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RESUMO

A dominancia das cianobactérias na comunidade fitoplanctdnica depende de um
conjunto de fatores ambientais reguladores do seu crescimento, como temperatura,
intensidade luminosa e concentracao de nutrientes. Quando as condicdes
ambientais sao favoraveis, pode ocorrer um crescimento intensivo dessas
microalgas, originando uma floragédo. Os gatilhos ambientais que promovem esses
fendbmenos podem ser determinados por meio de estudos laboratoriais, a fim de
entender as estratégias ecologicas, bem como controlar as causas e os efeitos da
deterioracdo ambiental. Cylindrospermopsis raciborskii € um cianobactéria
filamentosa que possui comportamento altamente invasivo e esta entre as espécies
toxicas que mais causam problemas em reservatorios destinados ao abastecimento
publico por todo o mundo. O objetivo central deste trabalho foi investigar os efeitos
de fatores reguladores (temperatura, luz, fésforo reativo) sobre o crescimento da
cianobactéria C. raciborskii isolada do reservatorio de Alagados, PR, em condi¢des
de cultivo laboratorial. Para isso foram realizados experimentos de crescimento de
C. raciborskii em nove intensidades luminosas, quatro temperaturas e quatro
concentracdes de fosforo. A taxa de crescimento da cepa de C. raciborskii foi
calculada em cada um dos tratamentos e, além disso, a morfologia dos tricomas foi
acompanhada. A partir dos resultados concluiu-se que (1) a cepa responde
morfologicamente as condi¢cdes ambientais as quais é submetida, demonstrando
grande plasticidade morfofisiologica e capacidade de adaptacao; (2) o crescimento
da cepa pode ser acelerado em condi¢cdes de temperaturas mais elevadas, podendo
ser favorecida pelo aquecimento global em detrimento das outras espécies do
fitoplancton; (3) o fosforo reativo pode desempenhar um importante papel na
regulacéo do crescimento de C. raciborskii em temperatura e luminosidade altas; (4)
a cepa do reservatorio de Alagados parece estar adaptada as concentracdes de
fésforo que ocorrem no ambiente do qual foi isolada.

Palavras-chave: Fatores reguladores, experimento, morfologia, cultivo, subtropical



ABSTRACT

The dominance of cyanobacteria in the phytoplankton community depends on a set
of environmental factors regulating its growth like temperature, light intensity and
nutrient concentration. When the environmental conditions are favourable an
intensive growth of these microalgae can occur originating a bloom. The
environmental triggers that promote these phenomena can be determined by
laboratorial studies in order to understand its ecological strategies, as well as to
control the causes and the effects of environmental deterioration. Cylindrospermopsis
raciborskii is a filamentous cyanobacterium that possesses highly invasive

behavior and is among the toxic species that cause most of the problems in
reservoirs destined to the public supplying in the whole world. The central aim of this
work was determine the effects of regulatory factors (temperature, light, reactive
phosphorus) on the growth of the cyanobacterium C. raciborskii isolated from

the Alagados reservoir, PR. For growth experiments C. raciborskii was cultured in
nine light intensities, four temperatures and four concentrations of phosphorus. The
growth rate was calculated in each one of treatments and, moreover, the trichome
morphology was accompanied. Resuts showed that (1) the strain responded
morphologically to the controlled environmental conditions, demonstrating great
morphophysiological plasticity and adaptability, (2) the strain growth can be
accelerated in conditions of higher temperatures, and favored C. raciborskii in
detriment to the other phytoplankton species; (3) reactive phosphorus can play an
important role in the growth regulation of C. raciborskii in both high temperature and
luminosity, and that (4) the strain of Alagados reservoir seems to be adapted to

the phosphorus concentrations occurring in the environment from which it was
isolated.

Key words: Cylindrospermopsis, regulating factors, experiment, morphology, culture,
subtropical.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cianobactérias

As cianobactérias sdo organismos procariontes, fotoautotréficos e aerdbicos
(GRAHAM; WILCOX, 2000; BICUDO; MENEZES, 2005) incluidos no grupo das
algas (YOO et al.,, 1995), porém bastante proximos das bactérias (CHORUS;
BARTRAM, 1999; LEE, 2005). A classificacdo das cianobactérias segue a
nomenclatura botanica, sendo conhecidas como Cyanophyceae. Esse grupo foi,
provavelmente, o primeiro a liberar oxigénio na atmosfera primitiva. Atualmente,
esses organismos sdo importantes produtores primarios em ambientes de agua
doce, com alto valor nutritivo para niveis troficos superiores (CHORUS; BARTRAM,
1999).

Contudo, as cianobactérias podem causar também alguns prejuizos em
diversas situacdes. Por exemplo, em ambientes que recebem grandes quantidades
de nutrientes (especialmente fésforo e nitrogénio), pode ocorrer o desenvolvimento
de densas populacdes desse grupo, que passa a dominar o ambiente. Esse
crescimento intensivo origina um fendmeno denominado floragédo (ESTEVES, 1998).
As florac6es em corpos de agua levam a progressiva degradacao do ambiente, além
de causar severos problemas praticos para o abastecimento publico (CHORUS;
BARTRAM, 1999). Essas floracbes sédo frequentemente precedidas por
enriquecimento de nutrientes, que coincidem com mudangas ambientais, como
estratificacdo ou elevacdo da temperatura da agua (PAERL, 1990; REYNOLDS,
1998).

A dominédncia de determinadas espécies na comunidade fitoplancténica
depende de um conjunto de fatores ambientais, como propriedades fisicas
(estabilidade da coluna de agua, tempo de retencdo, temperatura) e quimicas
(concentracdo de nutrientes, pH, oxigénio dissolvido) da agua, assim como de
interacdes biolodgicas (competicdo, herbivoria) (REYNOLDS, 1998; REYNOLDS et
al.,, 2002). As cianobactérias dominam a comunidade fitoplanctonica nos
ecossistemas lacustres brasileiros, que possuem caracteristicas adequadas ao
desenvolvimento do grupo (HUSZAR; SILVA, 1999).

O problema das floracbes pode ser agravado pelo fato de que algumas

cianobactérias sdo capazes de produzir toxinas (CARMICHAEL, 1992), em certos



casos, muito potentes. Além de causar intoxicacdo, as cianotoxinas podem levar a
morte animais selvagens, rurais, domeésticos e também o proprio homem (YOO et
al., 1995; AZEVEDO, 1996). Um severo episoédio de intoxicacdo por cianotoxina
ocorreu em 1996 em um centro de hemodialise no estado de Pernambuco, quando
60 pacientes morreram devido ao uso de agua contaminada por cianotoxina
(AZEVEDO, 1996; JOCHIMSEN et al., 1998; BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA,
2003).

