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Resumo

Cylindrospermopsis raciborskii € uma cianobactéria filamentosa fixadora de nitrogénio
que tem se tornado alvo de diversos estudos devido a sua toxicidade potencial e sua
elevada adaptabilidade ecofisiolégica. Seu sucesso adaptativo é atribuido, dentre
outras coisas, a sua tolerancia a baixa disponibilidade de luz e sua elevada afinidade
por fésforo, além da capacidade de estocar esse nutriente. Devido a recente
ocorréncia de floragbes de C. raciborskii em todo o mundo, faz-se necessario estudar
a ecologia e fisiologia dessa espécie visando o controle das floragbes. O presente
trabalho buscou avaliar os efeitos da limitacdo de fosforo nas taxas de produtividade e
eficiéncia fotossintética, na morfologia e no crescimento de populagbes toxicas e nao
téxicas de C. raciborskii. As cepas utilizadas apresentaram baixa eficiéncia
fotossintética, sendo esta ainda menor apds periodo de limitacdo de fésforo, o que foi
atribuido ao baixo contetdo de clorofila a. No entanto, a produtividade especifica foi
elevada, mesmo apds a limitacdo por fosforo. Tal fato é certamente essencial para o
desencadeamento de floragdes. A limitagdo de fosforo imposta as cepas provocou
diminuigdo na relacao superficie:volume das células, crescimento lento, aparecimento
de heterocitos e acinetos e aparecimento de filamentos com células de diferentes
tamanhos evidenciando a importancia desse nutriente na determinacdo da morfologia
de C. raciborskii. As alteragdes morfoldgicas relacionadas a diminui¢do do tamanho
celular também estao relacionadas a baixa eficiéncia fotossintética devida a alteragdes
na arquitetura celular. Os resultados encontrados sugerem cautela na identificacao
exclusivamente morfolégica da espécie bem como demonstram que a interrup¢ado do
aporte de fésforo em ecossistemas aquaticos sujeitos a floragcbes de C. raciborskii,

enquanto medida isolada, ndo é suficiente para prevenir a ocorréncia desses eventos.
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Abstract

Cylindrospermopsis raciborskii is a filamentous cyanobacteria able to fix N, and has
been object of many studies because of its potential toxicity and wide ecophysiologic
adaptability. Its success is ascribed to, among other things, its shade adaptability, high
affinity for phosphorus besides being able to store this nutrient. Since there has been
many recent blooms of C. raciborskii around the world it become indispensable to know
the ecology and physiology of these species. These work intent to evaluate the effects
of phosphorus limitation on photosynthetic efficiency, morphology and growth of C.
raciborskii. The species showed a low photosynthetic efficiency (a) under natural
conditions and an even lower a after P limitation, which were attributed to its low
chlorophyll a content. However, C. raciborskii had a high photosynthetic capacity (P"),
before and after P limitation period. These ability is essential for the development of
blooms. P limitation also reduced the growth and induced extreme morphological
changes, such as: low surface:volume ratio, formation of akinetes, trichomes with
different cell sizes proving the relevance of these nutrient on morphology of the
species. These morphological changes had also influenced the low a found in these
work. Our results suggest prudence on the taxonomic identification of C. raciborskii
based on morphological characteristics and they demonstrate that the discontinuity on
P load to aquatic ecosystems subject to C. raciborskii blooms does not assure that the

blooms will not happen.
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1. Introducéo

Em suas atividades, os homens tém utilizado os recursos hidricos para uma
série crescente de finalidades (abastecimento, recreagdo, irrigacao) e, em virtude
dessa necessidade, a qualidade da agua dos ecossistemas aquaticos vem decaindo
de forma drastica. Rios, lagos, estuarios e reservatorios tém enfrentado um problema
cada vez mais comum denominado eutrofizagao artificial.

A eutrofizacdo é, a principio, um processo que ocorre naturalmente em corpos
de agua doce, sendo considerado como o envelhecimento natural desses
ecossistemas. Esse processo consiste no enriquecimento dos ecossistemas aquaticos
em nutrientes como fésforo, nitrogénio, carbono, silica, etc. Milhares de anos podem
se passar até que um lago apresente as condigbes ideais para sustentar formas
aquaticas de vida, passando de um estado de baixa concentracdo de nutrientes na
coluna d’agua chamado de oligotréfico para uma condigdo mesotrofica, ou seja, de
concentracao de nutrientes intermediaria e, posteriormente, para a condi¢ao eutréfica,
que é caracterizada pela elevada concentragado de nutrientes neste ambiente.

No entanto, a agado antropica vem acelerando a eutrofizacdo que passa a ser
chamada, neste caso, de eutrofizacado artificial ou cultural. Este processo é
caracterizado pelo aumento rapido nas concentragbes de nutrientes (fésforo e
nitrogénio, principalmente) para os organismos aquaticos fotossintetizantes
(fitoplancton, cianobactérias e macrdfitas), possibilitando seu rapido e excessivo
crescimento. Em condigdes naturais, os nutrientes envolvidos sdo carreados até os
lagos, rios ou represas através das chuvas e aguas superficiais, que erodem e lavam a
superficie terrestre. De outra forma, a ma utilizacdo e ocupacéao do solo, o elevado uso
de fertilizantes agricolas, a redugao da mata nativa, a destruicdo da mata ciliar e a
pecuaria sdo responsaveis por aumentar a descarga de nutrientes nos corpos d’agua
contribuindo para a aceleragdo da eutrofizacdo, bem como para o assoreamento do

leito de rios e exposicao das areas de nascentes a crescentes processos de erosao



nas margens. Além disso, o despejo direto de efluentes domésticos e industriais ndo
tratados nos corpos d’agua também promove a entrada excessiva de nutrientes em
rios, lagos e represas.

No Brasil, um panorama da qualidade dos recursos hidricos foi tragado pelo
projeto “Brasil das Aguas”, executado nos anos 2003 e 2004 (Moss & Moss 2005).
Cerca de 500 corpos d’agua, incluindo rios, igarapés, lagoas e represas, foram
amostrados para analise da qualidade da agua. Os resultados deste projeto indicam
que 40% dos corpos d’agua brasileiros amostrados sao oligotréficos enquanto que
25,3% se encontra no estado eutrofico. A maior parte das aguas oligotroficas
encontra-se nas regides norte e oeste do pais, onde a densidade populacional e, por
consequéncia, a demanda por agua é mais baixa. J&4 os corpos d’agua eutrofizados
encontram-se ao longo do litoral brasileiro concentrados nas regides sul e sudeste,
onde a demanda por agua é muito maior.

A eutrofizacdo artificial traz prejuizos ambientais e econdmicos. A
biodiversidade aquatica é afetada, sofrendo perdas significativas e os corpos d’agua
tornam-se impréprios para uso humano. Dentre os varios prejuizos causados pela
eutrofizacdo, podemos destacar o crescimento excessivo de algas e/ou
cianobactérias. Quando apenas um desses organismos ou poucas espécies crescem
excessivamente tém-se o que chamamos de floragdes - “blooms” no termo em inglés.

Cianobactérias ou algas azuis esverdeadas (Cyanophyceae) sdo um grupo de
microrganismos uni ou multicelulares, procariotos, que possuem clorofila a e realizam
fotossintese através dos fotossistemas | e Il (Castenholz & Waterbury 1989). Esses
organismos estiveram entre os pioneiros na evolugao da Terra, cerca de 2,5 bilhdes de
anos atras e eram, naquele tempo, provavelmente, os principais produtores primarios
de matéria organica e os primeiros organismos a liberar oxigénio na atmosfera
primitiva (Chorus & Bartram 1999). As cianobactérias podem colonizar nichos
ecologicos diferentes, uma vez que sao capazes de crescer continuamente na

presenca de oxigénio; de produzir pigmentos acessérios usados para aumentar a



eficiéncia da absor¢ao de luz; e de utilizarem a agua como o doador de elétrons para a
reducao do diéxido de carbono no processo fotossintético (Whitton 1992). Além disso,
esses organismos possuem habilidade de armazenar nutrientes e metabdlitos
secundarios em seu citoplasma.

Alguns grupos de cianobactérias produzem metabdlitos que séo téxicos e cuja
funcdo ecolégica ainda ndo esta clara apesar de alguns destes metabdlitos
apresentarem efeitos na biota (Chorus & Bartram 1999). Nos seres humanos, as
cianotoxinas, como sao chamados alguns desses metabdlitos, podem afetar o figado
(hepatotoxinas), o sistema nervoso (neurotoxinas), a pele (dermatotoxinas) e inibir a
sintese protéica (citotoxinas).

