enriquecimento de nutrientes no
ecossistema aquatico, alterando a estrutura da comunidade fitoplanctonica.

Como exemplo, temos o Reservatorio do Funil, situado em Resende (RJ), onde ja foi
observada uma alteracdo na composicdo do fitoplancton associada ao processo de
eutrofizagdo ocorrido nas ultimas décadas. Estudos realizados em 1978 indicaram a
dominancia de cloroficeas no reservatério (FEEMA, 1992). No entanto, dados de 1989
registraram uma expressiva dominéncia de cianobactérias (FEEMA, 1992), ressaltada também
em trabalhos mais recentes (Rocha, 2007; Soares, 2008). Soares (2008) mostrou que durante o
periodo de junho de 2002 a junho de 2003, a comunidade fitoplanctonica era composta em
sua maioria por algas verdes e cianobactérias, e foram identificados 34 e 21 taxons,
respectivamente. Entretanto, a biomassa fitoplanctonica era composta em mais de 90% pelo
grupo de cianobactérias, com dominancia de trés espécies principais: Anabaena circinales,
Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa.

O sucesso das cianobactérias em diferentes condigdes ambientais deve-se a diversidade
fisiologica e morfoldgica, o que permite uma plasticidade adaptativa (Paerl, 1988). Dentre as
caracteristicas que favorecem o crescimento em ambientes de dgua doce estd a adaptacdo a
diferentes intensidades luminosas devido a variedade de pigmentos cromaticos que possuem.

Géneros formadores de floragdes como Microcystis, podem tolerar altas intensidades,



enquanto representantes de outros géneros, como Cylindrospermopsis, podem habitar em
maiores profundidades, onde a intensidade luminosa ¢ menor. Uma outra caracteristica
importante ¢ a presenca de aerdtopos, encontrados em alguns géneros como Microcystis, que
permitem a migragdo vertical na coluna d’agua. Além disso, podem ser citadas a capacidade
de formacao de coldnias, que pode minimizar a herbivoria; a fixacdo de N, atmosférico por
espécies filamentosas, que permite crescer em ambientes com deficiéncia de nitrogénio; ¢ a
capacidade de estocar fosforo. (Paerl, 1988; Reynolds, 1987).

Além do incremento de nutrientes (principalmente fosforo e nitrogénio) e das
particularidades favoraveis das células, a dominancia em ambientes de dgua doce tem sido
associada com estabilidade da coluna d’agua, baixa razdo N/P, baixa intensidade luminosa,
alta temperatura, baixos teores de CO, dissolvido na agua e pH basico, (Blomgvist et al.,
1994; Shapiro, 1990; Smith, 1986; Watson et al., 1997).

Recentemente, estudos vém apontando que além dos fatores ambientais, fatores
biologicos tais como a composicdo fitoplanctonica e os seus produtos excretados também
poderiam influenciar o crescimento das cianobactérias e a producdo de toxinas (Kearns e
Hunter, 2000; Vardi et al., 2002).

Dessa forma, a dominancia ¢ formagdo de floragdo por uma determinada espécie
depende de suas caracteristicas individuais, condi¢des ambientais favoraveis ao seu
desenvolvimento e da interagdo com os organismos competidores ¢ predadores existentes
naquele ecossistema aquatico. Contudo, qualquer alteracdo nas condi¢des estabelecidas para o
seu sucesso, como por exemplo a ocorréncia de mistura na coluna d’agua, pode levar a perda

da dominancia (Pearl, 1988).



1.3 Comunicacéo celular por meio de infoquimicos

A comunicacdo através de substancias quimicas ocorre entre diversos organismos no
ambiente aquatico. Um dos modelos mais estudados € a interacdo entre presa e predador
(Bronmark e Hanson, 2000). Todavia, a comunicagdo quimica entre os organismos ocorre
tanto no nivel inter-especifico como intra-especifico.

Esta comunicacdo ocorre através de substancias quimicas, conhecidas como
infoquimicos, que representam uma fonte de informagdo sobre o meio bidtico e abidtico ao
seu redor. Os infoquimicos nao apresentam caracteristicas estruturais em comum (muitas
vezes sua estrutura ainda nao foi identificada), ocorrem em concentragdes muito baixas (na
faixa de nano a micromolar) e sdo capazes de induzir alteracdes comportamentais,
morfologicas ou fisiologicas (Klaschka, 2008). A atividade dos infoquimicos geralmente ¢é
espécie-especifica (Babica et al., 2007), ou seja, um composto pode ter um efeito numa
espécie e ndo apresentar efeito em outra espécie, ou até induzir uma resposta diferente.

Em bactérias, a comunica¢do entre células ocorre por quorum sensing. Neste
mecanismo, que ¢ dependente da densidade celular, moléculas sinalizadoras (auto-indutores)
sdo utilizadas para coordenar respostas as condigdes ambientais (Waters e Bassler, 2005).
Quorum sensing regula processos como competéncia genética, bioluminescéncia, viruléncia,
esporulagdo e entrada na fase estacionaria devido a exaustao de nutrientes (Lazazzera, 2000).
Este mecanismo ¢ pouco conhecido em cianobactérias, contudo, indutores ja foram
identificados em cepas dos géneros Anabaena (Romero et al., 2008) ¢ Gloeothece (Sharif et
al., 2008). Isto indica que este tipo de comunicag¢ao pode ocorrer também em cianobactéria.
Um estudo com uma cepa de Microcystis, mostrou que o meio com exudato de culturas
antigas e cloroticas (cor palida) inibiu o seu crescimento e também alterou a pigmentagao
celular (Dagnino et al., 2006). Isto sugere a existéncia de um mecanismo de controle da

densidade celular.



O género Microcystis ¢é capaz de produzir, além das toxinas conhecidas, uma variedade
de peptideos com atividade bioldogica especial que ndo participam do seu metabolismo
primario (Welker et al., 2006). Isso demonstra a potencialidade desse género, responsavel por
floracdes em todo o mundo, para produzir diversos compostos bioativos.

A liberag@o de uma substincia quimica que inibe o crescimento do competidor pode ser
considerada uma vantagem adaptativa para o organismo produtor, como ocorre em interagoes
alelopaticas. Os principais efeitos provocados por estes compostos alelopaticos sdo a inibigdo
do crescimento e da fotossintese (Figueiredo et al., 2007; Legrand et al., 2003; Smith e Doan,
1999). Foi verificado que de um total de 182 combinagdes entre diferentes cepas de
cianobactérias e cloroficeas isoladas de ambientes de agua doce da Florida (EUA), 37 destes
cultivos mistos mostraram intera¢cdes com efeitos inibitdrios ou estimulantes do crescimento
(Gantar et al., 2008).

Apo6s longo tempo de coexisténcia no mesmo ambiente, 0s organismos podem se
adaptar e apresentar resisténcia, ¢ dessa forma as intera¢des alelopaticas seriam transitorias
(Reigosa et al., 1999). Mohamed (2008) mostrou que duas espécies de cloroficeas que
coexistem com Microcystis e microcistinas apresentam um aumento no conteudo de
polissacarideos associado ao estresse oxidativo induzido pela microcistina. Isto sugere a
existéncia de uma resposta adaptativa protetora frente ao competidor. Por outro lado,
interacoes alelopaticas entre espécies que coexistem no mesmo ambiente também ja foram
observadas (Kearns e Hunter, 2000, 2001; Keating, 1978; Vardi et al., 2002). Assim, no
ambiente algumas espécies podem estar adaptadas e outras sensiveis aos compostos
alelopaticos produzidos pelos competidores (Legrand et al., 2003).

Os efeitos alelopaticos podem ocorrer com indugdo de estresse fisico, como limitagdo de
luminosidade (von Elert e Jiittner, 1996), quimico, como escassez de nutrientes (von Elert e

Jiittner, 1996) ou bioldgico, como a presenca do competidor (Soares, 2008). Além disso,



Suikkanen et al. (2004) demonstraram que a producdo de compostos alelopaticos pode variar
em funcdo da fase de crescimento, uma vez que Nodularia spumigena produziu mais
substancias com atividade alelopatica em fase exponencial do que na estacionaria.

Dentre os varios metabolitos secundarios produzidos por cianobactérias e outras algas,
alguns apresentam atividade alelopatica, inclusive as cianotoxinas (Leflaive e Tem-Hage,
2007; Legrand et al., 2003). Alguns compostos podem ter participagdo na regulacdo de
populagdes naturais, como observado em casos de sucessdes de espécies num ambiente
(Keating, 1978; Vardi et al., 2002) e ainda funcionar como importantes ferramentas
bioquimicas (Jaiswal et al., 2008; Vardi et al., 2002).

Como nenhuma funcdo especifica foi atribuida as cianotoxinas, muitos estudos sdo
realizados, principalmente com microcistina, para entender o papel fisiologico e ecologico
desses compostos. Grande parte desses estudos tem investigado os efeitos de microcistina em
organismos fitoplanctonicos ¢ demonstrado que podem ocorrer alteragdes fisiologicas,
bioquimicas e morfologicas (Babica et al., 2006; Hu et al., 2004; Sedmak ¢ Elersek, 2006;
Sedmak e Kosi, 1998). Além disso, um outro aspecto importante ¢ investigar a influéncia que
organismos podem ter sobre a producao de cianotoxinas.

Embora na maioria dos casos a estrutura ndo tenha sido identificada, estudos com os
produtos excretados sugerem a presenca de infoquimicos. Kearns ¢ Hunter (2000) mostraram
que produtos excretados pela cloroficea Chlamydomonas reinhartii alteram a concentragio
das duas toxinas produzidas pela cianobactéria Anabaena flos-aquae. Os produtos excretados
por A. flos-aquae inibiram o crescimento da cloroficea, o que ocorreu também em cultivo
misto. Testes com as toxinas purificadas indicaram que esta inibi¢do pode ser causada por
microcistina. Em outro trabalho (Oliveira, 1997) foi verificado que em cultivos mistos da
cianobactéria Synecocystis aquatilis com a cloroficea Monoraphidium convolutum, quanto

maior o percentual da cloroficea, maior foi a concentragdo de microcistina produzida pela



cianobactéria. Entretanto, o crescimento da cloroficea foi inibido por metabdlicos excretados
por S. aquatilis (Oliveira, 1997).

Alguns autores ndo consideram as toxinas intracelulares como infoquimicos, uma vez
que estes devem ser substancias extracelulares (Babica et al., 2007; Klaschka, 2008). No
entanto, determinados estudos t€ém demonstrado que algumas possuem funcdo alelopatica.
(Leflaive e Tem-Hage, 2007; Legrand et al., 2003). Um outro trabalho (Kearns ¢ Hunter,
2001) mostrou que anatoxina e microcistina produzidas por A. flos-aquae induzem a
paralisagdo da cloroficea mével Chlamydomonas reinhartii. Os autores sugerem que a
producdo de toxina ¢ uma adaptacdo que permite a cianobactéria reduzir os efeitos da

competicao, em ambientes com recursos limitados, com outros organismos fitoplanctonicos.

1.4 Fatores que influenciam a producéo de microcistinas

As microcistinas sdo hepatotoxinas produzidas por alguns géneros de cianobactérias
incluindo Microcystis, Anabaena, Anabaenopsis, Planktothrix, Nostoc, Hapalosiphon,
Radiocystis, Phormidium e Synechocystis (Metcalf et al., 2006).