1.2 O género Cylindrospermopsis

Entre as cianobactérias toxicas, o género Cylindrospermopsis (Woloszynska)
Seenayya et Subba Raju [Ordem Nostocales, Familia Nostocaceae, sistema de
classificacdo de Komarek e Anagnostidis (2005)] possui nove espécies descritas
(KOMAREK; HAUER, 2004), todas planctdnicas de aguas continentais, sendo que
algumas podem ser formadoras de floragdes toxicas ou ndo toxicas (MIHALI et al.,
2008). Representantes do género apresentam talo filamentoso, sem bainha
mucilaginosa. Os tricomas sédo atenuados em direcdo as extremidades, podendo ser
retos, curvos, sigmoides ou espiralados. Heterécitos terminais e acinetos
subterminais podem ocorrer, sendo relacionados, respectivamente, a fixacdo de N, e
a resisténcia as condicdbes ambientais desfavoraveis. As células vegetativas
possuem aerotopos e sado cilindricas (BICUDO; MENEZES, 2005).

1.3 Cylindrospermopsis raciborskii e toxicicidade

Cylindrospermopsis raciborskii Seenayya et Subba Raju (1972) é a espécie
com maior distribuicio (PADISAK, 1997), produzindo floragdes cada vez mais
frequentes em reservatérios no mundo todo (BRIAND et al., 2004). Representantes
dessa espécie podem ser encontrados em rios ou reservatorios recém-construidos,
indicando um alto nivel de adaptacdes ecofisioldgicas (PADISAK, 1997).

Essa cianobactéria foi isolada pela primeira vez de lagos da Indonésia
(KOMARKOVA, 1998) e descrita como um microorganismo tropical
(WOLOSZYNSKA, 1912), sendo considerada nédo téxica por um longo tempo, até



serem observadas cepas produtoras de diferentes grupos de toxinas (PADISAK,
1997). Cylindrospermopsis raciborskii pode produzir um conjunto de compostos
potencialmente toxicos, todavia nem todas as cepas os produzem (BURFORD;
DAVIS, 2011). Entre os compostos produzidos estdo o alcaldide hepatotdxico
cilindrospermopsina (CYL) (HAWKINS et al., 1985; PADISAK, 1997; SAKER;
THOMAS; NORTON, 1999) e os neurotoxicos saxitoxina (SAX) (LAGOS et al., 1999;
MOLICA et al.,, 2002) e anatoxina-a (ANA-a) (CHORUS; BARTRAM, 1999), bem
como outros anélogos, muitos ainda nao identificados (FASTNER et al., 2003;
SAKER et al., 2003). Recentemente foram identificadas cepas portuguesas
consideradas nao tdxicas a partir dos métodos utilizados rotineiramente, mas que
por outro lado demonstram toxicidade quando submetidas a bioensaio com ratos
(SAKER et al., 2003). Esse fato coloca em questdo a suficiéncia das andlises de
rotina utilizadas para detectar a toxicidade das aguas destinadas ao abastecimento
publico.

De maneira geral, algumas cepas australianas produzem CYL, enquanto
algumas cepas brasileiras produzem SAX (NEILAN; SAKER; FASTNER, 2003). Uma
cepa italiana de C. raciborskii também foi relacionada a producdo de CYL
(MESSINEO et al., 2010). CYL pode ter sido a toxina responsavel por um incidente
ocorrido em Palm Island, Australia, em 1979, quando cerca de 150 pessoas foram
intoxicadas e muitas tiveram que ser hospitalizadas com sintomas de
hepatoenterites (BOURKE et al., 1983; HAWKINS et al., 1985; MCGREGOR;
FABBRO, 2000). Cylindrospermopsis raciborskii ndo € a unica produtora de CYL,
outras cianobactérias como Anabaena bergii Ostenfeld, Aphanizomenon
ovalisporum Forti e algumas espécies do género Raphidiopsis Fritsch et Rich
também podem produzir essa toxina (GRIFFITHS; SAKER, 2003). Alguns autores
sugerem gue essa toxina pode ser também carcinogénica (FALCONER; HUMPAGE,
2001; MCGREGOR; FABBRO, 2000; HUMPAGE et al., 2000).

A SAX é uma cianotoxina com alta toxicidade quando comparada a outras
moléculas produzidas por C. raciborskii. Em bioensaio, a dose necessaria de SAX
para matar 50% da populacéo de ratos (LDsg) em 24 horas é de 260 ug.kg™ em dose
oral Gnica. Outras toxinas produzidas, como a CYL (LDy, de 2100 ug.kg™?) (OHTANI

et al., 1992) e a ANA-a (LD, maior que 5000 ug.kg?), sdo relativamente menos

toxicas (CHORUS; BARTRAM, 1999).



A producéo de toxina pode variar ndo somente entre cepas (SAKER; NEILAN,
2001), mas também em diferentes condicdes ambientais (OHTANI et al., 1992;
SAKER; GRIFFITHS, 2000; FABBRO et al., 2001; HAWKINS et al., 2001; SAKER,;
NEILAN, 2001). A fase em que se encontra a floracdo, da mesma maneira, pode
influenciar na producdo de cianotoxina (SAKER; GRIFFITHS, 2000; SAKER,
GRIFFITHS, 2001; HAWKINS et al., 2001). Como os mecanismos que disparam a
producdo de toxinas ainda ndo sao bem conhecidos, o melhor método para evitar
possiveis intoxicacdes € evitar a presenca de floracdes em reservatorios destinados

ao abastecimento publico de agua.

1.4 Distribuicdo geografica

Além da potencial toxicidade, ha um grande interesse pela ecologia da
espécie devido ao fato de ser uma extraordinaria competidora. A frequéncia de
floragcbes de C. raciborskii tem aumentado consideravelmente nos tropicos
(BRANCO; SENNA, 1994; FABBRO; DUIVENVOORDEN, 1996), aliado a rapida
invasdo de novos habitats tanto em ambientes subtropicais (JONES; SAUTER,
2005; VIDAL; KRUK, 2008) como temperados (CHAPMAN; SCHELSKE, 1997,
PADISAK, 1997; FASTNER et al., 2003; SAKER et al., 2003). Sua presenca ja foi
detectada na Europa, América do Norte, Africa, Asia, Oceania e América do Sul
(Tabela 1). Atualmente, essa cianobactéria forma extensas floragcdes toxicas em
corpos de agua pelo mundo todo (BRANCO; SENNA, 1994; DOKULIL; MAYER,
1996; SAKER et al., 2003; BRIAND et al., 2004), exceto na Antartica (PADISAK et
al., 2003), podendo ser considerada uma espécie de distribuicdo cosmopolita
(PADISAK, 1997; BRIAND et al., 2004).

Cylindrospermopsis raciborskii tende a dominar em regifes tropicais e
subtropicais da Africa, na Australia, em Cuba, na india, Indonésia e América do Sul,
podendo também ser encontrada em regifes temperadas da Europa, Asia Central e
Ameérica do Norte (CHRISWELL et al., 1997).