Em ecossistemas utilizados pela populagdo, a ocorréncia de cianobactérias
torna-se particularmente preocupante, pois varios de seus géneros e espécies formam
floracbes e podem produzir toxinas. No Brasil, grande parte dos reservatorios
apresenta floragdes de cianobactérias na maior parte do ano (Huszar & Silva 1999). A
incidéncia de cianobactérias potencialmente toxicas € maior na regido leste do pais
(Moss & Moss 2005), area de elevada densidade populacional e, por conseqiéncia,
onde os riscos das toxinas a saude publica tornam-se maiores.

Intoxicagdes de populagdes humanas causadas pelo consumo de agua
contaminada por cepas toxicas de cianobactérias ja foram descritas em paises como
Australia e Estados Unidos (Lippy & Erb 1976), China (Yu 1995) e Zimbabue (Zilberg
1966). O primeiro caso confirmado de mortes humanas causada por cianotoxinas
ocorreu no Brasil (Caruaru/PE) em 1996 (Azevedo et al. 2002, Carmichael 1998).
Estudos ja confirmaram a ocorréncia de floragbes téxicas de cianobactérias em
reservatorios de abastecimento publico dos estados de Sao Paulo (Lagos et al. 1999),
Rio Grande do Sul (Yunes et al. 2000), Minas Gerais (Jardim, 1999) e Pernambuco
(Nascimento 2000, Bouvy et al. 1999).

Algumas das espécies de cianobactérias dominantes nos ecossistemas

aquaticos brasileiros coincidem com as encontradas em ambientes de regido



temperada, tais como Microcystis aeruginosa, Anabaena solitaria e Anabaena
circinalis (Paerl 1988). Entretanto, de acordo com Huszar & Silva (1999), espécies que
nao sao frequentemente registradas como dominantes nesses ecossistemas sao
comuns em sistemas tropicais brasileiros, como Cylindrospermopsis raciborskii
(principalmente em reservatérios) e Synechocystis aquatilis f. salina, Synechococcus
elongatus e Jaaginema subtilissima (em lagoas costeiras).

O género Cylindrospermopsis é tipico de regides tropicais, sendo C. raciborsKii
a unica espécie que ocorre em regides tropicais, sub-tropicais e temperadas de todos
os continentes, exceto a Antartica (Padisak 1997). Suas principais caracteristicas
morfoldgicas sao: filamentos isopolares, solitarios (ndo formam colbnia), retos ou
espiralados, cilindricos ou ligeiramente estreitos nas extremidades (Komarkova, 1998).
Os heterocitos formam-se exclusivamente a partir das células terminais, depois de
uma divisdo assimétrica da menor parte da célula apical (Komarkova, 1998; Sant’anna
& Azevedo, 2000). Atualmente, com oito espécies descritas, Cylindrospermopsis foi
separado do género Anabaenopsis com base na morfologia dos tricomas e na
formacgéo apical dos heterocitos (Seenayya & Subba-Raju 1972).

Do ponto de vista ecolégico, estes organismos apresentam grande capacidade
de adaptacao a diferentes ambientes, com ocorréncia descrita desde em reservatérios
oligotréficos de regides subtropicais até em lagos tropicais hipereutroficos, onde as
concentracdes de nutrientes sdo extremamente elevadas (Padisak 1997). No Brasil, as
mais antigas ocorréncias de C. raciborskii sdo para o reservatorio de Itaipu (Andrade
et al. 1988) e para o lago Paranoa, em Brasilia (Branco e Senna, 1994). De acordo
com Marinho et al. (2005), inumeros novos casos de ocorréncia foram relatados,
sobretudo em reservatérios documentando, em sua maioria, eventos de floragbes
(Huszar et al. 2000; Bouvy et al. 1999; Tucci & SantAnna 2003; Barroso 2000;
Marinho & Huszar 2002) e ocorréncia em lagoas costeiras (Komarkova et al. 1999;

Konrath 1995; Melo 2001; Pedrosa et al. 1999).



Aliadas as condigdes ambientais favoraveis, algumas caracteristicas
ecofisioldgicas tém sido consideradas como potencializadoras da dominancia de
Cylindrospermopsis nos sistemas eutrofizados. A capacidade de regular sua flutuagao
permite a exploracao de diferentes estratos da coluna e, conseqlientemente, o melhor
aproveitamento da disponibilidade de luz e nutrientes. Cylindrospermopsis raciborskii &
considerada uma espécie de sombra, com baixo requerimento de luz, apresenta alta
taxa de assimilagdo de aménio e capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (Padisak,
1997). Possui também elevada afinidade por fosforo, sendo capaz de estocar esse
nutriente, além de ser resistente a predacdo pelo zooplancton (Padisak 1997).
Hawkins (1996) sugeriu também que a estabilidade da coluna d’agua favorece a
dominancia e a formacao de floragdes de C. raciborskii. No entanto ainda ndo se sabe
quais fatores sdo os principais responsaveis pela crescente ocorréncia e/ou
dominéncia de Cylindrospermopsis.

Assim como cerca de 60% de todas as cianobactérias estudadas até hoje
(Chorus & Bartram 1999), C. raciborskii & potencial produtora de toxina. Dentre as
toxinas possiveis de serem encontradas nessa espécie, estdo as neurotoxinas,
hepatotoxinas e a cylindrospermopsina, um alcaldide de efeito citotéxico, que bloqueia
a sintese de proteinas afetando rins e figado (Marinho et al. 2005; Chorus & Bartram
1999). A produgdo de cylindrospermopsina e um analogo nao téxico, denominado
deoxicilindrospermopsina, so6 foi verificada até hoje em cepas australianas, tailandesas
e em uma cepa japonesa de C. raciborskii (Li et al., 2001; Chonudomkul et al., 2004).
Sintomas de intoxicagdo humana por cylindrospermopsina podem levar dias para
aparecer, sendo frequentemente dificil identificar a relagdo de causa e efeito entre os
sintomas e a exposi¢do a toxina (Chorus & Bartram 1999). Intoxicagdo humana por
cylindrospermopsina foi relatada na Australia apds aplicagcao de sulfato de cobre em
um reservatério de abastecimento publico que apresentava floragdes de
Cylindrospermopsis raciborskii. Em cerca de uma semana 140 criancas e 10 adultos

foram internados com hepato-enterite aguda (Byth 1980). Dado o risco de intoxicagcao



de seres humanos em razdo da ocorréncia freqiente de floragdes toxicas de C.
raciborskii em reservatorios de abastecimento, existe uma clara necessidade de
conhecer a fisiologia e a ecologia dessa espécie, visando ao controle dessas
floracdes. Além disso, as flutuacbes temporais e espaciais na composicao e biomassa
da comunidade fitoplancténica podem, em geral, ser indicadoras eficientes das
alteracbes naturais ou antropicas nos ecossistemas aquaticos. O curto tempo de
geracdo das algas e cianobactérias (horas a dias) permite que sejam melhor
compreendidos processos importantes como a sucessao ecoldgica, tornando essas
comunidades uteis como modelo para o melhor entendimento de outras comunidades
(Harris 1986, Sommer 1989) e dos ecossistemas em geral (Reynolds 1997).

Um importante descritor da ecologia e fisiologia de comunidades plancténicas
sdo as taxas de produtividade primaria definidas por Flynn (1988) como a formagao de
matéria organica particulada nos primeiros elos da teia trofica. Os calculos de
eficiéncia estimados a partir da ponderagao entre produtividade e gastos respiratérios,
biomassa e recursos disponiveis proporcionam um consistente entendimento dos
fluxos de energia. Tal entendimento possibilita o desenvolvimento de modelos
funcionais descritivos e preditivos (Roland e Esteves, 1998).

No entanto, estudos sobre a produtividade e a eficiéncia fotossintética de C.
raciborskii sdo escassos, sendo encontrados apenas para sistemas naturais, onde
essa espécie ndo € a unica produtora primaria presente na comunidade planctbnica
como, por exemplo, em Dokulil & Mayer (1996). Além disso, o efeito da limitacdo de
nutrientes, principalmente o fésforo, na produgao de energia por C. raciborskii € pouco
conhecido. Espera-se que a limitacdo por fosforo provoque ndo sé uma diminuicédo na
eficiéncia fotossintética, uma vez que esse nutriente é essencial para os processos de
producao de energia, como também estimule o aparecimento de formas de
resisténcia, os acinetos, em resposta a situacdo ambiental considerada adversa.
Como esses organismos se alimentam por difusdo dos nutrientes através da

membrana celular e o transporte citoplasmatico de substancias também é feito por



difusdo, espera-se que ocorram alteragdes morfolégicas a fim de melhor absorver os
nutrientes.