Estruturalmente sdo heptapeptideos ciclicos (figura 1), caracterizados pela presenga de
5 aminodcidos fixos (D-aminodcidos) e 2 variaveis (L-aminoacidos). As microcistinas
apresentam mais de 70 variantes e a mais comumente encontrada ¢ a microcistina-LR (Spoof
et al.,, 2003). Possuem como mecanismo de a¢do em células eucariontes a inibigdo de
proteinas fosfatases tipo 1 e 2A, que sdo responsaveis pelos processos de fosforilagdo de
outras proteinas dentro das células, tendo também um papel importante na divisdo celular

(Carmichael, 1992; Dawson, 1998).
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(6) D-Glu (iso) (7) N-methyldehydroAla

COOH

(5) Adda

COOH O (2) L-Leu

(4) L-Arg (3) D-erythro-p-methylAsp (iso)

Figura 1 - Estrutura quimica da microcistina-LR. Os numeros indicam os sete aminoacidos que compdem a

molécula (Wiegand e Pflugmacher, 2005)

A sintese de microcistinas ¢ ndo ribossomal, ¢ envolve um grande complexo enzimatico
que inclui peptideo sintetases, policetideo sintases ¢ enzimas modificadoras adicionais
(Jaiswal et al., 2008; Tillett et al., 2001). A expressdo e regulacdo desses genes sdo realizadas
por mecanismos complexos que sdo influenciados por fatores ambientais tais como
intensidade luminosa, temperatura, pH, nutrientes e metais trago como o ferro (Jaiswal et al.,
2008; Kaebernick ¢ Neilan, 2001; Song et al., 2006). Estudos genéticos (Kaebernick et al.,
2000) mostraram que a intensidade e qualidade da luz podem regular os genes envolvidos na
producao de microcistina. Oh et al. (2000) observaram que o acréscimo de fosforo no meio de
cultura estimulou a producao de toxina em M. aeruginosa. Alta produ¢do de microcistinas
também pode estar relacionada as fases de crescimento celular (Kaebernick e Neilan, 2001;
Kearns e Hunter, 2001; Watanabe et al., 1989; Watanabe e Oishi, 1985).

Além desses fatores, ja foi demonstrado que a produgéo de toxina pode ser influenciada
por outros organismos como predadores (Jang et al., 2004; Jang et al., 2008) e competidores,

como observado no caso da cloroficea Chlamydomonas reinhartii, cujos produtos excretados
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podem aumentar a producdo de anotoxina e reduzir a de microcistina (Kearns e Hunter,
2000). Outra situacdo demonstrou que o meio de cultivo com exudato de dinoflagelado
induziu um aumento na sintese de microcistina (Vardi et al., 2002). Dessa forma, a produgio
de microcistinas pode ser afetada positiva ou negativamente pela presenca de outros
organismos. Embora mais estudos sejam necessarios para entender o papel ecologico da
microcistina nessas interagdes, estes estudos mostram que a regulacio da sintese de toxinas ¢é

reflexo de varios fatores que atuam sinergicamente colaborando para toxicidade de uma cepa

de cianobactéria.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
+» Investigar a interacdo entre cepas de cianobactéria e uma cepa de cloroficea em
condi¢des de cultivo, buscando ampliar o conhecimento sobre as condigdes que

determinam o sucesso de uma dada espécie em detrimento de outra no ambiente.

2.2 Objetivos especificos

» Testar o efeito da matéria organica excretada por diferentes cepas de cianobactéria do
género Microcystis sobre uma cepa da cloroficea Monoraphidium contortum,
avaliando alteragdes no crescimento e concentragao de clorofila a.

» Testar o efeito da matéria organica excreta por M. contortum sobre uma cepa de
Microcystis cf. aeruginosa toxica, isolada do mesmo ambiente, avaliando altera¢des
no crescimento e concentragao de clorofila a e producao de microcistinas.

» Testar o efeito da matéria organica excreta por M. contortum sobre uma cepa de M.
aeruginosa nao toxica, isolada de outro ambiente, avaliando alteragdes no crescimento
e concentracdo de clorofila a.

»  Testar o efeito do cultivo misto de M. contortum e M. cf. aeruginosa toxica ou M.
aeruginosa ndo toxica avaliando alteracdes no crescimento da cianobactéria e da
cloroficea e producdo de microcistinas pela cianobactéria.

»  Testar o efeito da matéria organica excreta por cultivos mistos de M. contortum e M.
cf. aeruginosa toxica sobre M. contortum ¢ M. cf. aeruginosa toxica, avaliando

alteragdes no crescimento, na concentragao de clorofila a e producao de microcistinas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cepas utilizadas

Neste estudo foram utilizadas trés cepas toxicas de cianobactéria (produtoras de
microcistinas) da espécie Microcystis aeruginosa (MILJ-04), Microcystis cf. aeruginosa
(MIRF-01, MILJ-48), uma cepa de Microcystis aeruginosa nao toxica (MICD-01) e uma cepa
de cloroficea da espécie Monoraphidium contortum (MORF-01). As cepas MIRF-01 e
MORF-01 foram isoladas do reservatdrio do Funil, localizado no municipio de Resende, RJ.
A cepa MICD-01 foi isolada de um reservatorio de dgua do bairro de Cidade de Deus, RJ. As
cepas MILJ-04, MILJ-48 foram isoladas da Lagoa de Jacarepagud, RJ.

A cepa da espécie de Monoraphidium (MORF-01) utilizada ¢ mostrada na figura 2. As
cepas de Microcystis utilizadas nesse trabalho possuem tamanhos distintos de 7,5 ¢ 4,0 um de
diametro (os resultados correspondem a média de 90 células) sdo mostradas nas figuras 3
(MIRF-01) e 4 (MICD-01), respectivamente. As imagens foram obtidas por microscopia 6tica

(Olympus BX-50), com um aumento de 100 vezes.

20 pm
Figura 2: Cepa de Monoraphidium contortum (MORF-01)
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Figura 3: Cepa toxica de Microcystis cf. aeruginosa (MIRF-01)

Figura 4: Cepa ndo-toxica de Microcystis aeruginosa (MICD-01)

20 pm
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3.2 Condicoes de cultivo de células

As cepas foram mantidas em meio de cultura ASM-1 com pH ajustado para 8,0
(Gorham et al.,1964), temperatura ambiente de 244+2°C ¢ fotoperiodo de 12/12 horas
luz/escuro. As culturas utilizadas eram nao axénicas. Para manutencao das culturas de
cloroficeas foi adicionada ao meio uma solugdo (ImL/L) contendo as vitaminas tiamina
(0,1mg/L), biotina (0,5ug/L) e B12 (0,5ug/L).

Em condigdes experimentais, os cultivos foram realizados com aeragdo constante ¢ sob

intensidade luminosa de 140 pE.m>.s™.

3.3 Contagem de células

O crescimento celular foi acompanhado por meio de contagem de células realizada em
microscopio oOtico, utilizando uma cémara de Fuchs-Rosenthal. A cepa MIRF-01 foi
submetida a um tratamento para romper as coldnias. Esse tratamento consiste na adicdo de
NaOH 1M na propor¢do de 2:1 (amostra:solucdo) e aquecimento em banho maria a 60°C por
10 minutos. Com esse tratamento as células da cepa MIRF-01 foram separadas da mucilagem,
permitindo assim a contagem individual das células. No caso dos cultivos mistos, as células
das cepas MIRF-01 e a cepa MORF-01 foram contadas em camaras separadas, pois devido ao
tratamento para romper as colonias da cepa MIRF-01, as células da cloroficea passaram a
ficar aglutinadas.

As taxas de crescimento (u) foram determinadas conforme a formula descrita em Fogg e
Thake (1987) apresentada abaixo:

p=(In N2 - In Np)/(to-t1)
Onde:
u = taxa de crescimento

N; e N, =namero de células/mL nos tempos t; e t,
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Também foi determinado o rendimento maximo das culturas (R), que corresponde ao
numero maximo de células atingido ao final do cultivo subtraido do niimero de células no

inoculo inicial.

3.4 Determinacdo da concentracdo de clorofila a

A concentragdo de clorofila a foi determinada, apds filtragdo de um volume conhecido
das amostras em filtro de borossilicato (13mm). Posteriormente, foi adicionado a este filtro
um volume determinado de acetona 90%. Esta suspensao foi agitada em Vortex e incubada
por 20 horas no escuro, a 4°C. Apds incubagdo, a suspensao foi centrifugada a 1600g por 15
min (Eppendorf - modelo 5403) e 3mL do sobrenadante foram utilizados para determinar a
concentragdo de clorofila a por espectrofotometria (Shimadzu - UV mini 1240). A leitura foi
feita a 664 ¢ a 750nm, para corre¢do da turbidez. Em seguida, a amostra foi acidificada com
0,1mL de HCI 0,1N para descontar a concentragdo de feofitina a, levemente agitada, e apos
90s a leitura foi realizada a 665 e a 750nm. Os calculos para obten¢ao da concentragcdo de

clorofila a estdo descritos no manual para métodos padrdo (APHA, 1995).

3.5 Determinacdo da concentracdo de microcistinas

Um volume conhecido de cultivo foi retirado em cada condi¢ao experimental e passado
em filtro de borossilicato (47mm). Os filtros foram utilizados para analisar o conteudo de
toxina intracelular. Os filtrados foram utilizados para determinar a concentragdo de
microcistinas na porgao dissolvida.

A extracdo de microcistinas intracelulares foi realizada a partir do material retido nos
filtros. Estes foram picotados para facilitar a extracdo, e em seguida foi adicionado
metanol:acido trifluoracético (TFA) 0,1% (Barco et al., 2005) até cobri-los por inteiro. Apos 1

hora em agitagdo constante, o extrato foi centrifugado a 3000g por 15 min. O processo foi
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repetido por mais duas vezes com o precipitado. Os sobrenadantes foram recolhidos ao final
de cada centrifugagdo e reunidos para evaporagdo total sob fluxo de ar comprimido. Esse
material foi ressuspenso em 20mL de agua MILLI-Q e passado em cartucho com 2g da resina
HP-20 (Supelco) para concentrar e purificar o extrato.

No caso dos filtrados, utilizados para determinar a concentragdo de microcistinas na
porcdo dissolvida, esses foram passados diretamente no cartucho.

Os cartuchos foram previamente ativados com a passagem de 20mL de metanol 100%,
seguido de 20mL de agua MILLI-Q. Apos a passagem da amostra, foi feita a lavagem com
10mL metanol 10%, 10mL metanol 20% e 10mL metanol 30%, respectivamente. Todas estas
fragdes foram descartadas e o material retido no cartucho foi eluido com 20mL de
metanol: TFA 0,1%. Esta fragdo foi evaporada totalmente sob fluxo de ar comprimido e
ressuspensa em 2mL de metanol: TFA 0,1%.

Apo6s 1 hora em agitagdo constante para solubilizacdo, essa amostra foi filtrada em
filtros de celulose regenerada (0,45um, 13mm). Na condicdo experimental 3.7.7 foram
utilizados cartuchos de 1g de ODS (Bakerbond - 7466-07 - Octadecyl - Polar Plus). A pré-
ativacdo desses cartuchos e o procedimento para concentrar e purificar cada extrato foi
realizado da mesma forma que para o cartucho de resina HP-20.

As andlises para determinar a concentragdo de microcistinas foram realizadas pela
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). O sistema de HPLC e as

condicdes cromatograficas utilizadas estdo descritas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2 — Descri¢dao dos componentes do sistema HPLC utilizado (Shimadzu)

Componentes Descricao

Detector U.V./Vis - Detector de diiodo - SPDM10Avp

Bomba LC-10AT VP

Loop 100uL

Coluna Cis, Lichrospher 100 RP (fase reversa) - 18, 125 x 4mm, Sum
Aplicativo LZ Workstation Class - vp

Tabela 3 — Descrigdo das condi¢des de cromatografia analitica utilizada
Parametros Condicao

Fluxo ImL/min

Volume injetado| 100uL

U.Vv. Espectro de absorcao de 195 a 300nm

Fase movel Condigao isocratica; 72% de acetato de amonia 20mM, pH 5,0 e 28%

de acetonitrila (grau HPLC)
Deteccao 238nm

Tempo 15 min

O espectro de absor¢do de cada pico obtido nos cromatogramas foi analisado e
comparado com o espectro obtido a partir de uma solu¢do padrdo de microcistina-LR. Para

calcular as concentragdes foram utilizadas as areas dos picos com similaridade igual ou
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superior a 99% do padrdo. A quantificacdo foi feita com base numa curva, previamente
estabelecida, com concentragdes variaveis da microcistina padrdo nas mesmas condi¢cdes da

cromatografia analitica utilizada.