TABELA 1 — OCORRENCIA DE C. raciborskii POR CONTINENTE.

Continente

Referéncias

Africa

América do Norte

América do Sul

Asia

Europa

Oceania

Berger et al. (2006); Dufour et al. (2006); Mohamed (2007)
Chapman e Schelske (1997); Hamilton et al. (2005); Hong et al. (2006)

Branco e Senna (1994); Sant'anna (1991); Bouvy et al. (2000); Huszar et al.
(2000); Vidal e Kruk (2008); Figueredo e Giani (2009)

Chonudomkul et al. (2004); Zohary (2004); Zohary e Shlichter (2009); Alster et
al. (2010)

Krienitz e Hegewald (1996); Wiedner et al. (2002); Fastner et al. (2003); Stuken
et al. (2006); Dokulil e Mayer (1996); Dokulil e Teubner (2000); Padisak (1997);
Couté, Leitdo e Martin (1997); Briand et al. (2002); Bernard et al. (2003); T6th e
Padisak (1986); Presing et al. (1996); Borics et al. (2000); Saker et al. (2003);
Valério et al. (2005); Freitas (2009); Leao, Vasconcelos e Vasconcelos (2009);
Kokocinski et al. (2011); Cvijan e FuZinato (2011)

Fabbro e Duivenvoorden (1996); Saker e Griffiths (2001); Ryan, Hamilton e
Barnes (2003); Moore, Mcgregor e Shaw (2004); Posselt, Burford e Shaw
(2009)

TABELA 2 — OCORRENCIA DE C. raciborski EM RESERVATORIOS BRASILEIROS POR

ESTADOS.

Estado

Referéncias

Minas Gerais

Pernambuco

Rio Grande do Norte

Rio Grande do Sul

Séao Paulo

Parana

Taniguchi, Rocha e Senna (2003); Garcia (2007);
Figueredo, Giani e Bird (2007)

Bouvy et al. (2000); Azevedo et al. (2002); Molica
et al. (2002)

Chellappa e Costa (2003)
Branco e Senna (1994); Conté et al. (2000)

Lagos et al. (1999); Tucci e Sant'anna (2003);
Carvalho et al. (2007); Gemelgo et al. (2008)

Ventura et al. (2003); Fernandes et al. (2005a);
Yunes et al. (2005); Lagos (2008)




No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de C. raciborskii foi feito por Palmer
(1969) para o Lago Paranoa em Brasilia, DF. De |a pra ca, floracdes dessa espécie
tém sido registradas em diversos reservatérios brasileiros (Tabela 2). A producédo de
neurotoxinas por C. raciborskii € um problema crescente em toda a regido sul do
pais (YUNES et al., 2005; SANEPAR, relatorios internos).

1.5 Ecologia

Algumas caracteristicas de C. raciborskii tém sido sugeridas como
responsaveis pelo sucesso ecoldgico da espécie, como, por exemplo, a sua
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, combinada a alta afinidade e habilidade
de estocar fosforo (PADISAK; REYNOLDS, 1998; ISVANOVICS et al., 2000),
superior tolerancia ao sombreamento (ISVANOVICS et al., 2000; BRIAND et al.,
2002), controle da posi¢cdo na coluna de agua, formacdo de acinetos (PADISAK,
1997) e toleradncia a grande variacdo de temperatura (BRIAND et al., 2004). As
caracteristicas que favorecem a dominancia da espécie dependem do ambiente, da
regido do globo, bem como da adaptacdo da cepa as condi¢cdes ambientais. Os
estudos que determinaram as caracteristicas responsaveis pelo sucesso ecoldgico
da espécie foram realizados, em sua maioria, em regido temperada.

Estudos realizados em campo sugerem que fatores como alta temperatura da
agua superficial (SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; BOUVY et al., 1999; 2000;
MCGREGOR; FABBRO, 2000; TUCCI; SANT'ANNA, 2003), turbidez (TUCCI;
SANT’ANNA, 2003), alto pH [entre 7,8 e 8,5 (BRANCO:; SENNA, 1994; BOUVY et
al., 1999; 2000)] e oxigénio dissolvido (SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; TUCCI;
SANT'’ANNA, 2003), grande disponibilidade de nitrogénio na forma de ion amdnio
(BRANCO; SENNA, 1994; 1996; TUCCI; SANT'ANNA, 2003), baixos valores de
transparéncia da agua (TUCCI; SANT'ANNA, 2003) e razdo N:P (BOUVY et al.,
1999), auséncia de macrdfitas aquaticas (TUCCI; SANT'ANNA, 2003) e predadores
eficientes (BRANCO; SENNA, 1994; BOUVY et al., 1999; 2000) ou alelopatia
(FIGUEREDO; GIANI; BIRD, 2007) estao diretamente relacionados a dominancia de
C. raciborskii. Alguns autores afirmam ainda que a estratificagdo pode ser um fator
importante para a ocorréncia da espécie, jA que os picos de densidade celular

muitas vezes coincidem com periodos de maior estabilidade da coluna de agua



(PADISAK, 1997; SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; TUCCI; SANT'ANNA, 2003).
Porém, a dependéncia da estratificacdo da coluna de 4gua para o desenvolvimento
de C. raciborskii é contraditoria. Por exemplo, no Brasil, a espécie domina também
em sistemas rasos e misturados (BOUVY et al., 1999; SAKER; GRIFFITHS, 2001).

A maioria dos autores sugere ainda que reservatérios que sofrem
estratificagdes estaveis da coluna de agua (DOKULIL; MAYER, 1996; PADISAK,
1997; SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; MCGREGOR; FABBRO, 2000; TUCCI;
SANT'ANNA, 2003), localizados em regiées com luminosidade baixa (BRIAND et al.,
2004), séo locais que podem favorecer o crescimento de C. raciborskii. Na maioria
dos lagos, um conjunto dessas caracteristicas € que pode levar a dominéncia da
espécie (PADISAK, 1997) que parece obedecer a um padrédo sazonal de ocorréncia,
com maiores densidades tendendo a ocorrer apés o esgotamento de nutrientes
(FERNANDES et al., 2005a).

Em laboratério foi estabelecido que a espécie é capaz de crescer entre 15 e
35°C, com crescimento 6timo entre 25 e 30°C, dependendo da cepa (SAKER,;
GRIFFITHS, 2000; BRIAND et al., 2004), tanto para regiao temperada quanto para
tropical. E provavel que a faixa de temperatura de crescimento conhecida venha a
ser ampliada em consequéncia da realizacdo de novos estudos com cepas isoladas
de diferentes localidades. Cylindrospermopsis raciborskii ja foi encontrada
densamente durante o inverno em um lago subtropical uruguaio em temperaturas
proximas a 11°C (FABRE et al., 2010). Essa ampla faixa de crescimento da espécie
tem sido apontada como uma possivel explicacdo para a sua recente invasao de
areas temperadas (FASTNER et al., 2003; BRIAND et al., 2004; HONG et al., 2006;
MESSINEO et al., 2010).