E importante destacar que estudos sobre ecofisiologia do fitoplancton com
culturas de laboratério sdo importantes por permitirem a obtencdo do conhecimento
sobre as estratégias e fatores que estimulam a resposta adaptativa das espécies,

tornando as extrapola¢des para a natureza mais realistas (Zevenboom, 1987).

2. Objetivo

O presente estudo visa a avaliar os efeitos da limitagao de fésforo nas taxas de

produtividade e eficiéncia fotossintética, na morfologia e no crescimento de

populagdes toxicas e nao toxicas de C. raciborskii.



3. Capitulo 1

Efeitos da limitacdo de fésforo na eficiéncia fotossintética de

Cylindrospermopsis raciborskKii

3.1. Introdugao

As cianobactérias sao microrganismos que ocorrem com frequéncia em corpos
d’agua eutrofizados sendo particularmente importantes devido ao potencial de produzir
toxinas, podendo causar prejuizos a saude humana e animal através do contato direto
ou indireto com essas substancias. As toxinas sdo metabdlitos cuja funcédo ainda nao
esta clara, apesar de algumas delas apresentarem efeitos na biota (Chorus e Bartram,
1999). Nos seres humanos, as cianotoxinas, como sdo chamadas, podem afetar o
figado (hepatotoxinas), o sistema nervoso (neurotoxinas), a pele (dermatotoxinas) e
inibir da sintese protéica.

As floragbes de cianobactérias sdo vém aumentando em intensidade e
freqiéncia, tornando-se possivel identificar um cenario de dominancia desses
organismos em diversos reservatorios brasileiros (Huszar & Silva 1999). Uma espécie
de cianobactéria tipicamente tropical tem recebido especial atencdo dos
pesquisadores em todo mundo devido a sua potencial toxicidade e seu
comportamento invasivo nas grandes latitudes (Briand et al. 2004). Trata-se da
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya et Subba Raju. Esta espécie
apresenta elevada adaptabilidade fisiolégica e diversas caracteristicas relevantes ao
seu sucesso adaptativo, como: capacidade de regular a flutuagao; tolerancia a baixa
disponibilidade de luz; elevada afinidade por aménio e por fésforo; capacidade de fixar
nitrogénio e de armazenar fosforo; e resisténcia a predagéo (Padisak 1997).

O conhecimento da dinamica da comunidade fitoplanctonica pode ser indicador

eficiente das alteragdes naturais ou antrépicas nos ecossistemas aquaticos. Devido a



recente ocorréncia de floragcdes de C. raciborskii (Borics et al. 2000; Dokulil & Mayer
1996; Couté et al. 1997. Briand et al. 2002; Fastner et al. 2003; Ryan & Hamilton 2003)
tem surgido uma clara necessidade de conhecer a fisiologia e a ecologia dessa
espécie, visando ao controle dessas floragées. Nesse contexto, a produgdo primaria,
definida como a formacdo de matéria organica particulada nos primeiros elos da
cadeia trofica (Flynn 1988), destaca-se como um importante descritor da dindmica
funcional de comunidades plancténicas.

A produtividade primaria € um conceito ilusoriamente simples que mascara
uma complexa inter-relagdo entre processos bioquimicos, fisiolégicos e ecoldgicos
(Geider & Mclintyre 2002). A curva fotossintese-irradidncia (Pxl) (figura 1.1), ao
relacionar a produtividade especifica (produtividade por unidade de biomassa; P,) a
irradiancia (1), retrata alguns desses processos e exerce papel central em todos os
estudos tedricos de produtividade fitoplancténica. Admite-se que a curva Pxl seja

melhor descrita por uma hipérbole retangular (Jassby & Platt 1976), da seguinte forma:

P° = P,,” tanh(al/P")

onde P,,° corresponde a produtividade especifica maxima sob saturagdo luminosa, a
corresponde a inclinacdo da porgao linear inicial da curva. O eixo das abscissas
corresponde a intensidade luminosa “I”, o eixo das ordenadas a P e a assintota (reta

tangente & hipérbole) representa a taxa de produtividade maxima (P.").



max

Pb = P_btanh(al/P,b)

b

Produtividade Especifica
(mg C {mg Cl a)*! h')

Ik Luz Disponivel Ib
{gmol m2 s1)

Figura 1.1: Curva fotossintese-irradiancia geral e equagao que descreve a curva, segundo Platt
e Jassby (1976). Os parametros que descrevem a curva sao: P°, produtividade especifica, ou
seja, produtividade por unidade de biomassa; P2, correspondente a produtividade especifica
maxima sob saturagdo luminosa; a, correspondente a inclinagdo da porgao linear inicial da
curva; B, correspondente a inclinagdo da porgao linear final da curva; l;, correspondente a
intensidade em que se inicia a saturagdo luminosa da produtividade; e | ,, correspondente a
intensidade em que se inicia a inibicdo da produtividade por luz. A regido “a” da curva
corresponde a fase de limitagcao por luz e a regido “b” aquela de saturagéo luminosa.

O parametro a é considerado um indice de eficiéncia fotossintética, sendo
largamente utilizado para comparar o desempenho dos organismos fotossintetizantes
independentemente de seus atributos especificos ou das diferencas metodolégicas
existentes. Em condicbes luminosas inferiores aquelas que poderiam causar
fotoinibigcao, a curva Pxl pode ser satisfatoriamente descrita matematicamente por uma
expressdo contendo apenas dois parametros livres: a e P,° (Platt & Jassby 1976;
Jassby & Platt 1976). Este ultimo parémetro é também chamado de indice de
assimilacdo (Jassby & Platt 1976) ou a medida da capacidade fotossintética das
células numa dada condicdo de temperatura e disponibilidade de nutrientes (Kalf
2006). A parte esquerda da curva Pxl, ou seja, quando a produtividade encontra-se
limitada por luz (regido “a”), € a parte mais util para comparar o desempenho dos
organismos fotossintéticos. Nesta regido, as taxas fotossintéticas sao controladas
principalmente por reacdes fotoquimicas independentes de temperatura (Kalf 2006).

Ja na regido de saturagdo luminosa, (regido “b”), a fotossintese € limitada
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principalmente por reagdes bioquimicas, ao invés de fotoquimicas, e esta largamente
sujeita aos efeitos da temperatura (Kalf 2006). Os efeitos da temperatura,
disponibilidade de nutrientes e ritmos diarios e adaptativos podem ser representados
matematicamente por sua influéncia nos parametros basicos P, € a (Platt & Jassby
1976). O presente trabalho buscou, pois, identificar os efeitos da limitacdo de fésforo

nos parametros fotossintéticos de popula¢des de Cylindrospermopsis raciborskii.

3.2. Métodos

Foram realizados dois experimentos de produtividade com uma cepa toxica
(T3; produtora de saxitoxina) e uma nao toxica (NPCP) de C. raciborskii, ambas
isoladas de ecossistemas aquaticos brasileiros (Represa de Guarapiranga-SP e Lago
Paranoa Brasilia-DF, respectivamente). As cepas foram gentilmente cedidas pela Dra
Sandra Azevedo do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
A cepa toxica utilizada foi a primeira cepa sul-americana na qual foi identificada a
producao de saxitoxina (Lagos et al. 1999).

O primeiro experimento — experimento A — foi realizado em condi¢gdes normais
de cultivo, descritas a seguir, € o segundo experimento — experimento B — ocorreu
apo6s submeter as cepas a limitagao por fésforo (“dieta”). Em experimentos realizados
por Junqueira-Melgago (2007), foi verificado o colapso da cepa téxica de C. raciborskii
apo6s dez dias de limitacdo por fésforo. Esse periodo foi considerado, pois, como o
periodo minimo a ser utilizado no experimento. Por conveniéncias logisticas e
buscando-se deixar as cepas o maximo de tempo possivel sob limitagao de fosforo, o
periodo de dieta totalizou 21 dias.