3.6 Tratamento estatistico dos dados

O tratamento estatistico das taxas de crescimento, do rendimento celular, da
concentragdo de clorofila a e de microcistinas nas diferentes condigdes de cultivo, exceto para
a condigdo experimental 3.7.6, foi realizado através do Teste de Kruskal-Wallis (ANOVA),
seguido pelo Teste de Dunn para comparacao entre a condi¢do controle e cada tratamento. As
taxas de crescimento, o rendimento celular e a concentragao de microcistinas na condigao
experimental 3.7.6 foram analisados através da comparacdo entre a condi¢do monoespecifica
e a condigdo de cultivo misto através do Teste U de Mann-Whitney. Para ambos os testes o
valor de p<0,05 foi considerado significativo. Os testes foram realizados utilizando-se o

programa GraphPad Instat, versao 3.06.

3.7 Experimentos de interacdo entre Monoraphidium e Microcystis

3.7.1 Avaliacéo de caracteristicas ecofisiologicas de Microcystis (MIRF-01 e MICD-01)
e de Monoraphidium (MORF-01) em condicGes monoespecificas

Inicialmente foram realizados cultivos monoespecificos (em triplicata) de cada cepa por
16 dias, nas condigdes de cultivo descritas no item 3.2. A partir de contagem de células/mL a
cada dois dias, foram estabelecidas as curvas de crescimento das cepas MIRF-01, MORF-01 e
MICD-01. A cada quatro dias foram retiradas amostras para determinacdo da concentragao de
clorofila a e microcistinas intracelulares e dissolvidas (culturas da cepa MIRF-01), como

descrito nos itens 3.4 e 3.5, respectivamente.
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3.7.2 Obtencao do meio com matéria organica excretada (exudato)

Um volume apropriado de cada cultura foi centrifugado (Sorvall — RC5B) para separar
o excesso de células, em seguida o meio foi filtrado utilizando filtro de borossilicato. Neste
meio de cultivo contendo os exudatos foram adicionados nutrientes em concentracoes
equivalentes aquelas do mesmo volume de meio ASM-1. A seguir, o exudato foi esterilizado
por filtragdo, utilizando filtro de poro 0,22um (Millipore - GV-PVDF - 47mm), em aparato
de filtracdo estéril ou utilizando um sistema de filtragao estéril com de poro de 0,22um (TTP
— 85x85x213mm — reservatorio de 500mL), no caso de volumes maiores. Desses exudatos
foi retirada uma aliquota para determinar o valor do pH e avaliar se estava proximo ao valor
do meio de cultivo (8,0), mas os valores nao foram corrigidos. Posteriormente, cada exudato

foi distribuido nas devidas proporg¢des em meio ASM-1.

3.7.3 Avaliagdo de caracteristicas ecofisiologicas de Monoraphidium (MORF-01) na
presenca do meio com exudato de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01)

Para investigar a influéncia dos produtos excretados pelas cepas de Microcystis
MIRF-01 ou MICD-01 sobre a cepa de Monoraphidium MORF-01, foram utilizados como
parametros o nimero de células/mL e a concentracdo de clorofila a da cloroficea. Os exudatos
de Microcystis MIRF-01 e MICD-01 foram obtidos a partir da matéria organica excretada no
meio de cultivo (550mL) de culturas em fase de crescimento correspondente ao final da fase
exponencial com 9 e 11 dias, respectivamente para cada cepa, como descrito no item 3.7.2.
Cada exudato foi distribuido nas proporgdes de 5, 10 ou 50% em meio ASM-1 para um
volume final de 150mL em Erlenmeyer ou baldes de 250mL (5 réplicas para cada condigdo).
O inbéculo da cepa MORF-01 foi de aproximadamente 5,5x10° células/mL. O tempo
experimental foi de 12 dias, baseado na curva de crescimento. As condi¢des de cultivo estdo
descritas no item 3.2. As amostragens foram feitas nos dias 0, 3, 6 e 12 de cultivo para
contagem de células/mL e 0, 6 e 12 para determinacdo da concentragdo de clorofila a.
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3.7.4 Avaliacdo de caracteristicas ecofisiologicas de Monoraphidium (MORF-01) na
presenca do meio com exudato de diferentes cepas tdxicas de Microcystis
(MIRF-01, MILJ-04 ou MILJ-48)

A fim de investigar a especificidade da resposta da cepa de Monoraphidium MORF-01
aos produtos excretados por cianobactérias, foram utilizadas outras duas cepas toxicas
(produtoras de microcistina) de Microcystis do banco de cultura do Laboratorio de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias, MILJ-04 e MILJ-48. Nesse experimento
foram utilizados como parametros o nimero de células e a concentracdo de clorofila a da
cloroficea. Os exudatos foram obtidos a partir da matéria organica excretada no meio de
cultivo (350mL) de culturas de Microcystis (MIRF-01, MILJ-04 e MILJ-48) em fase de
crescimento correspondente ao final da fase exponencial com 9 dias, como descrito no item
3.7.2. Cada meio com exudato foi distribuido na concentracdo de 50% em ASM-1 para um
volume final de 150mL em baldes de 250mL. O experimento foi realizado com 4 réplicas
para cada condigdo. O inoculo da cepa MORF-01 foi de aproximadamente 1,0x10°
células/mL. O tempo experimental foi de 3 dias. Nesse caso foi decidido reduzir o tempo
experimental, uma vez que dados da literatura mostram que o efeito causado pela adicao de
um exudato geralmente € observado no inicio do cultivo. As condi¢des de cultivo utilizadas
estdo descritas no item 3.2, entretanto os cultivos ndo foram aerados. As amostragens foram

realizadas somente no ultimo dia de cultivo para contagem de célula/mL e determinacao da

concentracdo de clorofila a.

3.7.5 Avaliacao de caracteristicas ecofisioldgicas de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01)
na presenca do meio com exudato de Monoraphidium (MORF-01)

Para investigar a influéncia dos produtos excretados pela cepa de Monoraphidium
MORF-01 sobre as cepas de Microcystis MIRF-01 ou MICD-01 foram utilizados como
parametros o numero de células/mL, a variacio da concentragdo de clorofila a e de

microcistinas intracelulares. O exudato da cepa MORF-01 foi obtido a partir da matéria

22



organica excretada no meio de cultivo (3,5L) de uma cultura em fase de crescimento
correspondente ao final da fase exponencial com 11 dias, como descrito no item 3.7.2. Esse
meio com exudato foi distribuido nas proporgdes de 5, 10 ou 50% em ASM-1 para um
volume final de 150mL em baldes de 250mL (MICD-01) ou 1000mL em baldes 3L (MIRF-
01). O experimento foi realizado com 4 réplicas para cada condicdo. O in6culo da cepa
MIRF-01 e da cepa MICD-01 foi de aproximadamente 5,5x10° células/mL. O tempo
experimental também foi de 12 dias, baseado na curva de crescimento, como no experimento
descrito no item 3.7.3. As condicdes de cultivo estdo descritas no item 3.2. As amostragens
foram feitas nos dias 0, 3, 6 e 12 de cultivo para contagem de células/mL e 0, 6 e 12 para
determinagdo da concentracdo de clorofila a. A amostragem para determinagdo da
concentragcdo de microcistinas intracelulares foi realizada somente no ultimo dia de cultivo

(entre o final da fase exponencial e o inicio da estacionaria).

3.7.6 Avaliacdo do crescimento das cepas de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01) e da
cepa de Monoraphidium (MORF-01) em condigdes de cultivo misto

Neste experimento foi avaliada a influéncia do contato direto entre Monoraphidium e
Microcystis sobre o nimero de células/mL e a concentragdo intracelular de microcistinas. Para
isso foram preparados 3 cultivos mistos na proporgdo de 1:1 entre Monoraphidium MORF-01
e Microcystis toxica MIRF-01 ¢ outros 3 entre Monoraphidium MORF-01 e Microcystis ndo
toxica MICD-01. Também foram feitos cultivos monoespecificos de cada cepa em triplicata
para comparar com os cultivos mistos. Os inoculos foram de aproximadamente 6,0x10°
células/mL em baldes de 3L. O tempo experimental teve como objetivo acompanhar o cultivo
somente até 6° dia da fase exponencial. As condi¢des de cultivo utilizadas estdo descritas no
item 3.2. As amostragens foram realizadas nos dias 0, 3 ¢ 6 para contagem de células/mL, e
para determinacdo da concentragdo de microcistinas somente no ultimo dia de crescimento
(6).
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3.7.7 Avaliacdo de caracteristicas ecofisiologicas de Microcystis (MIRF-01) e de

Monoraphidium (MORF-01) na presenca do meio com exudatos de cultivos mistos

A presenga do competidor pode induzir a producdo de compostos diferentes daqueles
produzidos por um organismo crescendo em ambiente onde ndo had disputa por recursos.
Dessa forma, foram utilizados meios com exudatos de cultivos mistos para verificar se existe
diferenca de resposta quanto ao numero de células/mL e a concentragdo de clorofila a em
comparagdo ao efeito do exudato de culturas monoespecificas. Para isso, foram feitos cultivos
mistos entre MIRF-01 ¢ MORF-01, em tré€s proporgdes diferentes: inodculo incial de 80% de
MIRF-01 e 20% de MORF-01 (cultivo A), indculo incial de 50% de MIRF-01 e 50% de
MORF-01 (cultivo B), e in6culo incial de 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (cultivo C).
Cada cultivo continha um total de 1,0x10° células/mL. Apos periodo de seis dias de interagio
entre as duas espécies em cultivo misto, o exudato foi obtido a partir de um volume de 500ml
de cada cultivo, como descrito no item 3.7.2. Cada meio com exudato foi distribuido nas
proporgdes de 50 ¢ 100% em ASM-1 para um volume final de 100mL, em Erlenmeyer ou
baldes de 250mL (3 réplicas para cada condi¢do). O inéculo da cepa MORF-01 foi de
aproximadamente 7,0x10° células/mL. O tempo experimental teve como objetivo acompanhar
o cultivo somente até 6° dia da fase exponencial. As condi¢des de cultivo estdo descritas no
item 3.2. As amostragens para contagem de células/mL e determinacdo da concentragdo de
clorofila a foram feitas nos dias 0, 2, 4 e 6 de cultivo.

Os mesmos tipos de cultivos (A, B e C) também foram utilizados para avaliar a resposta
da cepa MIRF-01 em relagdo ao numero de células/mL, concentragdo de clorofila a e
microcistinas intracelulares. Cada meio com exudato foi distribuido na propor¢do de 50% em
ASM-1 para um volume final de 400mL em Erlenmeyer de 1L (3 réplicas para cada
condi¢do). O inéculo de MIRF-01 foi de aproximadamente 5,5x10° células/mL. O tempo

experimental teve como objetivo acompanhar o cultivo até 6° dia da fase exponencial. No
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entanto, o experimento foi estendido até o 12° dia para avaliar a produgdo de microcistinas.
As condi¢des de cultivo estdo descritas no item 3.2. As amostragens foram feitas nos dias 0,
2,4, 6 e 12 para contagem de células/mL e determinacdo da concentragdo de clorofila a. As
amostragens para determinacdo da concentracdo de microcistinas intracelulares foram
realizadas em duas fases de crescimento diferentes, que corresponderam ao 4° (fase
exponencial) e 12° (entre o final da exponencial e inicio estacionaria) dia de cultivo.