Quando comparada com outras espécies do fitoplancton, a dominancia de C.
raciborskii é favorecida pela baixa luminosidade e pelo aprofundamento da camada
de mistura (REYNOLDS et al., 2002) entre outros fatores ambientais. Como outras
cianobactérias, a necessidade de luz para o crescimento de Cylindrospermopsis &
menor quando comparada a de outros grupos de algas (REYNOLDS et al., 2002).
Alguns estudos confirmam que essa espécie ndo necessita de altas intensidades
luminosas para crescer (SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004; DYBLE; PAERL,;
NEILAN, 2006), além de possuir alta tolerancia ao sombreamento (BRIAND et al.,
2002). A espécie ja foi encontrada em lagos rasos e turbidos no Brasil sob

intensidade luminosa préxima a 14 pmol fétons.m?.s™ (BOUVY et al., 1999; BOUVY



et al., 2000). Por outro lado, algumas cepas sao capazes de tolerar altas
intensidades de luz, acima de 500 pmol fétons.m?.s® (BRIAND et al., 2004). A
intensidade luminosa Otima para o crescimento da espécie, estabelecida em
laboratério, varia de 80 a 200 pmol fétons.m?.s™ (SAKER et al., 1999; SHAFIK et al.,
2001; BRIAND et al., 2004).

O sucesso de C. raciborskii € também atribuido a notavel caracteristica das
cianobactérias de estocar nutrientes essenciais em seu citoplasma (REYNOLDS,
1984; PADISAK, 1997). Essas reservas de produtos sdo acumuladas em condi¢des
de excesso de nutrientes particulares e, nesse caso, inclusdes citoplasmaticas
proeminentes podem ser observadas em seu citoplasma. Algumas cianobactérias
possuem a habilidade de fixar nitrogénio atmosférico (REYNOLDS, 1984) quando
esse nutriente ndo se encontra disponivel na forma preferencialmente assimilavel na
agua (BRIAND et al.,, 2004). Essa caracteristica permite que as cianobactérias
sobrevivam em ambientes com concentracdes limitantes de nitrogénio para outras
espécies, conferindo uma vantagem adaptativa (REYNOLDS, 1984). O
aparecimento de heterdcitos em C. raciborskii € utilizado como um indicador da
fixacdo de nitrogénio, jA que sdo essas ceélulas especializadas que permitem os
processos de fixacédo desse elemento da atmosfera (PADISAK, 1997).

Tanto o fésforo inorganico quanto o fosforo total variam largamente nos lagos
dominados por C. raciborskii. Segundo Isvanovics et al. (2000) a concentracdo de
fésforo que limita o crescimento da espécie € 0,3 pg de fésforo por pg de clorofila-a
ou 2,5 pug de fésforo por mg de clorofila-a, valores relativamente baixos. A alta
afinidade e capacidade de estocar fésforo, relativamente a outras cianobactérias
(ISVANOVICS et al., 2000; SHAFIK et al., 2001), desempenha importante papel no
desenvolvimento das floracdes dessa espécie (PADISAK, 1997).

Além disso, a habilidade de regular a posicdo na coluna de agua é uma
importante vantagem seletiva que permite que a espécie utilize recursos em
diferentes profundidades, como camadas ricas em nutrientes (PADISAK, 1997).
Essas adaptacdes também permitem que C. raciborskii cresca em baixas
concentracOes de fosfato (BRANCO; SENNA, 1994; PRESING et al., 1996; BRIAND
et al., 2002), que seriam limitantes para outras algas.

A resposta da espécie as diferentes condicbes de temperatura, luminosidade
e nutrientes parece variar entre cepas (JUNQUEIRA-MELGACO, 2007),

demonstrando a importancia de se realizar estudos sobre a ecologia da espécie com



cepas isoladas de diferentes locais de ocorréncia. Além disso, sugere-se fortemente
um trabalho de revisdo sobre os fatores que promovem as floracdes de C. raciborskii
em ecossistemas aquaticos pelo mundo todo, levando em consideracdo as

diferencas extremas que podem ocorrer entre cepas isoladas de diferentes regides.

1.6 Expanséao geografica de C. raciborskii

O aquecimento global parece ser o fator mais aceito para explicar o recente
aparecimento e desenvolvimento de C. raciborskii em latitudes médias
(MCGREGOR; FABBRO, 2000; BRIAND et al., 2002; 2004), aliado a alta tolerancia
fisiologica (BRIAND et al., 2004) e a consequente selecdo de clones adaptados ao
clima temperado (SAKER; NEILAN, 2001; BRIAND et al., 2004; CHONUDOMKUL et
al., 2004; PICCINI et al., 2011). Essa recente discussédo sobre a proliferacdo da
espécie em corpos de agua de regides temperadas levantou a questdo sobre a alta
capacidade de adaptacédo dessa espécie as condi¢des locais.

A temperatura e a luminosidade caracteristicas de regides temperadas séo
exemplos de fatores ambientais bastante diferentes daqueles presentes nas regides
onde essa espécie costumava dominar (KISS et al., 2002; BERNARD et al., 2003).
Em funcéo da temperatura, populacdes podem persistir em altas densidades durante
todo 0 ano em ecossistemas aquaticos com temperaturas constantemente altas,
como os localizados em regibes tropicais (KOMARKOVA; LAUDARES-SILVA;
SENNA, 1999; BOUVY et al, 1999; MCGREGOR; FABBRO, 2000). Essa
cianobactéria pode, ainda, dominar durante 0s meses mais quentes em regides
subtropicais (BOUVY et al., 2000; MCGREGOR; FABBRO, 2000; BURFORD;
O’DONOHUE, 2006; BURFORD et al., 2007). Mais recentemente, C. raciborskii tem
ocorrido restritamente no periodo de verdo em regides temperadas (TOTH;
PADISAK, 1986; DOKULIL; MAYER, 1996; BRIAND et al., 2002; SAKER et al.,
2003; BRIAND et al., 2004). O aumento da temperatura global pode ser considerado
um fator responséavel pelo aparecimento e desenvolvimento de C. raciborskii nessas
regibes (MCGREGOR; FABBRO, 2000; BRIAND et al, 2002; 2004
CHONUDOMKUL et al., 2004). Além disso, alguns autores afirmam que o
crescimento da espécie em ampla faixa de intensidade luminosa seria uma pré-
adaptacdo da espécie (BOUVY et al.,, 1999; BOUVY et al., 2000; SHAFIK et al.,
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2001; BRIAND et al.,, 2004). Essa caracteristica facilita a ampliacdo de sua
distribuicdo, quando outros fatores, como o aumento da temperatura, estdo
presentes.