No Laboratério de Ecologia Aquatica da Universidade Federal de Juiz de Fora
as cepas do experimento A foram mantidas em meio ASM 1 (Gorham et al. 1964) e as

do experimento B em meio ASM-1 sem fosforo. Durante todo o periodo as cepas
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estiveram aeradas, a 26°C e submetidas foto-periodo de 12 horas, com fluxo de fétons
de densidade média de 170 umols m? s™. A aeracdo foi realizada com auxilio de
compressor de ar para aeragdo em aquario. Os cultivos foram unialgais, do tipo nao
axénicos (incluiam a presenga de bactérias) e lote (“batch”), no qual os nutrientes vao
diminuindo e o numero de células aumenta até a capacidade suporte. Neste tipo de
cultivo, ha individuos em todos os estagios de crescimento e o estado fisiolégico das
células ndo é necessariamente semelhante. A densidade bacteriana foi analisada no
cultivo antes do experimento através de microscopia de epifluorescéncia apds
coloragao com acridina laranja (Hobbie et al. 1977). No cultivo da cepa nao tdxica a
densidade de bactérias era de 0,98 x 10° céls ml” e, na cepa tdxica, de 0,40 x 10®
céls ml™.

Os experimentos A e B foram realizados em um aparelho com sistema de
regulacado de intensidade luminosa e temperatura. As intensidades luminosas foram
medidas em umol m? s com radidmetro LICOR modelo 1000 equipado com sensor
esférico para radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR). Para a determinagcdo das
intensidades luminosas utilizadas, foi feito um teste inicial com as duas cepas em
cinco intensidades: 10, 30, 80, 140 e 180 pmol m? s atribuidas aleatoriamente.
Como nao foi observada saturacido luminosa em nenhuma das cepas (a produtividade
foi crescente), fez-se necessario aumentar as intensidades luminosas utilizadas e o
numero de intensidades. Estabeleceram-se entdo oito intensidades luminosas a serem
testadas, a saber: 350, 295, 250, 160, 125, 60, 30 e 10 pmol m?s™.

A produtividade primaria foi medida em frascos claros e escuros (em ftriplicata)
através do método do oxigénio e convertida para carbono a partir dos coeficientes
fotossintético (PQ=1,2) e respiratério (RQ=1,0) (Wetzel & Likens 1991). As
concentragdes de oxigénio foram determinadas por espectrofotometria (Roland et al.
1999). De acordo com Strickland & Parsons (1972), este método do oxigénio é
aplicavel a intervalos de 3 a 2000 ug C m™ h™. Assumindo PQ=1,2 e p=0,05, o limite

de detecgéo do método correspondera a 20 pg C L™ (Strickland, 1960).
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A densidade de C. raciborskii foi analisada como descrito em Sipauba-Tavares
& Rocha (2003), ap6s preservagdo em lugol. O método consiste na contagem do
numero de células em cdmara de Neubauer sob microscopia Optica. A camara
apresenta marcacbes de dimensdes conhecidas, o que facilita o trabalho, além de
requerer pequeno volume de amostra. O biovolume celular (em um?®) foi calculado a
partir da férmula do cilindro sendo a biomassa obtida a partir deste (Wetzel & Likens
1991), baseando-se na premissa de que o citoplasma desses organismos é
predominantemente constituido de agua e, por conseqiéncia, 1 g corresponderia a 1
ml (Gosselain et al. 2000). Uma vez que o volume de cultivo disponivel para os
experimentos era limitado, optou-se por ndo realizar a analise de clorofila a
diretamente. Dessa forma, a biomassa em clorofila a foi obtida a partir da equacao:

Logchla=1.00logv —2.26

Onde chl a é o conteudo celular de clorofila a, em pg, e v € o volume celular,
em pm (Reynolds 2006).

A produtividade especifica foi calculada a partir da produtividade bruta, em mg
C L' h', e das medidas de biomassa, em mg de clorofila a L. Os parametros
fotossintéticos analisados foram: P° ou produtividade especifica (produtividade por
unidade de biomassa), | ou intensidade luminosa, Ik ou indice de saturagdo luminosa
(intensidade onde P° é maxima), a ou inclinagéo da curva P° x | em niveis baixos de |,
P..° ou produtividade especifica quando I, é atingido.

A diferenca da produtividade entre as cepas e em cada cepa antes e depois da
dieta foi avaliada estatisticamente através do teste de Mann-Whitney uma vez que as
amostras sdo independentes. O intervalo de confianga foi de 95% e as analises foram
feitas na versdao de avaliagdo do programa XLStat versdao 7.5.2. Os pontos
considerados pertencentes a parte linear da curva Pxl foram separados e ajustados a

regressao linear a fim de estimar o valor de a (Platt & Jassby 1976).
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3.3. Resultados

No experimento realizado antes da dieta, o conteudo celular de clorofila a era
de 0,14 pg Cl a cél" para as duas cepas. Ao final da dieta, a cepa ndo tdxica
apresentava 0,02 pg Cl a cél™ e a cepa toxica, 0,01 pg Cl a cel’. Em ambas as cepas,
a produtividade especifica antes da dieta foi significativamente menor do que depois
da dieta (p=0,023 para a cepa nao toxica e p=0,025 para a cepa toxica). Apds a dieta,
PP foi, em média, sete vezes maior na cepa nao toxica e 25 vezes maior na téxica. A
cepa nao téxica apresentou-se significativamente mais produtiva (p<0,05) do que a
cepa toxica antes da dieta na maior parte das intensidades testadas (10, 125, 250, 295
e 350 umol m? s™),. Tal comportamento inverteu-se apds a dieta, com a produtividade
da cepa toxica sendo significativamente maior (p<0,05) em metade das intensidades
testadas (60, 160, 250 e 350 pmol m? s™) e estatisticamente igual a da cepa nao
téxica na outra metade (10, 30, 125 e 295 ymol m?s™).

A figura 1.2 mostra as curvas Px| para cada cepa antes da dieta. A cepa nao
téxica apresentou a = 0,59 mg C (mg Cl a)' h™" (umol m? s™")" (n=6; r*=0,97) e a cepa
téxica apresentou a = 0,76 mg C (mg Cl a)' h™" (umol m? s™)™" (n=6; r?=0,99) (fig. 1.2b
e 1.2c). A produtividade especifica maxima média foi de 15,60 mg C (mg Cl a)" h”
paraa cepa ndo tdxica e 16,15 mg C(mg Cl a)" h™ para a cepa téxica, ambas com I =
30 umol m? s™ (fig. 1.2d)

Ap0ds a dieta, no entanto, a relacéo entre a produtividade especifica e a luz nao
apresentou comportamento claramente préximo ao esperado, ou seja, ajustado a
hipérbole retangular (figura 1.2d). No entanto, através da inspe¢do visual da figura
1.2a pode-se verificar que a cepa toxica apresentou valores crescentes de
produtividade até cerca de 60 pmol m? s (I,) quando entdo se tornou saturada pela
luz. J& a cepa nao toxica apresentou I, novamente em torno de 30 pmol m? s™. Para a
cepa nao téxica P,,° foi de 86,13 mg C (mg Cl a)" h™ e para a cepa téxica de 104,44

mg C (mg Cl a)" h™" (fig. 1.2d). Ajustando-se a regressao a parte linear das curvas Pxl
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apresentadas ap6s a dieta, pode-se estimar a = 0,29 mg C (mg Cl a)" h™" (umol m? s’
"Y' (n=6; r’=0,25) para a cepa ndo toxica e 0,38 mg C (mg Cl a)' h™ (umol m? s™)

(n=9; r’=052) para a cepa toxica (fig. 1.2b e 1.2c).
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Figura 1.2: Curvas Px| de cepas téxica e ndo toxica Cylindrospermopsis raciborskii antes de
serem submetidas a limitagdo por fosforo. Em (a) tem-se todos os dados experimentais,
realizados em tréplica. Em (b) e gc) tém-se a regresséo ajustada a parte linear da curva, os
valores de a (em mg C(mg Cla) h™ (umol m™ 3'1)' Jeo r*. As linhas pontilhadas correspondem
ao intervalo de confianga de 95%. Em (d) observam-se as curvas a partir dos valores meédios
de produtividade especifica para cada intensidade luminosa testada e os valores médios
maximos de P,” (mg C (mg Cla)" h™") observados para cada cepa.
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Figura 1.3: Curvas Pxl de cepas toxica e ndo toxica de Cylindrospermopsis raciborskii apds
serem submetidas a limitagdo por fosforo. Em (a) tem-se todos os dados experimentais,
realizados em tréplica. Em (b) e gc) tém-se a regresséo ajustada a parte linear da curva, os
valores de a (em mg C(mg Cla) h”' (umol m? s™")7) e o r%. As linhas pontilhadas correspondem
ao intervalo de confianga de 95%. Em (d) observam-se as curvas a partir dos valores médios
de produtividade especifica para cada intensidade luminosa testada e os valores médios
maximos de P> (mg C (mg Cla)" h) observados para cada cepa.
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3.4. Discussao