Tabela 4 — Resumo das condigdes dos experimentos de interacdo entre Monoraphidium e
Microcystis

Experimentos Tempo Concentracoes Idade do
experimental exudato
Monoraphidium (MORF-01) 5, 10 ou 50% 9 dias (MIRF-01)
+ exudato de Microcystis 12 dias dos exudatos 11 dias (MICD-01)

(MIRF-01 ou MICD-01)

Monoraphidium (MORF-01)

+ exudato de Microcystis 3dias 50% 9 dias
(MIRF-01, MILJ-04 dos exudatos
ou MILJ-48)
Microcystis 5, 10 ou 50%
(MIRF-01 ou MICD-01) 12 dias dos exudatos 11 dias
+ exudato de Monoraphidium
(MORF-01)
Cultivo misto de 50%
Microcystis Microcystis
(MIRF-01 ou MICD-01) 6 dias + -
+ Monoraphidium 50%
(MORF-01) Monoraphidium
Microcystis (MIRF-01) 6 dias 50 ou 100% 6 dias
+ exudato de cultivos mistos dos exudatos
Monoraphidium (MORF-01) 6 dias 50% dos exudatos 6 dias

+ exudato de cultivos mistos
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2 Caracteristicas ecofisiologicas das cepas de Microcystis (MIRF-01 e MICD-01) e
da cepa de Monoraphidium (MORF-01) em condicdes monoespecificas

4.1.1 Crescimento celular

As curvas de crescimento das cepas de Microcystis (MIRF-01 e MICD-01) e da cepa de
Monoraphidium (MORF-01) sdo mostradas nas figuras 5 e 6, respectivamente.

A partir das curvas de crescimento obtidas, foram calculados a taxa de crescimento e o
rendimento celular. Como pode ser observado na figura 7a, a cepa de Microcystis MIRF-01
apresenta uma taxa de crescimento (p1) menor que da cepa MICD-01. A cepa MORF-01
apresentou a maior taxa de crescimento, entre as trés cepas estudadas. Entretanto, as cepas
MICD-01 ¢ MORF-01 apresentam um rendimento de células (R) similar ao fim do cultivo,
enquanto a cepa MIRF-01 mostra um rendimento mais baixo (fig. 7b). A replicacdo celular
depende basicamente da taxa de absor¢do de nutrientes e da taxa fotossintética. Como as
cloroficeas entre elas a espécie de Monoraphidium, podem ser encontradas em ambientes
repletos de recursos, estas apresentam metabolismo eficiente para converter estes recursos em
reproducdo. Assim, geralmente apresentam taxas de crescimento mais elevadas que as

cianobactérias (Reynolds, 2006).
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Fig. 5 — Curva de crescimento de Microcystis, MIRF-01 (e) e MICD-01 (A) em meio ASM-1, com aeragdo,
temperatura ambiente de 24+2°C, fotoperiodo de 12/12 horas luz/escuro e sob intensidade luminosa de

140puE.m™s™. Os resultados representam a média (n=3) % desvio padrdo.
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Fig. 6 — Curva de crescimento de Monoraphidium MORF-01 (m) em meio ASM-1, com aeragdo, temperatura
ambiente de 24+2°C, fotoperiodo de 12/12 horas luz/escuro e sob intensidade luminosa de 140pE.m?2s™. Os

resultados representam a média (n=3) = desvio padrao.
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e Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=3) + desvio padrio.
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4.1.2 Producéo de clorofila a

No caso de Microcystis, a concentragdo de clorofila a por célula durante o crescimento
da cepa MIRF-01 ¢ maior do que da cepa MICD-01 (fig. 8). No entanto, os valores diminuem
a partir do dia 12, quando as células comecam a entrar em fase estacionaria. Os altos desvios
observados nas réplicas da cepa MIRF-01 n3o permitem maiores consideragdes sobre a
variagdo da concentracgdo de clorofila a durante o desenvolvimento do seu cultivo.

A produgdo de clorofila a por célula de Monoraphidium MORF-01 (fig. 9) aumenta
durante o crescimento, especialmente entre o dia 8 e dia 12. A partir do dia 12 a concentragao
comega a diminuir, como visto para Microcystis, devido a desaceleragdo do crescimento

celular.
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Fig. 9 - Variagdo da concentra¢do de clorofila a durante o crescimento de Monoraphidium MORF-01 (m). Os
resultados representam a média (n=3) = desvio padrao.
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4.1.3 Producao de microcistinas pela cepa de Microcystis MIRF-01

A concentracdo de microcistinas intracelulares foi mais elevada no 16° dia de
crescimento da cepa MIRF-01 (fig. 10), momento em que as c€lulas j& entraram em fase
estacionaria. Nesta cepa, a producdo ndo ¢ mais intensa durante a fase exponencial como
observado em outros estudos (Kearns ¢ Hunter, 2001; Song et al. 2006, Watanabe et al.,
1989). Assim, na cepa MIRF-01, a producdo de toxina ocorreu como ja foi visto por
Watanabe e Oishi (1983), que citaram maior toxicidade de uma cepa de M. aeruginosa apos o
término da fase exponencial e inicio da fase estacionaria.

No meio em que as células foram cultivadas foram detectadas baixas concentracdes de
microcistinas dissolvidas em todos os tempos amostrais (fig. 10). Foram obtidos valores de
28, 6, 14 ¢ 7% do total de microcistinas produzidas nos dias 4, 8, 12 e 16 de crescimento,
respectivamente (fig. 10). Estas concentragdes ndo sdo muito diferentes do que geralmente ¢
encontrado no meio extracelular, cerca de 10% do conteudo intracelular (Babica et al., 2007).
Isto indica que parte da toxina produzida pode ter sido excretada durante o crescimento, tendo
em vista que, um estudo de Pearson et al. (2004) ja sugeriu a existéncia de transporte ativo de
microcistinas durante o crescimento celular. Outra possibilidade ¢ que as toxinas podem ter
sido liberadas de células que eventualmente sofreram lise durante o processo de filtragdo. As
microcistinas dissolvidas ndo foram detectadas em maior concentracdo na fase estacionaria
decorrente da morte celular e conseqiiente liberacdo para o meio extracelular, como relatam
alguns estudos (Rapala et al., 1997). Entretanto, como no 16° dia as células ainda estdo no
comeco da fase estacionaria, este aumento poderia ocorrer posteriormente.

A produgdo de toxina da cepa MIRF-01 durante o crescimento variou de 0,067 (£9%) a
0,154 (£16%) pg de microcistinas em 10° células. Na literatura, a apresentagio dos dados
mais utilizada é por peso seco, o que dificulta a comparacao da producdo de toxina da cepa

MIRF-01 com os valores encontrados em outras cepas de Microcystis. Por outro lado, um
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estudo realizado por Domingos (2001) apresenta em concentra¢do de microcistinas em 10°
células e permite fazer essa comparacdo. A cepa NPLJ-47, a mais toxica entre as treze cepas
de Microcystis aeruginosa isoladas da Lagoa de Jacarepagua, R.J., apresentou concentragido
variando de 0,07ng a 0,4ug de microcistinas em 10° células. Apesar do estudo ter sido
realizado em diferentes condigdes de cultivo e sob intensidade luminosa menor
(70uE.m™.s™), serve de pardmetro para produgdo de toxina apresentada pela cepa MIRF-01,

que apresentou concentracdo de microcistinas intermediaria.
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Fig. 10 - Variagdo da concentragdo de microcistinas intracelulares e extracelulares durante o crescimento de
Microcystis MIRF-01. Os resultados representam a média (n=3) + desvio padrio.
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4.2 Caracteristicas ecofisiologicas de Monoraphidium (MORF-01) na presenca do
meio com exudato das cepas de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01)

4.2.1 Crescimento celular

A cepa de Monoraphidium contortum MORF-01 cultivada na presenca de 10% de
exudato de Microcystis toxica MIRF-01 apresentou uma taxa de crescimento ()
significativamente menor (p<0,05) em relagdo ao controle (meio ASM-1) (fig. 11 e 13a). O
rendimento de células no final do cultivo também foi menor, embora ndo significativo (fig.
13b). Com 5% do exudato a taxa de crescimento também se apresentou reduzida. No entanto,
o valor obtido nio foi significativamente diferente do controle. No 3° dia de cultivo, o numero
de células/mL em relag¢do ao controle foi menor nas trés concentragdes utilizadas do exudato,
contudo esta reduc@o no crescimento também nao foi significativa (fig. 11).

Na presenga do exudato da cepa de Microcystis ndo toxica (MICD-01), as culturas da
cepa MORF-01 nao apresentaram taxas de crescimento significativamente diferentes da
condicdo controle (fig 14a). Entretanto, na concentragdo de 50% do exudato no meio de
cultivo, o nimero de células/mL obtido foi maior no terceiro ¢ no sexto dia em relagdo ao
controle (fig. 12), embora ndo significativo. O rendimento de células no final do cultivo foi
menor nas concentragdes de 5 e 10%, embora ndo tenha sido significativamente diferente em
relagdo ao controle (fig. 14b).

Assim, baixas concentragdes do exudato das duas cepas de Microcystis parecem ter
efeito inibitdrio sobre o crescimento da cepa de Monoraphidium, mas de forma geral, pode-se
assumir que os produtos excretados por estas cepas ndo afetam significativamente a cepa
MORF-01, nessas condi¢des utilizadas.

Algumas consideragdes podem ser feitas a respeito dos resultados obtidos. Por exemplo,
a idade do exudato utilizado pode interferir no tipo de resposta induzida. Neste experimento,

foram utilizados exudatos de culturas de Microcystis no final da fase exponencial, uma vez
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que ¢ nesta fase que as células estdo metabolicamente ativas na qual poderia haver maior
concentragcdo de possiveis infoquimicos. Entretanto, alguns estudos observaram resultados
distintos com o uso do exudato da fase exponencial (Figueredo et al., 2007; Suikkanen et al.,
2004) ou da fase estacionaria (Rengefors e Legrand, 2001). Assim, nossos resultados
poderiam ser diferentes testando-se o efeito do exudato de outros momentos fisiologicos das
células. Outro aspecto importante ¢ que a condi¢do experimental utilizada pode ndo ter sido
favoravel a producdo de infoquimicos, especialmente aleloquimicos. Tendo em vista que
geralmente a produgdo destes compostos ¢ induzida por alguma situagdo de estresse (von
Elert e Jiittner, 1996; Legrand et al., 2003), a inclusdo de um fator limitante no experimento
poderia ter alterado os resultados.

Esperava-se uma resposta diferenciada entre as duas cepas de Microcystis, uma vez
que, a cepa MIRF-01 foi isolada do mesmo ambiente que a cepa de Monoraphidium MORF-
01, enquanto a cepa MICD-01 foi isolada de outro ambiente, o que ndo foi observado. Outra
caracteristica que as diferencia ¢ que a cepa MIRF-01 ¢ toxica, enquanto a cepa MICD-01
nunca apresentou toxicidade por meio das técnicas utilizadas em nosso laboratério. No
entanto, nenhuma das duas caracteristicas parecem ter influenciado a resposta.