Em baixas latitudes essa espécie ocorre caracteristicamente em lagos
profundos (> 50 m) e estratificados, sendo raramente observada a presenca de
acinetos. Ja em altas latitudes a ocorréncia da espécie € mais comum em lagos
rasos (< 10 m), sendo que as células de resisténcia sao frequentemente observadas
(PADISAK, 1997; SAKER; GRIFFITHS, 2001). Segundo Briand et al. (2004) a
habilidade de produzir acinetos pode explicar essa caracteristica. Em altas latitudes
a ocorréncia da espécie fica restrita ao periodo quente, quando o lago atinge
temperaturas mais altas por pelo menos algumas semanas. Essas células de
resisténcia podem sobreviver ao inverno e germinar quando a temperatura da agua
ou do sedimento alcanca 22-23°C, o que em regides frias apenas ocorre em lagos
rasos (PADISAK, 1997; MOORE, MCGREGOR; SHAW, 2004; BRIAND et al., 2004).
A populacao é controlada no final do verdo quando o lago torna-se pobre em fésforo.
Em aguas ricas em fosforo a populacdo pode persistir por longos periodos
(PADISAK, 1997).

1.7 Estudos laboratoriais com cepas brasileiras de C. raciborskii

No Xl Congresso Brasileiro de Limnologia (XII CBL, 2009) foram
apresentados oito trabalhos abordando distintos aspectos de C. raciborskii, desde
sua ocorréncia (1), alelopatia (2), toxicidade (1) e correlacdo com variaveis
experimentais (4). Durante o Xlll Congresso Brasileiro de Limnologia (XIlI CBL,
2011) foram apresentados seis trabalhos sobre C. raciborskii, desde sua ocorréncia
causando floragbes (2), correlacdes com variaveis ambientais dos ecossistemas
aquaticos onde ocorre (1) e experimentais (3).

Essa revisdo destaca o interesse pelos estudos laboratoriais utilizando cepas
de C. raciborskii. Devido ao seu comportamento invasivo e a capacidade de formar
floracBes toxicas, os trabalhos sobre a autoecologia da espécie tém aumentado nos
altimos anos. Esses trabalhos sé&o de extrema importancia, ja que as floragdes vém
aumentando a cada ano e encarecendo cada vez mais o tratamento da agua por

parte dos 6rgaos responsaveis pelo abastecimento publico. Os estudos laboratoriais
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podem auxiliar na identificacdo dos fatores ambientais que promovem as floracdes e
fornecer uma importante ferramenta para o gerenciamento efetivo de reservatorios
destinados ao abastecimento publico (BOUVY et al., 1999).

Entre os estudos laboratoriais realizados com cepas brasileiras destaca-se 0
de Lagos et al. (1999) que documentou pela primeira vez a producéo de SAX, uma
ciatoxina do grupos das paralytic shellfish poisoning (PSP), por uma cepa brasileira
de Cylindrospermopsis raciborskii. Essa foi também a primeira evidéncia da
producdo dessa toxina por cianobactéria em toda a América do sul. As cepas
utilizadas neste estudo foram isoladas do estado de S&o Paulo e a toxicidade
confirmada através de bioensaio com ratos. A concentracdo da toxina determinada
por HPLC foi alta, comparavel a produgcdo por Anabaena circinalis Bornet e Flahault
(1886).

Briand et al. (2004) estudaram o crescimento de 10 cepas de C. raciborskii,
entre elas duas cepas brasileiras, cultivadas em diferentes temperaturas e
intensidades luminosas. Todas as cepas exibiram taxa de crescimento positivo em
uma ampla faixa de temperatura (entre 20 e 35°C) e luminosidade (30 a 400 pmol
fotons.m?.s™"). As maiores taxas de crescimento das cepas brasileiras ocorreram
proximas a 30°C e a 100 pmol fétons.m?s™. Os autores concluiram que a
colonizacdo de latitudes médias por C. raciborskii pode ser resultado da sua
tolerancia a ampla faixa de condi¢cbes climaticas (principalmente temperatura e
luminosidade), aliada ao progressivo aquecimento global que fornece melhores
condi¢cbes para seu crescimento nessas regides.

A producéo de PSP por uma cepa de C. raciborskii isolada de um reservatorio
de Sédo Paulo foi também estudada por Castro et al. (2004) sob duas temperaturas
medianas (19 e 25°C). Uma das caracteristicas mais marcantes da cepa de C.
raciborskii estudada foi a alta capacidade de produzir PSP durante o
desenvolvimento inicial da cultura em baixa temperatura. A sintese de metabdlitos
secundarios deveria iniciar durante a fase estacionaria, todavia, a cepa iniciou a
producdo de toxinas muito cedo. Além de sugerir a exportacdo de saxitoxina (SAX)
para o meio extracelular, os autores demonstraram o potencial de biotrasformacéao
dessas toxinas, ja que foi observada uma clara diminui¢do na concentragdo de SAX
e um concomitante aumento de epimeros. Os autores detectaram pela primeira vez

a producéo de dcSAX, um derivado da SAX.
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Carneiro et al. (2009) estudaram o efeito da intensidade e da qualidade da luz
na producdo de SAX e neoSAX por uma cepa de C. raciborskii isolada da represa
Billings, em S&o Paulo. Trés intensidades luminosas (50, 100 e 150 pmol fétons.m’
2.s1) e trés qualidades de luz (branca e azul a 470 nm e vermelha a 630 nm) foram
utilizadas. As taxas de crescimento foram maiores nos cultivos expostos a 100 e 150
pmol fétons.m?.s™, que também apresentaram as maiores concentracdes de toxina.
O ritmo circadiano da producdo de SAXs, sincronizado com o fotoperiodo utilizado,
foi confirmado, sendo que a luz vermelha induz a perda desse ritmo. Os autores
demonstraram que o crescimento de C. raciborskii e sua producdo de SAXs podem
ser regulados ndo apenas pela intensidade, mas também pela qualidade da fonte
luminosa.

Baseado nessa reviséo fica claro que C. raciborskii € capaz de tolerar ampla
variacdo ambiental e que diferentes cepas podem possuir preferéncias divergentes,
incluindo a temperatura Otima para seu crescimento ou necessidades de luz e
nutrientes. Todavia, ndo existem estudos sobre os fatores reguladores do
crescimento de cepas de C. raciborskii de reservatérios paranaenses. Essa espécie
causa problemas constantes em reservatorios utilizados para o abastecimento
publico no Parana, como o Irai (FERNANDES et al., 2005a), localizado em Pinhais,
e o Alagados (IAP, 2009), em Ponta Grossa, foco do presente estudo. Outro
reservatorio paranaense, o Rio Verde, localizado em Araucéria, apesar de possuir
boa qualidade da agua, em 2005, sofreu com uma floracdo de C. raciborskii com
densidade superior a 90.000 céls.mL™ (FERNANDES et al., 2011). A agua do
reservatorio abastece a Refinaria Presidente Getulio Vargas, da Petrobras, além de
ja existir uma outorga para que a Companhia de Saneamento do Parana
(SANEPAR) possa utiliza-la para o abastecimento de agua de parte de Curitiba.
Preocupada com a qualidade da agua utilizada nos processos industriais da sua
refinaria, a Petrobras investiu no financiamento do “Projeto Interdisciplinar de
Pesquisa sobre Eutrofizacdo no Reservatério Rio Verde, Araucaria, PR”, entre 2008
e 2010. O projeto Rio Verde foi composto por vinte subprojetos distribuidos em
ndcleos teméticos que estudaram as caracteristicas fisicas, econémicas e sociais da
bacia, assim como as propriedades quimicas e fisicas e as comunidades biolégicas
do reservatorio.