A produtividade maxima nas duas cepas foi atingida em baixas intensidades
luminosas, confirmando a adaptagédo desses organismos a sombra (Padisak 1997). No
entanto, altas taxas de produtividade foram mantidas até intensidades elevadas, de
350 umol m? s e a foto-inibicdo ndo foi claramente observada em nenhuma das
situagbes testadas. Ao contrario, Dokulil & Mayer (1996) relatam duas situagdes de
fotoinibicdo da comunidade fitoplancténica de um lago austriaco raso (cuja biomassa
correspondia a 90% de C. raciborskii): uma a 240 umol m? s™ e outra a 70 pmol m? s°
'. Nessas ocasides, o indice de saturacdo luminosa foi de 60 e 30 pmol m? s™,
respectivamente. Foy & Gibson (1982a, b) relatam intensidades semelhantes de foto-
inibicdo para Limnothrix redekei, enquanto Planktothrix aghardii tornou-se inibida pela
luz a 180 umol m? s™ (Van Liere & Mur 1979, 1980) e Aphanizomenon flos-aquae
Elenk. a 110 umol m? s™ (Uehlinger 1980).

A ndo observancia da foto-inibicdo em nosso trabalho pode ser decorrente das
condigbes de cultivo, anteriores ao experimento. Reynolds (2006) ressalta que o
historico luminoso recente das células representa papel relevante na determinagéo de
suas eficiéncias fotossintéticas e no inicio da saturacdo luminosa. As cepas utilizadas
foram cultivadas em intensidades relativamente altas de luz (cerca de 170 umol m? s’
'Y quando comparadas tanto ao indice de saturagdo encontrado em nosso trabalho
quanto ao relatado na literatura. Aliada a manutengao de taxas de produtividade altas
em intensidades elevadas de luz, a auséncia de foto-inibicdo sugere que apesar de C.
raciborskii ser favorecida por baixa luminosidade, esta espécie permanecera boa
competidora em altas intensidades de luz.

Os valores de produtividade maxima observados foram superiores aos
encontrados para populagbes naturais de fitoplancton. Platt & Jassby (1976)
encontraram P,,” médio em torno de 5 mg C (mg Cl a)" h™ em ambientes costeiros da

Nova Escdcia. Cole et al. (1992) relatam valores de P,,” entre 4 e 6 mg C (mg Cl a)"' h°
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' para a comunidade fitoplancténica do Rio Hudson (EUA). Tais trabalhos, porém
foram realizados em ambientes de regides temperadas, onde a temperatura é
consideravelmente menor que a testada em nosso trabalho. Reynolds (2006), no
entanto, traz P,,” variando entre 7 e 20 mg C (mg Cl a)" h™" para temperaturas de 27 a
30°C, proximas aquela utilizada no presente trabalho (26°C). Em condigbes normais,
ou seja, de suficiéncia de nutrientes, pode-se dizer que C. raciborskii € uma espécie
com elevada capacidade fotossintética uma vez que os valores de médios P’
encontrados antes da dieta estdo préximos ao limite superior relatado por Reynolds
(2006) (figura 1.2d).

De acordo com Reynolds (2006), a eficiéncia fotossintética (a) pode variar em
média entre 6 e 18 mg C (mg Cl a)" mol™ m? e com limites de 2 e 37 mg C (mg Cl a)™
mol™ m? Cole et al. (1992) trazem a entre 3-4 mg C (mg Cl a)' mol" m?. Convertendo
nossos valores para as unidades apresentadas, temos que a antes da dieta foi de 2,13
mg C (mg Cl a)" mol™ m? para a cepa nao téxica e 2,7 mg C (mg Cl a)" mol™ m? para
a cepa toxica. A eficiéncia fotossintética antes da dieta, portanto, estaria préoxima aos
valores minimos relatados na literatura. Apds a dieta, os valores de a corresponderiam
a 1,04 mg C (mg Cl a)" mol" m? para a cepa nao téxica e 1,37 mg C (mg Cl a)" mol”
m? para a cepa toxica. A baixa eficiéncia fotossintética encontrada antes da dieta, bem
como sua diminuicdo apdés o periodo limitante é atribuida ao baixo conteudo de
clorofila a dessas cepas e sua diminuigcdo apds o periodo de limitagdo por fosforo.
Antes da dieta, ambas as cepas apresentavam conteudo celular de clorofila a
préximos aos encontrados em outras cianobactérias, como: Woronichinia naegeliana
(0,2 pg cel’) e Anabaena lemmermannii (0,22 pg cel’) (Reynolds 2006) mas
consideravelmente inferiores aos valores relatados por Foy & Gibson (1982a, b) para
Oscillatoria redekei e por Wolf (1991) para Oscillatoria limosa. Apés a limitagdo por
fésforo, no entanto, o conteudo de clorofila diminuiu cerca de dez vezes,
comprometendo a capacidade dessas células em absorver e utilizar a luz disponivel.

Alterando seu conteudo de pigmentos, as células tornam-se capazes de regular sua
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eficiéncia fotossintética (Harris 1978). No entanto essa variagado nao € rapida, sendo
necessaria uma ou mais geragdes para a adaptacdo cromatica ser repassada
geneticamente. Como as cepas utilizadas estiveram sob limitagdo de fésforo por trés
semanas e o tempo de duplicacao de C. raciborskii em condi¢cbes de cultivo foi de 0,58
dias, ou seja, 1,7 duplicagbes por dia (Hawkins 1996), pode-se dizer que houve tempo
suficiente para as cepas se readaptarem as novas condicdes de nutrientes e
regularem seu conteudo de clorofila a.

De acordo com os valores de eficiéncia fotossintética (a) encontrados, pode-se
dizer que C. raciborskii apresenta baixa eficiéncia de utilizacdo da luz disponivel e que
essa eficiéncia é ainda menor em situacdes de limitacao de fésforo. Tal fato contraria a
hipétese apresentada por Bannister (1974) de que a seria um parametro relativamente
estavel uma vez que a absorc¢do de luz em intensidades luminosas baixas estaria mais
relacionada as reagdes fotoquimicas no cloroplasto do que nas condigbes de
temperatura e nas adaptacbes das espécies. Variacbes em a também foram
observadas por Platt & Jassby (1976). Tais autores argumentam que a hipétese de
Bannister (1974) seria veridica para cloroplastos isolados, mas a eficiéncia
fotossintética propriamente dita dependeria também da arquitetura celular e da
habilidade de cada espécie em utilizar a luz disponivel. No entanto, a capacidade
fotossintética (P,°) dessa espécie é alta. Essa elevada capacidade de produgdo de
matéria organica é provavelmente fator importante para a ocorréncia de floragdes em

ambientes aquaticos, mesmo aqueles em que ocorre limitagdo de nutrientes.
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4. Capitulo 2

Morfologia e crescimento de Cylindrospermopsis raciborskii em cultivo sob

limitacdo de fésforo

4.1. Introducéo

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et Subba Raju
(Seenayya & Raju 1972) é uma cianobactéria filamentosa fixadora de nitrogénio que
tem se tornado alvo de diversos estudos devido a sua toxicidade potencial e sua
elevada adaptabilidade ecofisioldgica. C. raciborskii ocorre em diversos ambientes, de
lagos de tamanho e grau de trofia diferentes a rios e reservatérios (Komarkova et
al.1999). Seu sucesso adaptativo é atribuido a iniUmeras razodes, dentre elas:
capacidade de regular a flutuagao; tolerancia a baixa disponibilidade de luz; elevada
afinidade por aménia e por fésforo; capacidade de fixar nitrogénio e de armazenar
fésforo; e resisténcia a predacao (Padisak 1997).