Como a literatura mostra que a sensibilidade aos produtos excretados por uma cepa €
espécie-especifica (Babica, 2007), ndo € de se estranhar que o exudato de uma cianobactéria
ndo apresente um efeito sobre a cloroficea. Se forem isolados de um mesmo ambiente, alguns
organismos podem ter desenvolvido resisténcia a um infoquimico, por exemplo, que possua

um efeito inibitorio (Legrand et al., 2003).
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Fig. 11 - Efeito de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MIRF-01 no crescimento de
Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) + desvio padrdo.
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Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) + desvio padrio.
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Fig. 13 - Taxas de crescimento (13a, p) e rendimento das células (13b, R) de Monoraphidium MORF-01
crescida na presenga de trés concentragdes (5, 10 ¢ 50%) do exudato de Microcystis MIRF-01. Os resultados
representam a média (n=4) + desvio padrdo. O * indica que o valor ¢ significativo (p<0,05) em relagdo ao

controle.
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Fig. 14 - Taxas de crescimento (14a, ) e rendimento das células (14b, R) de Monoraphidium MORF-01 crescida
na presenga de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MICD-01. Os resultados representam

a média (n=4) £ desvio padréo.
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4.2.2 Producao de clorofila a

Os exudatos das cepas de Microcystis ndo induziram alteragdo significativa na
concentragdo de clorofila a de Monoraphidium MORF-01. No entanto, as concentragdes mais
baixas do exudato da cepa MIRF-01 (5 e 10%) e da cepa MICD-01 (5%) parecem induzir um
aumento do pigmento no sexto dia de crescimento (fig. 15 e 16).

Os organismos fotossintetizantes que competem num mesmo ambiente disputam pela
luz e por isso, alvos bioquimicos participantes do processo fotossintético, como a sintese de
pigmentos e efeitos fotooxidativos associados, podem sofrer inibicdo por moléculas bioativas
produzidas e excretadas pelos competidores (Smith e Doan, 1999). Jia et al. (2008) ja
demonstraram que o filtrado de culturas de Microcystis aeruginosa foi capaz reduzir o
conteudo de clorofila a da cloroficea Scenedesmus obliquus. Entretanto, assim como foi
observado para o crescimento celular (item 4.2.1), os produtos excretados pelas duas cepas de
Microcystis utilizadas também ndo reduziram significativamente a produ¢ao de clorofila a na

cepa de Monoraphidium MORF-01, nessas condigdes utilizadas.
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Fig. 15 - Efeito de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MIRF-01 na concentragdo de
clorofila a de Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) + desvio padrao.
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Fig. 16 - Efeito de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MICD-01 na concentragdo de
clorofila a de Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) + desvio padrao.
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4.3 Caracteristicas ecofisiologicas de Monoraphidium (MORF-01) na presenca do
meio com exudato de diferentes cepas de Microcystis

4.3.1 Crescimento celular

Neste experimento, a cepa de Monoraphidium (MORF-01) apresentou aumento do
nimero de células quando cultivada na presenca de 50% do exudato das cepas de
Microcyistis, MILJ-04 e MILJ-48, além da cepa utilizada anteriormente (MIRF-01), tnico
caso em que o aumento foi significativo em relag@o ao controle (p<0,01) (fig. 17). Este efeito
do exudato da cepa MIRF-01 sobre as células da cepa MORF-01 nao tinha sido observado no

experimento anterior, discutido no item 4.2.1.
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Fig. 17 - Efeito de 50% do exudato (em meio de cultivo ASM-1) de trés cepas diferentes de Microcystis (MIRF-
01, MILJ-04 ¢ MILJ-48) no n°. de células/mL de Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média
(n=4) £ desvio padrao.

Isto se deve, possivelmente, 8 mudanga de uma das condi¢des de cultivo. Como o
experimento durou apenas trés dias, ndo foram utilizados sistemas de aeracdo nas culturas.

Estas foram apenas agitadas trés vezes ao dia. Esta mudancga pode ter alterado o pH do meio.
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No entanto, o valor do pH nas culturas ao final do experimento ndo foi determinado para
confirmagdo. Nestas condi¢des, a cepa de Monoraphidium apresentou taxa de crescimento
inferior (0,29) quando comparada a taxa dos cultivos com aeracao (0,57).

Esta condi¢do pode ter influenciado a resposta de Monoraphidium MORF-01 aos
produtos excretados pelas cepas de Microcystis ou ter influenciado a estabilidade de alguma
molécula, pois o pH em cultura sem aeragdo tende a ser menor do que naquelas aeradas. Em
culturas da bactéria Erwinia chrysanthemi que cresceram em condigdes aerobicas, foi
observado que uma molécula sinalizadora de quorum sensing foi inativada devido a
alcaliniza¢do do meio (Barnard e Salmond, 2004). Assim, as células logo entraram na fase
estacionaria, o que ndo foi visto em condigdes anaerobias. O estudo de Barnard e Salmond
(2004) mostrou como a variagdo do pH pode interferir na comunicagdo celular através de
infoquimicos. Assim, os processos fisicos ou fisico-quimicos induzidos pela aeragdo no
cultivo podem ter influenciado a resposta da interagdo entre essas duas cepas. Nesse caso,
havendo acidificagdao em cultivo ndo aerado, no qual foi verificado um aumento no nimero de
células em relag@o ao controle, pode ter ocorrido uma resposta talvez a algum sinalizador.

As taxas de crescimento (fig.18a) e o rendimento (fig.18b) obtido na presenga dos trés
exudatos foram maiores que aqueles obtidos no controle. Entretanto, somente o cultivo com o
exudato da cepa MIRF-01 apresentou um aumento significativo (p<0,01). Apesar da produgao
de microcistinas ser caracteristica comum as trés cepas de Microcystis testadas nessa ctapa,
ndo se pode comparar a hipotese da microcistina ter participagdo nesta resposta, uma vez que
a concentragdo de toxina nos exudatos ndo foi analisada. Sabe-se apenas que toxinas
dissolvidas no meio foram detectadas durante o crescimento da cepa MIRF-01 (fig. 10b). Esta
hipdtese esta parcialmente de acordo com os autores Sedmak e Kosi (1998) que observaram
um aumento da proliferagdo celular de Monoraphidium contortum na presenga de

microcistina, € como os experimentos foram realizados em placas, as culturas ndo foram
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aeradas. Entretanto, o efeito foi observado somente nas culturas crescidas sob baixa
intensidade luminosa (4 pnE.m™.s™) e ndo foi observada proliferagdo das células crescidas sob
intensidade mais elevada (40 uE.m’2.s'1). No presente trabalho, as culturas cresceram sob alta
intensidade luminosa (140 pE.m?s"), porém diferente da utilizada por Sedmak e Kosi
(1998). Seria necessario testar o efeito da microcistina purificada sobre a cepa MORF-01 para

confirmar esta hipotese.
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Fig. 18 - Taxas de crescimento (18a, p) e rendimento das células (18b, R) de Monoraphidium MORF-01 crescida
na presenca de 50% do exudato da cepa MIRF-01, MILJ-04 e MILJ-48. Os resultados representam a média
(n=4) £ desvio padrao. Os * * indicam que os valores sdo significativos (p<0,01) em relag@o ao controle.
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4.3.2 Producao de clorofila a

A concentragdo de clorofila a de Monoraphidium foi reduzida significativamente
(p<0,05) somente pelo exudato de Microcystis MIRF-01 (fig. 19). O estimulo ao crescimento
induzido pela presenca de 50% do exudato de MIRF-01 foi acompanhado de redu¢do do
conteudo de clorofila a. Esta estratégia pode nao ter sido prejudicial para a cepa MORF-01,
tendo em vista que no 3° dia de cultivo, a densidade celular ainda pode ndo implicar em auto-
sombreamento. Assim, como deve ter chegado luz suficiente para as células, a reducdo de
clorofila a ndo foi prejudicial naquele momento. Entretanto, os cultivos ndo foram
acompanhados por periodo superior. Um experimento com maior tempo de duragcdo poderia

trazer maiores esclarecimentos sobre esse resultado.
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Fig. 19 - Efeito de 50% do exudato de trés cepas diferentes de Microcystis (MIRF-01, MILJ-04 ¢ MILJ-48) na
concentragdo de clorofila a de Monoraphidium MORF-01, apos trés dias de cultivo. Os resultados representam a
média (n=4) + desvio padrdo. O * indica que o valor ¢ significativo (p<0,05) em relag@o ao controle.
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4.4 Caracteristicas ecofisioldgicas de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01) na presenca
do meio com exudato de Monoraphidium (MORF-01)

4.4.1 Crescimento celular

De maneira geral, as diferentes propor¢des do exudato de Monoraphidium MORF-01
ndo alteraram o crescimento de Microcystis toxica MIRF-01, como pode ser notado nas
figuras 20 e 22a. Foi observada apenas uma redugdo no rendimento das culturas crescidas
com 5% do exudato, embora ndo significativa (fig. 22b).

Entretanto, a concentragdo de 10% do exudato de Monoraphidium MORF-01 induziu
um aumento significativo (p<0,01) na taxa de crescimento de Microcystis ndo toxica
MICD-01 (fig. 23a). O rendimento das células (fig. 23b) de Microcystis MICD-01 néo foi
significativamente diferente.

Assim, baixas concentra¢des do exudato de Monoraphidium parecem ter algum efeito

sobre o crescimento da Microcystis MICD-01, nestas condigdes utilizadas
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Fig. 20 - Efeito de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 no crescimento de

Microcystis MIRF-01. Os resultados representam a média (n=4) + desvio padrio.
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Fig. 21 - Efeito de trés concentragdes (5, 10 ¢ 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 no crescimento de

Microcystis MICD-01. Os resultados representam a média (n=4) + desvio padréo.

46



controle 03
809 de exudato n=1 — u
10% de exudato - 03 —
5% de exudato 027 H
o0 0:1 0:2 I:I.I3 o4
b
controle 4 6,7X106
50% de e wudato 7,4x108 ——
R
10 de exudato - 7,3x108 |
5% de exudato - 5,3X106 1
. . . .
1] e da+fi fie Hi Bt Ted?

Células . mL™

Fig. 22 - Taxas de crescimento (22a, ) e rendimento das células (22b, R) de Microcystis MIRF-01 crescida na
presenca de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01. Os resultados
representam a média (n=4) = desvio padrao.
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Fig. 23 - Taxas de crescimento (23a, p) e rendimento das células (23b, R) de Microcystis MICD-01 crescida na
presenca de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01. Os resultados
representam a média (n=4) + desvio padréo. Os ** indicam que o valor ¢ significativo (p<0,01) em relacdo ao

controle.
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4.4.2 Producdo de clorofila a

A concentracdo de clorofila a ndo foi alterada significativamente nas culturas das duas
cepas de Microcystis crescidas com o exudato de Monoraphidium MORF-01. Oliveira (1997)
também observou que a matéria organica excretada pela espécie de cloroficea
Monoraphidium convolutum em cultivos de 7, 14 ¢ 21 dias de crescimento ndo induziram
aumento das concentrag¢des de clorofila a em cultivos da cianobactéria Synechocystis aquatilis
f. aqualitis.

Entretanto, apesar dos desvios altos pode-se observar uma redug¢dao no conteudo de
clorofila a de Microcystis toxica MIRF-01 no 6° dia (concentragdes de 5 ¢ 10%) e um
aumento no 12° (concentragdo de 50%) em relagdo ao controle (fig. 24). Ja no caso da
Microcystis nao toxica MICD-01, houve uma reducdo no contetdo de clorofila a partir do 6°

dia (concentragdo de 50% em comparagdo com as outras concentragdes) (fig. 25).
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Fig. 24 - Efeito de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 na concentragéo
de clorofila a de Microcystis MIRF-01. Os resultados representam a média (n=4) + desvio padréo.
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Fig. 25 - Efeito de trés concentragdes (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 na concentragdo
de clorofila a de Microcystis MICD-01. Os resultados representam a média (n=4) = desvio padro.
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45 Crescimento de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01) e de Monoraphidium
(MORF-01) em condicdes de cultivo misto

A partir do cultivo misto entre Monoraphidium MORF-01 e Microcystis MIRF-01,
realizado na proporcdo de 1:1 da densidade celular de ambas as espécies e com duracdo de
seis dias, foi observado que o crescimento de ambas foi reduzido se for comparado aos
cultivos monoespecificos (fig.26). Os dados da taxa de crescimento (fig. 28a) e do rendimento
de células ao final de cultivo confirmam essa reducdo do crescimento (fig.28b). O rendimento
da cepa MORF-01 sofreu uma reducdo de 45% apods seis dias de cultivo misto, quando
comparado a condigdo monoespecifica; enquanto o rendimento da cepa MIRF-01 sofreu uma
reducdo de 35%. Ao final desses seis dias de cultivo misto, a cepa de Monoraphidium MORF-
01 apresentou melhor crescimento do que Microcystis MIRF-01, ficando com 73% do total de
numero de células.