O presente trabalho é produto de um desdobramento do subprojeto “Efeitos

de eventos meteoroldgicos sobre a comunidade fitoplancténica”, inserido no projeto
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interdisciplinar descrito acima, que teve por objetivo estudar os fatores controladores
do fitoplancton no reservatorio Rio Verde, assim como discutir as causas da floracédo
de 2005 (FERNANDES et al.,, 2011). A partir desse estudo, sugeriu-se que a
concentracdo de fosforo no reservatério poderia ser um fator importante para o
desenvolvimento de C. raciborskii. Entdo, houve uma prorrogacdo do projeto inicial
para que pudesse ser realizado um estudo laboratorial sobre as necessidades
especificas de fésforo em C. raciborskii.

Por meio desse estudo laboratorial, visa-se investigar a influéncia de fatores
ambientais, como temperatura, luminosidade e concentracdo de fdsforo, no
crescimento de uma cepa de C. raciborskii isolada do reservatorio de Alagados, em
Ponta Grossa, Parana. O reservatorio foi selecionado por sofrer com intensas
floracbes dessa cianobactéria e possuir condicbes de temperatura e luz
caracteristica da regido subtropical, além de concentracdo média de fésforo

intermediaria dentre os reservatdrios da regiao.

2 OBJETIVOS

Investigar os efeitos dos fatores reguladores temperatura, luz e fésforo reativo
sobre o crescimento da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii do reservatoério
de Alagados, Ponta Grossa, Parana, em condicfes de cultivo.

Comparar a dinamica de crescimento da cepa de C. raciborskii desse
reservatorio subtropical com as de outros reservatorios em diferentes latitudes, a fim
de determinar diferencas adaptativas quanto aos parametros investigados, em
condicbes de laboratorio.

Acompanhar a variabilidade morfologica da cepa de C. raciborskii do
reservatorio de Alagados durante uma curva de crescimento padrdao e comparar com

a disponivel na literatura.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Local de coleta das cepas de Cylindrospermopsis raciborskii

Os tricomas de Cylindrospermopsis raciborskii foram obtidos a partir de
amostras coletadas com auxilio de rede de plancton (abertura de malha de 20 pm),
provenientes do reservatorio de Alagados (Figura 1), uma barragem artificial
localizada entre os municipios de Ponta Grossa e Carambei, no sudeste do Estado
do Parand, Brasil (YUNES et al., 2005; IAP, 2009). Esse reservatorio € utilizado pela
Companhia de Saneamento do Parana (SANEPAR) para o abastecimento publico
de parte da populacdo do municipio de Ponta Grossa, além de gerar energia elétrica
para a Companhia Paranaense de Energia (COPEL). O reservatorio é polimitico, a
profundidade média é de 8,1 metros e o tempo de residéncia da agua é de
aproximadamente 40 dias (IAP, 2009). O Instituto Ambiental do Parana (IAP)
monitora os reservatorios da regido desde 1995 e classifica o reservatorio de
Alagados como moderadamente degradado (IAP, 2004; IAP, 2009). Levando-se em
conta os valores de clorofila-a, o reservatério pode ser considerado de eutréfico a
hipereutrofico (IAP, 2009).
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FIGURA 1 — MAPA DO RESERVATORIO DE ALAGADOS EM PONTA GROSSA, PARANA, COM
INDICACAO DO PONTO DE COLETA.

O mapa inferior esquerdo refere-se a localizacdo geografica do reservatério.

FONTE: baseado em mapas do Google e em dados de georreferenciamento do INPE (2012).

3.2 Floracbes de Cylindrospermopsis raciborskii e producdo de toxinas no

reservatorio de Alagados

Uma floragc&o praticamente permanente de cianobactérias ocorre na barragem
do reservatério de Alagados desde 2002, sendo Cylindrospermopsis raciborskii a
espécie dominante (IAP, 2009). Outra cianobactéria que ocorre no reservatério de
Alagados, mas ndo chega a formar floragbes € Dolichospermum planctonicum
(Brunnth.) Wacklin, Hoffmann e Koméarek. A cepa de C. raciborskii desse
reservatorio ocorre exclusivamente na forma reta e € comum que a maioria da
populacdo apresente um ou dois heterécitos terminais. As floracbes seguem um
padréo caracteristico, com densidades mais elevadas entre janeiro e julho (Figura 2)

(SANEPAR, relatorios internos). Essas floracbes causam problemas no tratamento
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da dgua pela SANEPAR (YUNES et al., 2005) e ja foram responsaveis por diversas

interrupgcdes no abastecimento publico da regido.
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FIGURA 2 — DENSIDADE DE CIANOBACTERIAS (céls.mL™) NO PONTO DE CAPTACAO (ANTES

DO TRATAMENTO) DO RESERVATORIO DE ALAGADOS NO PERIODO DE JANEIRO DE 2006 A
FEVEREIRO DE 2011.

FONTE: SANEPAR (relatérios internos)

Até 2007, essa floracdo de cianobactérias costumava manter-se durante
praticamente todo o ano acima de 100.000 céls.mL™, chegando a densidades
maximas de pouco mais de 700.000 céls.mL™ (Figura 2). A partir de 2008, as
maiores densidades de cianobactérias comecaram a ocorrer apenas no primeiro
semestre do ano, sendo que no segundo as cianobactérias quase que
desaparecem, sendo substituidas por uma cloréfita (Mougeotia sp.). As densidades
maximas alcancadas pelas cianobactérias também vém baixando, néo
ultrapassando 400.000 céls.mL™ (Figura 2).