Cylindrospermopsis € freqliientemente alvo de debates e impasses
taxonémicos devido a suas semelhangas com outros géneros, como Anabaenopsis e
Cylindrospermum. A principal diferenga em relagdo a Anabaenopsis consiste no
desenvolvimento dos heterocitos a partir de células terminais (Padisak 1997). Em
relacdo a Cylindrospermum, difere quanto a presenga de vesiculas de gas e a posi¢ao
intercalar dos acinetos (Padisak 1997). Heterocitos e acinetos sao células vegetativas
de extrema importancia ecolégica para esta espécie. Os primeiros sdo células de
parede fina e protoplasma hialino, capazes de fixar nitrogénio. Os acinetos sao células
grandes, também de parede fina, mas contendo material de reserva em seu
protoplasma o que permite a sobrevivéncia da espécie sob condicbes desfavoraveis.
No entanto, os heterocitos e os acinetos nao estdo sempre presentes nos filamentos, e

sua auséncia dificulta a identificagdo da espécie.
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As variagbes morfolégicas, apesar de estarem sob controle genético, sao
largamente influenciadas tanto pela diversidade de condigbes ambientais quanto pela
fase de crescimento dos organismos. Através da analise do seqlenciamento de
nucleotideos de 16S rRNA, Saker et al. (1999) verificaram 99,8% de similaridade entre
tricomas retos e curvados de C. raciborskii apesar das grandes diferengas
morfologicas e fisioldgicas entre os individuos.

O presente estudo busca investigar as variagdes morfolégicas de C. raciborskKii
induzidas por uma condicdo ambiental especifica, a limitagdo por fésforo, e a

influéncia desta condicao ambiental no crescimento da populacao.

4.2. Métodos

Os experimentos foram realizados com duas cepas de C. raciborskii — uma
toxica, produtora de saxitoxina, e uma nao tdxica, ambas isoladas de ecossistemas
aquaticos brasileiros (Represa de Guarapiranga-SP e Lago Paranoa Brasilia-DF,
respectivamente). As cepas foram gentiimente cedidas pela Dra Sandra Azevedo do
Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A cepa tdxica
utilizada foi a primeira cepa sul-americana na qual foi identificada a produgao de
saxitoxina (Lagos et al. 1999).

No Laboratério de Ecologia Aquatica da Universidade Federal de Juiz de Fora,
as cepas foram mantidas em meio ASM-1 (Gorham et al. 1964), aeradas, a uma
temperatura de 26°C e submetidas a foto-periodo de 12 horas, com fluxo de fétons de
densidade média de 170 pmol fétons m? s em incubadora da marca Fanem modelo
347. A aeracgao foi realizada com auxilio de compressor de ar para aeracdo em
aquario. Taxas de crescimento liquido positivas em C. raciboskii sdo observadas
desde 20 a 35 °C e de 20 a 400 ymol m? s (Briand et al. 2004). Dessa forma, as

cepas utilizadas no presente estudo cresceram em condi¢cdes suficientes de luz e
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temperatura. Os cultivos foram unialgais, do tipo ndo axénicos (incluiam a presenga de
bactérias) e lote (“batch”), no qual os nutrientes vao diminuindo e o niumero de células
aumenta até a capacidade suporte. Neste tipo de cultivo, ha individuos em todos os
estagios de crescimento e o estado fisiolégico das células ndo é necessariamente
semelhante. A densidade bacteriana foi analisada no cultivo antes do experimento
através de microscopia de epifluorescéncia apds coloracdo com acridina laranja
(Hobbie et al. 1977). No cultivo da cepa n&o téxica a densidade de bactérias era de
0,98 x 10° céls mI”" e, na cepa tdxica, de 0,40 x 10° céls ml™.

A partir dos cultivos existentes, chamados ESTOQUE, foram preparados, para
cada cepa, novos cultivos apés centrifugacao (2000 r.p.m., 20 min, 25°C) e inoculacéo
do pellet (material centrifugado, sem o sobrenadante) em meio ASM-1 sem fésforo.
Tais cultivos foram denominados DIETA. Durante 21 dias a concentragdo de fésforo
particulado e a densidade algal foram monitoradas e nao foram repicadas, ou seja,
nao houve nenhuma adicdo de meio de cultivo as culturas nesse periodo. Em
experimentos realizados por Junqueira-Melgago (2007), foi verificado o colapso da
cepa toxica de C. raciborskii apds dez dias de limitagao por fésforo. Esse periodo foi
considerado, pois, como o periodo minimo a ser utilizado no experimento. Por
conveniéncias logisticas e buscando-se deixar as cepas o0 maximo de tempo possivel
sob limitagao de fosforo, chegou-se ao periodo de 21 dias de dieta. O monitoramento
foi diario nos quatro primeiros dias de experimento e depois foi realizado em dias
alternados, sempre no mesmo horario.

A andlise de fésforo particulado foi feita seguindo o método de digestdo por
persulfato de potassio (Wetzel & Likens 1991). Apds a coleta, 15 ml de amostra eram
centrifugados para concentrar a biomassa presente (2000 rpm; 25°C; 20 min.) e
congeladas sem o sobrenadante para serem analisadas posteriormente. Como os
cultivos ndo eram axénicos, o fosforo particulado analisado incluia a biomassa de

bactérias.
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Os caracteres morfolégicos — comprimento e didmetro celular, comprimento e
forma dos tricomas, volume celular, presenca/auséncia de heterocitos e acinetos —
foram analisados em microscopio Optico e as medidas foram realizadas com ocular
micrométrica em aumento de 1000x. Todos os tricomas presentes nos campos
analisados foram contados e medidos em aumento de 400x. O comprimento celular foi
obtido a partir das medidas de 90 células. Para o didmetro celular foram medidas pelo
menos 30 células.

A densidade de C. raciborskii foi analisada como descrito em Sipauba-Tavares
& Rocha (2003), ap6s preservagdo em lugol. O método consiste na contagem do
numero de células em cadmara de Neubauer sob microscopia oOptica. A camara
apresenta marcacdes de dimensdes conhecidas, o que facilita o trabalho, além de
requerer pequeno volume de amostra. O biovolume (em um?®) foi calculado a partir da
férmula do cilindro sendo a biomassa obtida a partir deste (Wetzel e Likens 1991),
baseando-se na premissa de que o citoplasma desses organismos, assim como o das
algas, € predominantemente constituido de agua e, por consequéncia, 1 g
corresponderia a 1 ml (Gosselain et al. 2000). A taxa de crescimento populacional p foi
calculado segundo Fogg & Thake (1987). Estimativas do aumento e decréscimo
populacional foram avaliadas através da taxa liquida de mudanga na densidade (K;
Dokulil & Mayer 1996), da seguinte forma:

K =InB;-InB;
-1y

Onde B, é a biomassa no tempo t; € B, a biomassa no tempo t,. K=0,69 d'eé
equivalente a uma duplicacdo ou, quando negativa, uma divisdo por dia (Dokulil &
Mayer 1996). Consequentemente, K/0,69 fornece o nimero de duplicagcbes/divisbes

por dia.
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4.3. Resultados

Morfologia

De maneira geral, foi observada acentuada diminuicdo do comprimento celular
(medido entre os limites de uma célula e aquela adjacente) durante o periodo de dieta
e aumento do tamanho do filamento. Os filamentos apresentaram-se retos nas duas
cepas e aumentaram 4,5 vezes na cepa nao téxica (15,39+1,10um a 67,72+14,35um)
e 2,4 vezes na cepa toéxica (38,5316,12um a 91,79+18,43um). O comprimento celular
diminuiu mais na cepa toxica (50% versus 30% para a cepa nao toxica) e o diametro
diminuiu em 50% em ambas as cepas, resultando em uma diminuigéo de cerca de 5
vezes no volume celular (figura 2.1). Tal fato tornou dificil a visualizacdo da
delimitagdo das células de ambas as cepas ao final do experimento, mesmo no
aumento de 1000x (objetiva de 100x). O comprimento celular variou de 3,65 a 2,60um
na cepa nao toxica (média = 3,2+0,41um) e 3,88 a 1,85um (média = 3,14+0,68um) na
téxica. O didametro celular variou de 1,54 a 2,94um (média = 2,3+0,56um) na cepa nao
téxica e 1,43 a 2,94um (média = 2,22+0,57um) na cepa toxica. A relagéo
superficie:volume aumentou nas duas cepas, passando na cepa nao toxica de 0,27 a

0,47 e na cepa toxica de 0,26 a 0,60.
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Figura 2.1. Variagdo do volume celular das cepas téxica e nao téxica de C. raciborskii durante

trés semanas de limitagao por fosforo.
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Em ambas as cepas, foram observados filamentos com as células da
extremidade menores que as da regido intermediaria (figura 2.2a). No entanto, o
contrario foi observado com frequiiéncia, ou seja, células da extremidade maiores que
as células da regido intermediaria, principalmente na cepa téxica. O aparecimento de
heterocitos foi observado em torno do sexto dia de dieta para ambas as cepas,
aumentando gradativamente com o passar do tempo e tornando-se, visualmente,
muito freqlente na cepa toxica ao décimo terceiro dia (figura 2.2b). Os heterocitos
ocorriam tanto na extremidade quanto no meio do filamento. Divisbes celulares foram
observadas juntamente com o aparecimento de heterocitos em ambas as cepas.