O cultivo misto entre Monoraphidium MORF-01 e Microcystis MICD-01, realizado
também na proporc¢do de 1:1 e com duracdo de seis dias, resultou em menor crescimento para
ambas as cepas se comparado aos cultivos monoespecificos (fig.27). As taxas de crescimento
e o rendimento de células ao final de cultivo misto foram menores que em condigdes
monoespecificas, como pode ser observado nas figuras 29a e 29b, respectivamente. O
rendimento da cepa MORF-01 sofreu uma redugdo de 45% apds seis dias de cultivo misto,
quando comparado a condi¢do monoespecifica; enquanto o rendimento da cepa MICD-01
sofreu uma reducdo de 35%. No terceiro dia de cultivo misto notou-se que a cepa MICD-01
apresentava maior n°. de células/mL. Entretanto, no 6° dia, ambas as cepas tinham atingido
densidades celulares proximas (fig.27).

O tratamento estatistico desse experimento ndo encontrou diferengas significativas
(quando p<0,05), embora os dados apresentados tenham mostrado diferencas de crescimento.
A tabela 5 mostra os valores de p obtidos pelo teste U de Mann-Whitney ao comparar as taxas

de crescimento (1) e os rendimentos celulares (R) dos cultivos monoespecificos com os
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cultivos mistos. Isto pode ter ocorrido devido a limitagdo do teste U de Mann-Whitney, tendo
em vista que com apenas trés amostras (n=3) o proprio programa utilizado indica que € dificil

encontrar significancia ao comparar os dados.

Tabela 5: Valores de p obtidos pelo teste U de Mann-Whitney ao comparar as taxas de

crescimento (p) e os rendimentos celulares (R) dos cultivos monoespecificos com os cultivos
mistos (CM) de Monoraphidium MORF-01 e Microcystis MIRF-01 e MICD-01.

Cultivos monoespecificos x mistos (CM) ") R

MORF-01 x MORF-01 (CM) p=0,100 | p=0,100
MIRF-01 x MIRF-01 (CM) p=0,200 | p=0,200
MORF-01 x MORF-01 (CM) p=10,100 | p=0,100
MICD-01 x MICD-01 (CM) p=10,100 | p=0,100

O fato de Monoraphidium MORF-01 ter apresentado um melhor crescimento (73% do
total do n°. de células do cultivo misto) na presenga de Microcystis MIRF-01, mas nao na
presenca de Microcystis MICD-01 pode ser explicado, em parte, pela diferenga de tamanho
entre as células das duas cepas de Microcystis. As células da cepa MICD-01 sdo menores e
apresentam taxa de crescimento maior que as células da cepa MIRF-01. Além disso, a cepa
MICD-01 possui um rendimento maior que o da cepa MIRF-01 e similar ao da MORF-01.
Dessa forma, as duas cepas mantiveram seus ritmos de crescimento na presenca da cepa de
Monoraphidium, cuja redug@o na taxa de crescimento foi similar em ambos os cultivos mistos
quando comparados com seu cultivo monoespecifico (fig.28a e 29a).

A otimiza¢do da utilizagdo de energia por cloroficeas do género Monoraphidium e
cianobactérias do género Microcystis se da de forma distinta, pois esses organismos possuem
diferentes estratégias para sobreviver num ambiente (Reynolds, 2006). As cloroficeas
apresentam maiores taxas de crescimento e alocam seus recursos preferencialmente na

reproducdo quando comparadas as cianobactérias, para as quais ocorre o inverso. Nas
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condi¢des experimentais utilizadas, as cepas de Microcystis foram capazes de coexistir com a
cepa de Monoraphidium. Entretanto, o potencial de crescimento de cada cepa mostrou-se
reduzido nessa condi¢ao. O menor crescimento em cultivos mistos ndo deve estar associado a
competicao por nutrientes. Os cultivos foram acompanhados por seis dias e até esse momento,
ainda teriam nutrientes suficientes no meio de cultura. Deve-se considerar também que nesses
cultivos foi inoculado o dobro de células do que na condicdo monoespecifica. Assim, um
sombreamento maior nos cultivos mistos ¢ como conseqiiéncia menor disponibilidade

luminosa pode ter contribuido como um dos fatores responsaveis pelo menor crescimento.
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Fig. 26 - Crescimento de Monoraphidium MORF-01 (m) e de Microcystis MIRF-01 (e) em condi¢Ges
monoespecificas e em cultivo misto (CM m ¢ e, respectivamente) na propor¢do de 1:1. Os resultados

representam a média (n=3) = desvio padrio.
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Fig. 27 - Crescimento de Monoraphidium MORF-01 (m) ¢ de Microcystis MICD-01 (A) em
monoespecificas ¢ em cultivo misto (CM m e A, respectivamente) na propor¢do de 1:1. Os resultados

representam a média (n=3) = desvio padrio.
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Fig. 28 - Taxas de crescimento (28a, ) e rendimento celular (28b, R) de Microcystis MIRF-01 e de
Monoraphidium MORF-01 em condigdes monoespecificas e em cultivo misto (CM) na propor¢éo de 1:1. Os
resultados representam a média (n=3) = desvio padrao.
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Fig. 29 - Taxas de crescimento (29a, p) e rendimento celular (29b, R) de Microcystis MICD-01 e de
Monoraphidium MORF-01 em condigdes monoespecificas e em cultivo misto (CM) na propor¢éo de 1:1. Os
resultados representam a média (n=3) = desvio padrao.

56



4.6 Caracteristicas ecofisioldgicas de Microcystis (MIRF-01) e de Monoraphidium
(MORE-01) na presenca de meio com exudatos de cultivos mistos

4.6.1 Crescimento celular

Os exudatos dos cultivos mistos (CM) A, B e C foram obtidos a partir de culturas de
seis dias de crescimento, cujo in6culo inicial foi de 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01,
50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01, 30% de MIRF-01 ¢ 70% de MORF-01,
respectivamente. O crescimento de Monoraphidium MORF-01 com exudato de cultivo misto
tendeu a sofrer efeito inibitdrio, embora ndo significativo, nas duas condi¢cdoes de CM B e
CM C, como pode ser observado na figura 30. As taxas de crescimento e os rendimentos da
cepa MORF-01 na presenca dos exudatos destes trés cultivos mistos sdo mostrados na figura
32a e 32b, respectivamente.

No 2° dia, as culturas crescidas com 100% de exudatos do CM B e do CM C sofreram
uma inibi¢ao do crescimento de 31% e 52%, respectivamente (tabela 6). Entretanto, no 4° dia,
a inibicao foi observada somente nas culturas crescidas com 100% de exudato do CM C. O
valor baixou para 42% e manteve-se até o 6° dia (tabela 6). O rendimento foi 46% menor
(tabela 6) comparado ao controle, embora ndo significativo também. Assim, a resposta
inibitéria observada parece estar relacionada a quantidade de células da cepa de
Monoraphidium (MORF-01) presentes inicialmente na cultura da qual foi obtido o exudato, o
que sera discutido mais adiante.

O crescimento de Microcystis MIRF-01 com exudatos de cultivos mistos também sofreu
efeito inibitorio, embora ndo significativo (fig. 33a). Como mostra a figura 31, no 2° dia, as
culturas com 50% de exudatos do CM A, CM B e do CM C obtiveram uma inibi¢do de 37,
27 e 48%, respectivamente (tabela 7). No 4° dia a inibi¢cdo observada nas culturas com 50%

de exudato do CM A,do CM B ¢ CM C, foi reduzida para a 29, 18 e 34% (tabela 7). As
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culturas na presenga do exudato do CM C sofreram o maior efeito inibitorio, mas obtiveram o
maior rendimento no 6° dia (fig. 33b)

Os exudatos obtidos a partir de cultivos mistos foram utilizados com a intencdo de
investigar a possivel producao de aleloquimicos na presen¢a do competidor, como observado
por Soares (2008). Essa condicdo de estresse poderia estimular a producdo de algum
composto que nao estaria sendo produzido em cultivos monoespecificos. Todavia,
comparando os valores de taxas de crescimento dos experimentos em que foram utilizados os
exudatos de culturas monoespecificas (50%) com os valores de taxas de crescimento dos
experimentos em que foram utilizados os exudatos de cultivos mistos (50%), ndo foram
observadas diferencas.

Vale comentar que nestes experimentos foram adotados intervalos mais curtos para
amostragem, uma vez que dados da literatura mostram que o efeito causado pela adicdo de um
exudato pode ser perdido apods curto tempo de exposicao, devido a degradagdo por luz ou
bactérias ou pela recuperagdo do organismo alvo (Gleason e Paulson, 1984; Suikkanen et al.,
2004; Windust et al., 1997). Este efeito temporario foi observado em algumas situagoes,
como por exemplo, o atraso no crescimento das culturas na presenca de exudatos de cultivos
mistos no 2° dia de cultivo (figuras 30 e 31) com posterior recuperacao.

Outra diferenca ¢ que o efeito dos exudatos de cultivos mistos na concentracdo de
100 % foi que se mostrou mais efetivo (CM B e CMC), como mostra a tabela 5. No caso da

adicdo dos exudatos de cultivos monoespecificos, a maior concentragdo testada foi 50%.
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Fig. 30 - Efeito de duas concentragdes (50 e 100%) de exudatos de trés cultivos mistos (seis dias) distintos no
crescimento de Monoraphidium MORF-01. Para obtengdo dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de
MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 ¢
70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) + desvio padro.
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Fig. 31 - Efeito de 50% dos exudatos de trés cultivos mistos (de seis dias) distintos no crescimento da de
Microcystis MIRF-01. Para obtengdo dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de
MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B) e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01
(CM Q). Os resultados representam a média (n=3) + desvio padrao.
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Fig. 32 - Taxas de crescimento (32a, ) e rendimento celular (32b, R) de Monoraphidium MORF-01 na presenca
de duas concentragdes (50 ¢ 100%) de exudatos de trés cultivos mistos (de seis dias) distintos. Para obtenc@o dos
cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de
MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) +

desvio padrao.
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Fig. 33 - Taxas de crescimento (33a, p) e rendimento celular (33b, R) da cepa MIRF-01 na presenga de duas
concentracdes (50 e 100%) de exudatos de trés cultivos mistos (de seis dias) distintos.

Para obteng@o dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de
MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados
representam a média (n=3) + desvio padrio.
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Tabela 6: Efeito do meio com exudatos de trés cultivos mistos distintos no crescimento da
cepa Monoraphidium (MORF-01)

condigies de cultivo densidade celular [n° de células/mL) % de inibigao celular % de redugdo do R
dia 0 dia 2 dia 4 diab | dia? | diad | diab dia 6

controle 706 x10° | 218 x10° | 944 x10° | 204 x 107
S eucMA | 7a3x10° | 264w 10° | st | 1gsxi0’ | 8 19 9

0% exucMA | 70910° | 18510° | mgeant® | 220000" |18 4 A0 ¥
S%exuCMB | 70810 | 224x10° | 100’ | 17Ev0’ | A 2 14 b

0% exuCMB |77 x10° | 1a0x10® | porxac® | 1pmxid” |3 5 i B
S0%ewcMC | 7a5x10° | 208 10° | a0t | 1m0’ | s 1 10 1

100% exuCMC | 7.18%10° | 104 x10° | B46%10° | 108%10" | 82 ¥, 1 16

Para obteng@o dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de
MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). R representa o
rendimento celular. Os valores com sinal negativo na frente (-) significam crescimento celular.