3.3 Caracteristicas fisico-quimicas do reservatorio

A concentracdo de fosforo total a sub-superficie na agua da barragem do
reservatério de Alagados varia entre 0,01 e 0,17 mg.L™ (dados referentes aos anos
de 2008 e 2011, com média de 0,04 mg.L™* para o periodo) (SANEPAR, relatérios
internos). O fésforo reativo (SRP) no mesmo local varia entre 0,01 e 0,07 mg.L™,



17

com média de 0,02 mg.L™ (Figuras 3) (SANEPAR, relatérios internos). De maneira
geral, a concentracdo de SRP na barragem do reservatério fica em torno da média

durante o ano (Figura 3), com picos apés o término das floragbes de C. raciborskii,
entre julho e setembro.
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FIGURA 3 — CONCENTRACOES DE FOSFORO TOTAL E REATIVO (mg.L™") NA BARRAGEM DO
RESERVATORIO DE ALAGADOS ENTRE 2008 E 2011.
FONTE: SANEPAR (relatérios internos)

A temperatura superficial da agua do reservatorio de Alagados varia entre
12°C (durante invernos mais frios) e 27°C (temperatura maxima de verdo) com
meédia anual de 20°C (Figura 4) (dados referentes ao periodo entre 2008 e 2010)
(SANEPAR, relatorios internos). Quedas de temperaturas para valores mais baixos
que 25°C parecem influenciar diretamente a abundancia de cianobactérias no
reservatorio (Figura 4).

O pH da agua do reservatoério varia de 6,5 a 9, com meédia anual de 7,8
(Figura 5). A tendéncia sdo aumentos de pH em janeiro (inicio das floracbes) e
diminuicdo em julho (final das floragbes). Os valores de pH que ocorrem no
reservatorio em periodos em que C. raciborskii domina o fitoplancton giram em torno

de 9, enquanto na auséncia dessa cianobactéria ficam em torno de 7.
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FIGURA 4 — TEMPERATURA (°C) DA AGUA SUPERFICIAL DO RESERVATORIO DE ALAGADOS

ENTRE FEVEREIRO DE 2008 E ABRIL DE 2010.
FONTE: SANEPAR (relatorios internos)
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FIGURA 5 — CONDIGOES DE pH NO RESERVATORIO DE ALAGADOS DE 2008 A 2011.
FONTE: SANEPAR (relatorios internos)

3.4 Comparacdo0 com outros reservatorios paranaenses
abastecimento publico

destinados ao

Entre os principais reservatorios destinados ao abastecimento publico no
Parana estédo o reservatorio de Alagados, Irai, Passauna e Piraquara | (IAP, 2009),
que sdo monitorados pelo Instituto Ambiental do Parand (IAP). Recentemente,
passou a ser utilizado o recém-construido reservatério Piraquara Il e concedeu-se

uma outorga para que a SANEPAR possa passar a utilizar também o reservatorio
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Rio Verde, utilizado anteriormente para fins industriais pela Petrobras. Esses dois

ultimos se encontram em bom estado de conservacao.

TABELA 3 — COMPARACAO ENTRE AS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS RESERVATORIOS
PARANAENSES UTILIZADOS PARA O ABASTECIMENTO PUBLICO.

Os dados de temperatura superficial da agua, fésforo total, aménia e profundidade do Disco de
Secchi sdo apresentados na forma de média (minimo — maximo).

PARAMETRO
IQAR Temperatura Fésforo Amobnia Secchi
Reservatério superficial Total
da 4gua
(°C) (mg. L) (mg. L) (m)
Alagados 3,3-Pouco a 19,6 0,04 0,05 0,8
(Polimitico) moderadamente (15,2 -27) (0,01 -0,13) (0,02 -0,31) 0,4-11)
degradado
Iraf 4 - Criticamente 23,2 0,03 0,07 14
(Polimitico) degradado a (15,4 — 27,8) (0,01 - 0,05) (0,02 —0,24) (0,5-3,4)
poluido
Passalna 3,1- 20,9 0,02 0,22 2,6
(Monomitico) Moderadamente (16,1 -25,9) (0,002 —0,08) (0,03-1,1) (1,6 —3,8)
degradado
Piraquara | 3,2- 21,3 0,03 0,15 2,2
(Monomitico) Moderadamente  (15,9-26,1) (0,005-0,29) (0,002 - 0,46) (1,2-3,2)
degradado
Rio Verde 3,5- 20,9 0,02 0,15 1,6
(Monomitico) Moderadamente  (15,9-25,8) (0,004 -0,11) (0,02 -0,41) (1,1-25)
degradado

FONTE: IAP, (2004); IAP, (2009).

Os reservatorios paranaenses destinados ao abastecimento publico possuem
diversas caracteristicas semelhantes. Na tabela 3 s&@o apresentadas algumas
variaveis selecionadas para comparacao entre os reservatorios. Em sua maioria, 0s
mananciais sdo classificados como moderadamente degradados, exceto o
reservatorio Irai, que é considerado de criticamente degradado a poluido (IAP, 2009)
(Tabela 3). A condicao presente no Irai deve-se a alta taxa de producéo primaria do
fitoplancton, sustentada pela elevada carga de nutrientes e matéria organica
provenientes dos rios contribuintes que se encontram com a qualidade da agua
comprometida. A baixa profundidade média do reservatorio e seu alto tempo de

residéncia também sao fatores que favorecem altas biomassas do fitoplancton.
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Floracbes dominadas por Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kuotzing e
Aphanizomenon spp. sdo frequentes, excluindo esse manancial dos padrbes
aceitaveis para os reservatorios destinados ao abastecimento publico (IAP, 2004;
IAP, 2009).

A temperatura da agua superficial dos reservatérios, de maneira geral, varia
entre 15 e 27°C (Tabela 3). A concentracao de fosforo total (Unica forma de fésforo
incluida nas analises do monitoramento do IAP) média varia de 0,02 mg. L™, no Rio
Verde, a 0,04 mg. L™, no Alagados (Tabela 3). A concentracdo media de amdnia,
fonte de nitrogénio preferencial de C. raciborskii (BRIAND et al., 2002), fica entre

0,05 mg. L™, no Alagados, e 0,22 mg. L™, no Passatna (Tabela 3).
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FIGURA 6 — RADIACAO SOLAR (VV.m'2~) INCIDENTE NA REGIAO DO RESERVATORIO (Latitude
25° 25’ 40”) DURANTE UM DIA DE VERAO E OUTRO DE INVERNO.
Fonte: SIMEPAR

A luminosidade incidente na regido dos reservatorios € semelhante e
caracteristica da regido subtropical do globo (Latitude 25° 25' 40"). Durante o inverno
a radiacdo solar maxima (aproximadamente 800 W.m?) chega apenas proximo da
metade da radiac&o solar méaxima incidente durante o verdo (1300 W.m™) (Figura 6).

A média da profundidade do Disco de Secchi nos reservatorios paranaenses

fica entre 0,8 m, no Alagados, e 2,6 m, no Passalna (Tabela 3).
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3.5 Modificagdo do meio de cultivo

O meio de cultura selecionado para cultivar a cepa de C. raciborskii do
reservatorio de Alagados foi o ASM-1 (GORHAM et al., 1964). Duas alternativas de
meio de cultivo foram utilizadas durante o estudo. A primeira alternativa foi
preparada adicionando-se as soluc¢des estoque em agua Milli-Q, como recomendado
no protocolo de preparo do meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964). Essa alternativa de
meio de cultivo foi denominada “meio sintético”. Uma segunda alternativa foi
modificada substituindo-se a agua Milli-Q pela agua do préprio reservatério de
Alagados filtrada em filtro Millipore de Acetato de Celulose (porosidade 0,22 pm).
Essa alternativa foi denominada “meio natural”.