No décimo sétimo dia de dieta, o aparecimento de acinetos tornou-se
visualmente freqlente na cepa toxica (figura 2.2c). De acordo com as observagdes
registradas durante a contagem das amostras, estima-se que dois em cada cinco
filamentos apresentaram acinetos (ca. 40%). Estes foram raramente observados na

cepa nao toxica.

Crescimento

A cepa nao téxica entrou em crescimento exponencial no quarto dia,
apresentando taxa de crescimento negativa de 0,018. A cepa toxica entrou em
crescimento exponencial somente no décimo terceiro dia de dieta, porém, com taxa de
crescimento positiva de 0,017 (figura 2.3).

A taxa liquida de mudanga na densidade populacional (K) variou entre -0,45 d™
e 0,17 d”' para a cepa ndo toxica, o que corresponde a -0,7 e 0,3 divisdes por dia. A
cepa hao téxica apresentou K entre -0,63 d™' e 0,37 d™', ou seja, -0,9 e 0,5 divisdes por
dia. Para ambas as cepas, o K médio foi idéntico (-0,02) e a sua variagdo durante o

periodo de dieta foi similar (figura 2.4).
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Figura 2.2: Tricomas da cepa toxica de C. raciborskii durante a dieta mostrando em (a) a
variagdo de tamanho celular no mesmo filamento; (b) um heterocito terminal; e em (c) um
acineto. As fotos foram tiradas em aumento de 1000x. A direita de cada foto tem-se a imagem
sem o fundo a fim de realgar as estruturas tratadas (barra = 1um).
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Figura 2.4: Variagao na taxa liquida de mudanga na densidade populacional (K; Dokulil &
Mayer 1996) durante as trés semanas em que cepas téxica e nao téxica de C. raciborskii
estiveram submetidas a limitagédo por fésforo.
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Conteudo de fosforo

A concentracdo de fosforo total nas duas cepas diminuiu de maneira
semelhante logo no inicio do experimento e apresentou dois episédios de aumento
abrupto, sendo um préoximo a metade e o outro no final do experimento.

Durante os trés primeiros dias de dieta da cepa téxica e os quatro primeiros da
cepa nao téxica, observou-se diminuicdo acentuada na concentragado de fosforo total.
No dia imediatamente seguinte a essa diminuicdo, a concentragdo desse nutriente
praticamente dobrou nas duas cepas. Outro episédio de elevacdo na concentragio de
fésforo foi observado no fim do experimento em ambas as cepas (figura 2.5). A
concentracao meédia de fosforo total durante o periodo de dieta foi de 198+88,6 ug P L

' para a cepa ndo toxica e 185+117,1 ug P L™ para a téxica.
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Figura 2.5: Variagdo na concentracao de fosforo total em cepas téxica e nao téxica de C.
raciborskii durante trés semanas de limitagao de fésforo.
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4.4. Discussao

Shafik et al. (2003) analisaram mudancas morfolégicas de C. raciborskii em
cultivos “batch” e em cultivos continuos. No cultivo “batch”, apds trés semanas sem
repor nutrientes (ou seja, limitadas por fésforo principalmente) e sem aerar, foi
observado que o tamanho e o didmetro dos filamentos (68,8+7,6uym e 1,04+0,3um,
respectivamente) eram bem menores neste tipo de cultivo do que nos cultivos
continuos. Além disso, os filamentos apresentavam-se no formato de agulha, com
uma das extremidades mais fina que o restante do filamento. No presente trabalho,
ap6s o mesmo periodo de tempo, a cepa téxica apresentava filamentos bem maiores
€ a cepa nao toéxica apresentava filamentos de tamanho semelhante ao encontrado
por Shafik et al. (2003). Porém, freqlientemente, as extremidades apresentavam-se
mais espessas que a regiao intermediaria (figura 2.2a). A regiao intermediaria estaria,
portanto, mais fragil, devido a limitacdo de fésforo, sendo um provavel local de
fragmentacdo desses filamentos. Os filamentos com uma das extremidades finas
seriam, entdo, decorrentes dessa quebra. Nos dois trabalhos, a limitagcao de nutrientes
induziu morfologias extremas e diminuicao de tamanho celular, proporcionando razbes
superficie:volume favoraveis a absorgao de nutrientes. A ocorréncia de tricomas com
caracteristicas morfolégicas extremas foi observada também na Lagoa do Peri (SC)
por Komarkdva et al. 1999, sendo esta atribuida a baixa concentragcdo de fésforo
nesse ambiente.

Moore et al. (2003) sugerem que a disponibilidade de fosforo e a temperatura
sao responsaveis por estimular o aparecimento de acinetos. A producao dos acinetos
seria induzida por um choque inicial de temperatura (de 25 a 15°C) e o fosforo seria
necessario para o crescimento e completo desenvolvimento dos mesmos. Shafik et al.
(2003) e Istvanovics et al. (2000) ndo observaram a formagdo de acinetos em
condicbes de auséncia ou limitagdo de fésforo, sugerindo que o choque de

temperatura seria o fator essencial para a formagao dessas estruturas. Em nosso
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trabalho, o fdsforo pareceu mais relevante do que a temperatura. Esta esteve
constante durante todo experimento e acinetos foram formados alterando-se a
disponibilidade de fésforo. Tal fato pode ser decorrente das condicbes prévias de
cultivo das cepas utilizadas e suas conseqlientes estratégias adaptativas. Durante o
cultivo as cepas n&o passam por limitagdo de luz nem de nutrientes sendo a variagéo
de fosforo a unica condigao limitante aplicada as cepas. A formacido de acinetos
induzida pela variacdo na disponibilidade de fosforo é de interesse relevante em
estudos de ecossistemas tropicais eutrofizados. A geracdo de tais formas de
resisténcia pode garantir a sobrevivéncia da populagdo de cianobactérias durante e
apdés medidas de recuperagao desses ecossistemas permitindo que tais individuos
reaparecam posteriormente. Padisak & Isvanovics (1997) sugerem que os acinetos de
C. raciborskii servem de indculo para a proxima geragao e sdo capazes de assimilar
fésforo durante seu estagio no sedimento, podendo ser usados com fonte de fosforo
para o crescimento inicial da populagéo.

A variagcao na concentragdo de fosforo total no decorrer do experimento é
reflexo da relacido da interagao entre C. raciborskii e bactérias. Testes experimentais
anteriores a esse trabalho mostraram que a densidade de bactérias e de C. raciborskii
no mesmo cultivo sob limitagdo de fésforo variam de maneira semelhante,
senoidalmente, porém com os picos e vales intercalados. A retirada do fosforo parece
favorecer o crescimento de bactérias, que remineralizam o fosforo organico
proveniente das excretas, do “leakage”, ou seja, o extravasamento involuntario de
material celular, e da morte de individuos da populagdo de cianobactérias. Como
ressaltado por Falkner et al. (1989), altas taxas de “leakage” sdo o preco que
microrganismos pagam por sua elevada afinidade por fésforo. Esse processo rapido
de reciclagem de fésforo ira liberar fosforo disponivel para consumo e ira favorecer o
crescimento de C. raciborski. Ele € observado em comunidades planctonicas naturais
e é freqliientemente o responsavel pela manutencdo das taxas de produtividade no

eplimnio de lagos com baixas concentragbes de fosforo dissolvido (Hudson et al.
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2000; Ferreira et al. 2005). Além disso, a maior afinidade por fésforo de C. raciborskii
em relagdo a outras espécies fitoplanctdnicas e de cianobactérias sugere que essa
espécie, quando competindo com outros microrganismos, seja capaz de reabsorver a
maior parte do fosforo extravasado involuntariamente (Isvanovics et al. 2000).
Consequientemente, o processo de “leakage” é essencial para absorver fosforo em
baixas concentracdes (Istvanovics et al. 2000).

A cepa toxica mostrou-se mais sensivel a retirada de fésforo do que a nao
téxica, porém o presente trabalho ndo permite atribuir esse comportamento somente
ao potencial toxico desses individuos. Quando a densidade de bactérias foi
monitorada, observou-se que esta era bem menor nos cultivos de cepas toxicas do
que nos de cepas nao toxicas (0,40 x10° céls mI™ contra 0,98 x 10 céls ml™). Dessa
forma, pode ser que o mecanismo de reciclagem de fésforo nos cultivos de cepas
téxicas necessite um pouco mais de tempo para regenerar fésforo suficiente ao
crescimento de C. raciborskii.