Tabela 7: Efeito do meio com exudatos de trés cultivos mistos distintos no crescimento da
cepa de Microcystis (MIRF-01)

condicies de cultivo densidade celular {n® de células/ml}) % de inibicéo celular " de reducao do R
dia0 | dia? dia 4 dia6 | dia2 | diad | diab dia 6

controle 491210° [ 1022 10° | 2222 10° | 362 x 10°

50% exu CM A 5543 10° | 704 x10° | 157 x10° | 31610 || 37 29 13 17

50% exu CM B 554 10° | 84 x10° | 181 x10° | 288107 || 2% 18 21 {1

50% exu CM C 579 % 10° | 581 x10° | 146 10° | 320 | 48 34 0 3

Para obteng@o dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de
MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 ¢ 70% de MORF-01 (CM C). R representa o
rendimento celular. Os valores com sinal negativo na frente (-) significam crescimento celular.
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4.6.2 Producao de clorofila a

Os exudatos dos cultivos mistos influenciaram a concentragdo de clorofila a na cepa
de Monoraphidium MORF-01 (fig. 34), como mostra a aparéncia das culturas no 6° dia de
cultivo (fig.36). A partir do 4° dia de cultivo, foi detectada uma redugdo na concentragdo de
clorofila a nas culturas crescidas com os exudatos do CM B e CM C e a partir do 6° dia uma
pequena redugdo com o exudato do CM A (figura 34). Embora somente na condi¢do em que
foi utilizado 100% do exudato do CM C a redug@o de clorofila a tenha sido significativa
(p<0,05) em relacdo ao controle, nota-se que a inducdo de clorose esta relacionada a
quantidade de células da cepa de Monoraphidium (MORF-01), presentes inicialmente na
cultura da qual foi obtido o exudato, como observado no efeito sobre o crescimento celular
descrito anteriormente. A relagdo “dose-dependente” com a concentragdo de células de
Monoraphidium sugere que o efeito observado pode ser causado pela propria cepa MORF-01.

Na literatura, a indugdo de clorose tém sido associada a deficiéncia nutricional, e
funcionaria como mecanismo de adaptagdo para sobrevivéncia em condi¢des de estresse
(Sauer et al., 1999). Como o meio com exudato foi reconstituido com nutrientes, esse efeito
observado nos experimentos ndo se deve a deficiéncia nutricional. Entretanto, resultado de
clorose semelhante foi obtido por Dagnino et al. (2006), quando trataram culturas de
Microcystis com meio condicionado por ela propria observaram inibigdo de crescimento
acompanhada de reducdo no conteudo de clorofila.

A comunicagdo entre células através de sinalizadores com a finalidade de coordenar
processos numa populacdo é bem caracterizada em bactérias. Entretanto, ja foi mostrado que
cloroficeas podem produzir e secretar substancias que mimetizam moléculas sinalizadoras
utilizadas por bactérias no processo de quorum sensing (Teplitski et al., 2004). Assim, vale
investigar se ocorre uma comunicacdo intra-especifica, e para isso seria preciso analisar o

efeito do exudato de cultura monoespecifica da MORF-01 sobre ela mesma.
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Uma outra hipotese seria que o cultivo misto estaria realmente favorecendo a producao
de algum infoquimico. Este poderia ser produzido pela Microcystis MIRF-01, em funggo do
aumento da densidade de Monoraphidium MORF-01, na tentativa de inibir o seu competidor.
Entretanto, as culturas de MIRF-01 crescidas na presenca do exudato do CM C sofreram
maior efeito inibitério no 2° dia, embora ndo significativo, mas depois da recuperagdo
(retomada do crescimento) alcangaram o maior rendimento no 6° dia (fig. 33b). Dessa forma,
somente com esses experimentos ndo ¢ possivel esclarecer o papel dos produtos excretados a
partir de cultivos mistos, em que predominam as células de Monoraphidium.

Os exudatos dos cultivos mistos ndo influenciaram significativamente a variacdo de
clorofila a na cepa de Microcystis MIRF-01, como mostra a figura 35. Porém, apesar dos
desvios altos, nota-se que no 2° dia houve um pequeno aumento na concentragdo clorofila a
nas trés condic¢des. A partir do 4° dia, a concentragdo tende a diminuir, estabilizando proximo
ao controle no 12° dia. Entretanto, neste experimento os cultivos foram realizados apenas com
exudatos na concentracdo de 50%. No experimento anterior, os resultados mais distintos
foram obtidos com exudatos na concentragdo de 100%. Mesmo assim, nao foi verificada uma
resposta diferenciada em relagdo a concentragdo de clorofila a por Microcystis para cada

exudato, como ocorrido na situagdo anterior com Monoraphidium.
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Fig. 34 - Efeito de duas concentragdes (50 e 100%) dos exudatos de tré€s cultivos mistos (de seis dias) distintos
na concentragdo de clorofila a de Monoraphidium MORF-01. Para obten¢do dos cultivos mistos foram
inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e
30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) + desvio padrdo. O *
indica que o valor ¢ significativo (p<0,05) em relagdo ao controle.
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Fig. 35 - Efeito dos exudatos (concentragdo de 50%) de trés cultivos mistos (de seis dias) distintos na
concentragdo de clorofila a de Microcystis MIRF-01. Para obtengdo dos cultivos mistos foram inoculados: 80%
de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 ¢
70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) + desvio padrdo.
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Fig. 36 — Aparéncia das culturas no 6° dia de crescimento apds adicdo dos exudatos de cultivos mistos. A
diferenga na pigmentagio ¢ devido a variagdo na concentragdo de clorofila a de Monoraphidium MORF-01 (Fig.
34). A cepa foi cultivada em duas concentragdes diferentes (50 e 100%) dos exudatos de trés cultivos mistos (de
seis dias) distintos. Para obteng@o dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01
(CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C).

47 Producdo de microcistina pela cepa de Microcystis MIRF-01 em diferentes
condicoes de cultivo

4.7.1 Na presenca do exudato de Monoraphidium (MORF-01)

O cultivo de Microcystis (MIRF-01) com exudatos de Monoraphidium (MORF-01) em
diferentes concentra¢des (5, 10 ¢ 50%) levou a um aumento do contetido intracelular de
microcistinas no 12° dia. Utilizando-se exudato na concentragdo de 50% foi observado um
aumento de 120% de microcistinas em 10° células, em relacdo a condi¢do controle. Como
mostra a figura 37, este efeito foi independente da concentragdo, mas significativo (p<0,05)
em relagdo ao controle somente na presencga de 50% do exudato.

Produtos excretados por cloroficea ja demonstraram influéncia na producdo de
microcistinas (Kearns e Hunter, 2000), mas o efeito foi inibitorio e ndo estimulou a produgédo
como no presente estudo. Um outro estudo (Vardi et al., 2002) mostrou que uma espécie de
dinoflagelado pode induzir aumento da producdo de microcistinas, em concordancia com os

nossos resultados apresentados.
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Fig. 37 - Efeito de trés concentragdes diferentes (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 na
concentracdo intracelular de Microcystis cepa MIRF-01 no 12° dia de experimento. Os valores estdo
representados como a porcentagem em relacdo ao controle (100%). Os resultados representam a média (n=4) +
desvio padrdo. O * indica que o valor ¢ significativo (p<0,05) em relagdo ao controle.

4.7.2 Em cultivo misto com Monoraphidium (MORF-01)

Em cultivo misto com Monoraphidium MORF-01, realizado na proporgéo celular de
1:1, a produgdo de microcistinas por Microcyistis MIRF-01 ndo foi alterada
significativamente, embora a figura 38 mostre uma redugdo da porcentagem de microcistinas
em 10° células, em relagdo a condigdo controle. A presenca da cepa de Monoraphidium nio
induziu aumento da concentragdo de toxina, como ocorreu na presenca do seu exudato.
Entretanto, a determinag@o da concentracdo de toxina foi feita no 6° dia, enquanto no caso do
exudato foi realizada no 12° dia. Assim esse efeito pode ser notado mais tardiamente e ndo na
fase exponencial.

Além disso, o cultivo misto foi realizado somente na proporgdo de 1:1. Cultivos com
uma propor¢do maior da cepa MORF-01, poderiam induzir um aumento na producao de

microcistinas, como observado por Oliveira (1997).
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Fig. 38 - Concentragio intracelular de microcistina de Microcystis MIRF-01 em cultivo misto com a cepa de

Monoraphidium MORF-01 (proporgdo inicial de 1:1) no 6° dia de experimento. Os valores de % de
microcistina estdo representados em relagdo a condig@o controle (100%). O resultado representa a média (n=3) +
desvio padrio.

4.7.3 Na presenca de exudatos de cultivos mistos

O cultivo de Microcystis (MIRF-01) com exudatos na concentracdo de 50%
provenientes dos trés cultivos mistos (CM A, CM B ¢ CM C) nao alterou a producao de
microcistinas no 4° (fase exponencial) dia de crescimento (fig. 39). No entanto, no 12° dia
(fase entre final da exponencial e inicio da estacionaria) o efeito dos exudatos dos cultivos
mistos foi dependente da porcentagem de células da cepa MORF-01 no cultivo misto, como
mostra a figura 40. Nos cultivos A, B e C, o inéculo inicial de Monoraphidium era de 20, 50
e 70%, respectivamente. Foi verificado um aumento de 47%, ndo significativo, de
microcistinas em 10° células em relagdo a condi¢do controle na presenca do CM C (fig. 40).
Este resultado confirma o aumento na producdo de toxina induzido pelo exudato da cepa
MORF-01, também detectado no 12° dia (fig. 37). Provavelmente, como o exudato utilizado

no experimento anterior foi obtido de uma cultura do final da fase exponencial, essa tinha

68



mais células do que a condigdo do exudato do cultivo misto obtido do 6° dia. Assim, a
inducdo no experimento foi um pouco maior.