De acordo com Isvanovics et al. (2000) as células deficientes em fosforo
necessitam de varias horas para se readaptar ao crescimento rapido. A readaptacao
resulta entdo em um atraso na absorgao de fosforo em relagao ao crescimento (Grover
1991). As figuras 2.3 e 2.5 mostram que tal readaptagao levou cerca de quatro dias
em nosso experimento. Apds esse periodo, a densidade comegou a aumentar —
lentamente na cepa téxica e exponencialmente na cepa nao téxica. O aumento da
densidade de C. raciborskii durante todo o experimento, apesar de em menor
velocidade, foi possivel devido ao aumento da relacdo superficie:volume. Como dito
anteriormente, tais mudangas morfolégicas constituem uma estratégia adaptativa
comum em microrganismos em situagoes de limitagdo de recursos. Elas permitem
melhor absor¢cdo de nutrientes, pois esse processo ocorre através da membrana
celular e esta diretamente relacionado a superficie disponivel para absorgao.

O tempo de duplicagao de C. raciborskii em ecossistemas naturais varia de 2,9

a 7 dias (4,1 e 2,9 dias em Padisak 1994; 3 dias em Fabbro & Duivenvoorden 1996; 7
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dias em Dokulil & Mayer 1996). Em cultivo o crescimento é acelerado, resultando em
1,7 divisdes por dia (Hawkins 1996), ou seja, 0,58 dias para duplicacdo. No
experimento realizado, a taxa da duplicacéo, quando positiva, variou de 3,7 a 29,3 dias
para a cepa nao toxica e 1,8 a 20,1 dias para a cepa toéxica, com média de 10,1 dias
para as duas cepas. O crescimento rapido de C. raciborskii em condi¢cbes de cultivo é
devido a suficiéncia de nutrientes e luz para os individuos, enquanto que em campo
eles estdo sujeitos a condigbes freqientemente abaixo dos limites 6timos para cada
espécie. A diminuicdo de disponibilidade de fésforo retardou o crescimento de C.
raciborskii, causando crescimento mais lento que as condicbes observadas em campo.

Com oito espécies descritas (C. raciborskii, C. africana, C. cuspis, C.
philippinensis, C. allantoidispora,C. taverae e C. catemaco (Komarkova-Legnerova,
1996), o género Cylindrospermopsis apresenta variagdes morfolégicas que dificultam
sua identificacdo devido a importincia que cada autor confere aos diferentes
caracteres morfoldgicos, como a posigao do heterocito e a presenga de acineto. Ryan
et al. (2003) relatam um caso de identificagdo incorreta de C. raciborskii na Nova
Zelandia. A espécie havia sido descrita com C. minutissimum Collins devido a énfase
dada na literatura taxonémica relacionada a posi¢cdo do heterocito em relagédo ao
acineto. Assim como para outras cianobactérias filamentosas, a plasticidade
morfoldgica de C. raciborskii reflete variagdes naturais da populagcéo (Komarek & Kling
1991; Branco & Senna 1991), mas pode ser também reflexo das condi¢cdes ambientais
momentaneas durante o crescimento (Moore et al. 2004). Apesar de estudos
detalhados terem sido conduzidos acerca da variagdo morfolégica de tricomas
maduros de C. raciborskii (Singh 1962) e das fases iniciais de crescimento, pos-
germinagao de acinetos (Moore et al. 2004), ainda ha muito debate sobre o quanto as

diferengas morfoldgicas refletem distingao entre espécies (Komarek 2003).
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5. Discussao Geral

C. raciborskii pode ser um organismo chave na reciclagem interna de fésforo
de lagos (Padisak 1997). Mesmo que o aporte de fésforo diminua no ecossistema ou
outras condicbes ambientais apresentem-se desfavoraveis a manutencdo da
populacédo de C. raciborskii, esta espécie pode repousar no sedimento em sua forma
de resisténcia, o acineto, e germinar quando as condigdes ambientais forem
favoraveis. Da mesma forma, a interrupcdo do aporte de fésforo em ecossistemas
eutrofizados e com ocorréncia de C. raciborskii, dominante ou ndo, nao garante o
controle ou a eliminagdo da populagdo, como observado no Lago Balaton, na Hungria
(Padisak & Istvanovics 1997). Nesse lago, a redugdo de 65% no aporte externo de
fésforo ndo impediu que ocorressem floragbes de C. raciborskii. Isvanovics et al.
(1993) verificaram experimentalmente que a assimilagdo de fosforo ocorria
independentemente do crescimento na cianobactéria colonial Gloeotrichia echinulata,
tanto espacialmente quanto temporalmente. O aparecimento dessa cianobactéria no
ecossistema era precedido por assimilacdo béntica de foésforo e o crescimento
epliminético era baseado principalmente no fésforo armazenado internamente. Este
caso ilustra a importancia da assimilagao de fésforo no sedimento e seu papel como
estratégia evolutiva no grupo das cianobactérias (Padisak & Istvanovics, 1997).

A diminuicdo da eficiéncia fotossintética tratada no capitulo 1 pode ser
explicada de acordo com os argumentos de Platt & Jassby (1976). Como pode ser
visto no capitulo 2 (figuras 2.2c) a arquitetura celular das cepas utilizadas variou
bastante, influenciando, portanto na eficiéncia fotossintética desses organismos. Além
disso, o conteudo de clorofila a diminuiu cerca de dez vezes apds a dieta (cap. 1, p.
12) diminuindo a capacidade dessas células em absorver a luz.

O aumento da capacidade fotossintética apds a limitagcao por fésforo confirma a
hipétese apresentada por Banse (1976) e Fenchel (1974). Tais autores afirmam que,

considerando um dado processo de transporte de nutrientes, as células menores
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apresentariam, em geral, maiores taxas de renovacao (“turnover’) do que células
maiores. As taxas de renovacdo seriam expressas, nesse caso, pelos valores de Pp°.
Apos a dieta, observou-se diminuicdo de cinco vezes no volume celular e aumento
médio de 0,5 vez na relagdo superficie:volume. Dessa forma, as células de C.
raciborskii apresentavam-se bem menores, com maior capacidade de absorgcdo de
nutrientes apds a dieta o que possibilitou maior produgcado de matéria organica.

Caracteres morfolégicos extremos de C. raciborskii como os observados no
presente trabalho apds a dieta também foram observados por Komarkova et al. (1999)
em ecossistemas naturais limitados por fésforo (Lagoa do Peri, SC) e por Shafik et al.
(2003), em condicbes de cultivo, também apods a limitagdo por fésforo. Devido a
plasticidade fenotipica dessa espécie (Komarek & Kling 1991; Branco & Senna 1991),
sua identificagdo taxondémica baseada exclusivamente na morfologia deve ser feita
com cautela e considerando-se as condigdes ambientais (temperatura, luz e
disponibilidade de nutrientes) a fim de evitar identificagdes incorretas como o relatado
por Ryan & Hamilton (2003). Tais estudos evidenciam a importancia do foésforo na
determinagcéo morfologia de C. raciborskii. No entanto, a importancia relativa desse
nutriente para a morfologia de C. raciborskii s6 podera ser identificada relacionando
simultaneamente fatores como temperatura, luz e disponibilidade de outros nutrientes,
como o nitrogénio, a fim de se conhecer a relevancia de cada um deles na
determinacgao do fenétipo dessa espécie.

Devido a seu sucesso e ubiglidade em ecossistemas aquaticos de agua doce,
as cianobactérias sao, provavelmente, o grupo de microrganismos plancténicos mais
bem estudados (Stanier & Cohen-Bazire 1977; Bryant 1994). Schreurs (1992), Mur et
al. (1993) e Bryant (1994) descrevem diversas caracteristicas ecoldgicas e
moleculares de cianobactérias. No entanto, as particularidades de cada espécie e seu
desempenho ecoldgico ainda sdo pouco conhecidos, mesmo para aquelas espécies
potencialmente tdxicas que, por causarem floragbes, podem trazer prejuizos aos

sistemas de abastecimento de agua potavel, por exemplo. A compreensdo da eco-
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fisiologia dessas espécies e dos mecanismos que causam as floragdes faz-se, pois,
essencial para 0 manejo e a conservagao da biodiversidade aquatica, bem como para

a recuperacao de ecossistemas degradados pela eutrofizagio.
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