Como ja visto em diversos trabalhos, as microcistinas podem afetar o crescimento de
organismos foto-autotroficos (Babica et al., 2006, 2007; Kearns e Hunter, 2001), o que
caracteriza uma vantagem competitiva para os produtores. Esta ¢ uma das possiveis fungoes
atribuida as microcistinas. Assim, a inducdo da toxina estaria relacionada ao efeito sobre o
competidor. Entretanto, as microcistinas também podem induzir proliferacdo de algas
coexistentes (Sedmak e Kosi, 1998), mostrando que essa toxina pode funcionar como um
infoquimico e induzir respostas distintas dependendo da espécie alvo. Como ja comentado
anteriormente, no presente trabalho, seria interessante testar a resposta de Monoraphidium
MORF-01 as microcistinas purificadas para investigar esta hipdtese de indugdo do

crescimento por efeito da toxina.
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Fig. 39 - Efeito de exudatos na concentragdo de 50% de de trés cultivos mistos (de seis dias) distintos na
concentragdo intracelular de microcistina de Microcystis MIRF-01 no 4° dia de experimento. Os valores de % de
microcistina estdo representados em relagdo a condi¢do controle (100%). Para obteng@o dos cultivos mistos
foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM
B), € 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) + desvio padrio.
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Fig. 40 - Efeito de exudatos na concentracdo de 50% de trés cultivos mistos (de seis dias) distintos na
concentragao intracelular de microcistina de Microcystis MIRF-01 no 12° dia de experimento. Os valores de %
de microcistina estao representados em relagdo a condi¢do controle (100%). Para obtengdo dos cultivos mistos
foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM
B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) + desvio padrdo.
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5 DISCUSSAO GERAL

Os dados apresentados nesse trabalho mostraram que a cepa de Microcystis cf.
aeruginosa MIRF-01 parece ndo ter efeitos inibitorios sobre o crescimento da cepa de
Monoraphidium contortum MORF-01. Tendo em vista que as cianobactérias constituem mais
de 90% da biomassa fitoplanctonica do local de onde as cepas foram isoladas, a producdo de
aleloquimicos e até mesmo as toxinas poderiam contribuir de forma vantajosa contra os
competidores. Entretanto, as cepas dessas duas espécies isoladas desse mesmo local parecem
ndo sofrer efeitos inibitdrios por seus respectivos exudatos, o que indica que pode ter ocorrido
coexisténcia adaptativa. Contudo, sabe-se que as interagdes entre oS organismos
fotossintetizantes através da matéria orgéinica excretada sdo cercadas de variaveis. A
abordagem experimental pode influenciar os resultados, como foi demonstrado alterando-se a
condi¢do de aeracdo num dos experimentos, o que revelou que a cloroficea pode até se
beneficiar do exudato da Microcystis (especialmente aquela de mesma origem). Além do
mais, a partir de experimentos com apenas duas cepas nao se pode generalizar que as espécies
de M. contortum e M. cf. aeruginosa desse mesmo ambiente ja tenham se adaptado aos seus
respectivos produtos excretados. A utilizagdo de uma cepa de Microcystis ndo toxica isolada
de um ambiente diferente também ndo mostrou efeitos inibitorios sobre essa cepa de M.
contortum.

Outro aspecto interessante € que essa cloroficea ¢ capaz de crescer na presenga de uma
cepa toxica. A coexisténcia com cepas toxicas € explicada na literatura em parte pelo
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos efeitos danosos das toxinas (Mohamed,
2008). Algumas espécies de cloroficeas, inclusive do género Monoraphidium, podem
coexistir com espécies formadoras de floragdo e até terem seu crescimento estimulado na
presenca da microcistina (Sedmak e Kosi, 1998). No entanto, os dados de cultivos mistos

demonstraram haver uma limitacdo do crescimento de ambas as espécies, que ndo deve ser

71



apenas decorrente da competicdo por nutrientes. Isso gera questdes para serem exploradas
(disputa por luz e quantidade do inéculo utilizado) em experimentos futuros para buscar os
fatores responsaveis pelo menor crescimento. Ja a utilizacdo de meios com exudatos de
cultivos mistos mostrou uma tendéncia inibitéria ndo observada anteriormente com o meio
com exudato de culturas monoespecificas. Isso demonstra que a qualidade de matéria
organica excretada pode ser influenciada pela presenca da outra espécie competidora e/ou
também pela fase de cultivo.

Por outro lado, a verificacdo do efeito inibitorio da matéria organica excretada mais
pronunciado nas condi¢des onde predominava a propria espécie, levanta um outro ponto
importante que ¢ a auto-inibigdo. A comunicacdo célula a célula ¢ uma atividade importante
para diversos tipos celulares. Bactérias utilizam o mecanismo de quorum sensing para
monitorar sua densidade populacional por meio de sinalizadores extracelulares. Esse
mecanismo pode regular a entrada na fase estaciondria, quando sinais de condicoes
desfavordveis aparecem, como a deplecdo de nutrientes no meio. Esses sinalizadores
acumulam no meio conforme o crescimento e desempenham um papel importante na
fisiologia desses organismos, levando a redugdo do crescimento populacional (Lazazzera,
2000). Assim, os dados obtidos demonstram que a produgdo de infoquimicos por espécies
fitoplanctonicas ndo seria apenas associado a mecanismos de controle de competicdo
inter-especifica, mas pode também ser uma ferramenta para o controle do tamanho da
populagao.

Além disso, nossos dados demonstram, ainda que preliminarmente, que a matéria
organica excretada pela cloroficea teria um efeito estimulador para a producdo de
microcistinas pela cepa de Microcystis isolada do mesmo ambiente. Isso sugere que a
producdo dessa cianotoxina no ambiente poderia ser estimulada pela presenga de um

competidor por recursos. Entretanto, ndo se pode verificar se essa toxina “per se” acarrete
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algum efeito direto sobre a cloroficea. Alguns estudos ja demonstraram interagdes reciprocas
através de exudatos entre organismos fitoplanctonicos (Kearns e Hunter, 2000; Oliveira,
1997, Vardi et al., 2002). Nessas interagdes foi mostrado que a espécie capaz de afetar a
producdo de toxina de uma outra espécie, também sofria influéncia no crescimento, atribuida
a toxina ou a outro produto orgénico excretado. Ja no presente estudo, o exudato de culturas
monoespecificas de Microcystis ndo apresentou influéncia negativa no crescimento da
cloroficea (MORF-01), cujo exudato monoespecifico estimulou a produgdo de microcistina
pela Microcystis (MIRF-01). Dessa forma, maiores investigagdes sdo necessarias para
entender o papel da microcistina na interacdo entre essas duas cepas utilizadas.

Algumas consideragdes sdo importantes quando essas espécies estdo expostas as
condicdes ambientais. Além das caracteristicas individuais das cepas, diferentes fatores, bem
como a interagdo com os demais organismos aquaticos ajudam a compreender o sucesso de
uma dada espécie em detrimento de outra. Mostra-se a complexidade dessa interagdo que
pode ser variavel conforme o tempo de exposi¢do aos produtos excretados, dependendo da
estabilidade desses produtos ou da propria recuperacdo do organismo, e também pela
interagdo com outros fatores fisicos (luz, temperatura), quimicos (nutrientes), fisico-quimicos
(pH) e mesmo biolodgicos (densidade da outra espécie). Cada um desses fatores, ¢ também a
atuacdo sinérgica desses pode influenciar a qualidade e¢ quantidade de matéria organica
excretada e a comunicacgdo entre esses organismos.

Assim, todos esses dados (resumidos na tabela 8) nos permitem afirmar que a produgéo
de matéria orgénica excretada por esses grupos de organismos fitoplancténicos tem papel
controlador sobre o metabolismo dessas espécies. Dessa forma, juntamente com o suporte de
outros estudos afins (Kearns ¢ Hunter, 2000, 2001; Mohamed, 2008; Oliveira, 1997, Vardi et
al., 2002) encontrados na literatura, pode-se indicar que parte da matéria organica excretada

tem uma possivel finalidade, e ndo seria apenas excretas resultantes do metabolismo. Além
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disso, a produgdo desses compostos mostra-se variavel em fungdo da condi¢do de crescimento
desses organismos e também ¢ possivelmente infra-especifica. Portanto, acreditamos que
essas questdes levantam a importancia de novas investigagdes sobre esse tema ainda tao

pouco conhecido.
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Tabela 8 — Resumo dos resultados obtidos nos experimentos de interagao entre Monoraphidium e

Microcystis
Experimentos

Monoraphidium
(MORF-01)
+ exudato de Microcystis
(MIRF-01 ou MICD-01)

Monoraphidium
(MORF-01)
+ exudato de Microcystis
(MIRF-01, MILJ-04 ou
MILJ-48)

Microcystis (MIRF-01
ou MICD-01)
+ exudato de
Monoraphidium
(MORF-01)

Cultivo misto de
Microcystis
(MIRF-01 ou MICD-01)
+ Monoraphidium
(MORF-01)

Monoraphidium
(MORF-01)
+ exudato de cultivos
mistos
(MIRF-01 e MORF-01)

1 Obs. ?

Microcystis (MIRF-01)
+ exudato de cultivos
mistos

(MIRF-01 e MORF-01)
2 Obs.

Taxa de

crescimento (w)

10% exudato
MIRF-01 =
Reduziu*
outros = NS

50% exudato
MIRF-01 =
Aumentou**

outros =

Aumentaram NS

10% exudato
= Aumentou**
(MICD-01)

outros = NS

Reduziu (NS)
(MIRF-01,
MICD-01e

MORF-01)

NS

NS

Rendimento
celular (R)

NS

50% exudato
MIRF-01 =
Aumentou**

outros =
Aumentaram
NS

outros = NS

Reduziu (NS)
(MIRF-01,
MICD-01e

(MORF-01)

NS

NS

clorofila

microcistina

NS

50% exudato

MIRF-01 =
Reduziu* -
outros = NS
50% exudato =
Aumentou*”*
(MIRF-01)
outros = NS
outros =
Aumentaram
NS
_ Reduziu b
(NS)
(MIRF-01)
100% exudato
CMC=

. 4d,h
Reduziu*

outros = NS
50% exudatos =
Aumentou ¢
NS (NS)

(MIRF-01)

Cultivo misto (CM) C = indculo incial de 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01; NS =
parametro ndo foi alterado de forma significativa em relacdo ao controle; * = (p<0,05); ** =
(p<0,01); a = Efeito do CM = CMC > CMB > CMA; b =no 6° dia ; ¢ = no 12° dia; 1 Obs. = Foi
verifica inibigdo do n°. de células/mL (NS) na presenga de 100% do exudato dos cultivos
mistos; 2 Obs. = Foi verifica inibi¢do do n°. de células/mL (NS) na presenga de 50% do exudato

dos cultivos mistos.
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6 CONCLUSOES

1)  As cepas de Monoraphidium contortum e de Microcystis. cf. aeruginosa isoladas
do mesmo local parecem ndo sofrer efeitos inibitdrios por seus respectivos exudatos nas
condicdes experimentais testadas. Isso sugere que tenha sido desenvolvida uma coexisténcia
adaptativa entre essas duas cepas, enquanto que com a utilizagdo de meios com exudatos de
cultivos mistos mostrou-se uma tendéncia inibitoria e redugdo na concentracdo de clorofila a
da cepa de M. contortum. Assim, a qualidade de matéria organica excretada pode ser
influenciada pela presenca da outra espécie competidora e/ou também pela fase de cultivo,

além de apresentar efeitos variaveis de acordo com o tempo de exposicao ao exudato.

2) A cepa de M. contortum ¢ capaz de crescer melhor na presenga da cepa toxica do
que na presen¢a de uma cepa nao toxica de Microcystis. Entretanto, ambas as espécies
demonstraram uma limitagdo do crescimento em cultivos mistos, que ndo deve ser apenas
decorrente da competicdo por nutrientes. Isso revela a complexidade dessa interacdo, que

ainda deve sofrer influéncias de outros fatores quando exposta as condi¢des ambientais.

3) Os resultados demonstram que a matéria organica excretada pela cloroficea teria
um efeito estimulador para a produg¢do de microcistinas pela cepa de Microcystis isolada do
mesmo ambiente. Embora o papel das microcistinas nesta interagdo ainda ndo esteja claro,
pode-se sugerir que esse produto excretado pelo competidor tenha um papel sinalizador para a

produgdo dessa cianotoxina.
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4)  Os dados obtidos com exudato de cultivos mistos sobre a cepa de M. contortum
demonstram que a producdo de infoquimicos por espécies fitoplanctonicas ndo seria apenas
associada a mecanismos de controle de competi¢ao inter-especifica, mas pode também ser

uma ferramenta para o controle da densidade populacional.

5)  Pode-se concluir que a producdo de matéria organica excretada por esses grupos
de organismos fitoplanctonicos tem papel controlador sobre o metabolismo dessas espécies, ¢
mostra-se variavel em funcdo da condicdo de crescimento desses organismos e também ¢

possivelmente infra-especifica.
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