O meio de cultivo natural mostrou-se mais eficiente no isolamento da cepa
guando comparado ao meio sintético. Isolados em meio natural tiveram 100% (12 de
12 pocos) de sobrevivéncia contra 67,7% (8 de 12 pocos) em meio sintético. Por
isso, um experimento foi realizado para verificar se o tipo de meio (natural e
sintético) tem influéncia na taxa de crescimento da cepa. As taxas de crescimento da
cepa cultivada, a 20°C, em meio natural (0,19 + 0,01) foram idénticas quando
cultivada simultaneamente, sob as mesmas condi¢cdes, em meio sintético (0,19 *
0,04).

A cepa de C. raciborskii do reservatorio de Alagados parece nao ter se
adaptado ao pH recomendado para o meio de cultura ASM-1 (GORHAM et al.,
1964). Apos a realizacao de testes com meios de diferentes pHs, o pH do meio de
cultivo natural foi alterado de 8, como recomendado, para 7,8 devido a melhor
adaptacao da cepa. O isolamento da cepa em meios de cultivos com pHs menores
que 7,5 e maiores que 8,5 apresentaram baixa eficiéncia. O pH 7,8 € a média anual
do pH da agua superficial do reservatorio (SANEPAR, relatérios internos). Porém,
assim como o tipo de meio (natural/sintético), o pH néo tem influéncia na taxa de
crescimento da cepa. O pH foi regulado pela adicdo de NaOH 1N ou HCI 1N antes
da autoclavagem.

A partir de entdo, em todos os cultivos foi utilizado o meio ASM-1 (GORHAM
et al., 1964) modificado pela preparacdo com agua do préprio reservatério e pH

alterado para 7,8.
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3.6 Isolamento das cepas

As amostras obtidas para o isolamento de C. raciborskii foram coletadas em
maio de 2011 durante floracdo no reservatério de Alagados. As aliquotas foram
acondicionadas em frascos de polietieno com capacidade de 5 litros e
transportadas, protegidas do calor e da luz, para o Laboratdrio de Ficologia da
Universidade Federal do Parana para o isolamento dos tricomas no mesmo dia da
coleta.

O isolamento foi realizado com auxilio de micropipeta e a cepa do reservatorio
de Alagados foi denominada CYLO4. Cada tricoma isolado foi lavado pelo menos
cinco vezes em meio de cultivo ASM-1 (GORHAM et al., 1964) modificado antes de
ser transferido para placas Corning de cultivo celular com 24 pocos contendo meio
ASM-1 modificado (Figura 7 C). As placas de cultivo foram mantidas em incubadora
Eletrolab EL202 (Figura 7 C), sob iluminagao proveniente de lampadas fluorescentes
Sylvania 20 W, com intensidade luminosa em torno de 100 pmol fétons.m?.s™,
temperatura constante de 20 + 1°C e fotoperiodo de 12h:12h (claro-escuro), sem
aeracdo. A luminosidade foi mensurada com auxilio de um fotdmetro LI-COR,
equipado com sensor esférico, modelo LI-193, a fim de se obter a intensidade
luminosa fotossinteticamente ativa (PAR).

Repicagens sucessivas foram realizadas até se obter uma cultura unialgal das
cepas. Os isolados foram gradativamente transferidos para recipientes contendo
maior volume de meio de cultivo (Figura 7 A, B) até serem estabelecidas culturas
estoque em Erlenmeyers com capacidade de 500 mL contendo 300 mL de cultura.
Os estoques foram mantidos nas mesmas condi¢des dos isolados iniciais (Figura 7
B).
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FIGURA 7 — VISTA INTERNA DA INCUBADORA.
A esquerda, nas prateleiras A e B podem ser observadas culturas estoque mantidas em Erlenmeyers
contendo de 150 a 400 mL de meio ASM-1 modificado; Na prateleira C, isolados iniciais crescendo
em placas de cultivo. A direita, um detalhe dos frascos Erlenmeyers com capacidade de 500 mL
contendo dois cultivos estoque, uma cultura mais antiga, do lado esquerdo da foto, e uma mais
recente, a direita da foto.

3.7 Andlises estatisticas

Os dados foram apresentados na forma de minimos, maximos, média e
desvio padrdo. No capitulo 2 utilizamos uma analise de variancia do tipo ANOVA uni-
fatorial para verificar diferencas significativas entre as médias de crescimento da
cepa quando submetida a diferentes intensidades luminosas. No capitulo 3
utiizamos uma andlise de variancia do tipo ANOVA tri-fatorial para verificar
diferengas significativas entre as médias de crescimento da cepa em diferentes
tratamentos (ou fatores): temperaturas, intensidades luminosas e concentracdes de
fosforo reativo. O teste de Tukey HSD foi utilizado apos cada analise para verificar
guais os tratamentos tiveram crescimento significativamente diferente. As diferencas
foram consideradas significativas quando possuiram intervalo de confianca de 95%
(p < 0,05). Os dados foram testados e transformados (log x+1) quando necessario
para atender as premissas de normalidade e homocedasticidade das variancias
previstas nos testes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As
analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software livre R e do programa
STATISTICA verséo 6.0.
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS TRICOMAS DE
Cylindrospermopsis raciborskii CYL04 ISOLADA DO
RESERVATORIO DE ALAGADOS, PARANA
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1 INTRODUCAO

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et Subba Raju é uma
cianobactéria da ordem Nostocales. Os tricomas de C. raciborskii podem ser retos,
curvos, sigmoides ou espiralados. As células vegetativas possuem aerétopos e séo
cilindricas, sendo as apicais atenuadas. Os tricomas podem apresentar células
especializadas entre as células vegetativas, como os acinetos, e terminais, como 0s
heterdcitos (BICUDO; MENEZES, 2005). Essa cianobactéria foi coletada pela
primeira vez de um lago na Indonésia (WOLOSZYNSKA, 1912; KOMARKOVA,
1998; KOMARKOVA; LAUDARES-SILVA; SENNA, 1999) e descrita como Anabaena
raciborskii Woloszynska, um microorganismo tropical (PADISAK, 1997). Atualmente,
C. raciborskii € uma espécie com ampla distribuicio geogréafica (PADISAK, 1997),
produzindo extensas flora¢cdes cada vez mais frequentes em reservatorios no mundo
todo (BRIAND et al., 2004). Essa cianobactéria invasora pode ser produtora de um
conjunto de compostos potencialmente toxicos (BURFORD; DAVIS, 2011).

Cylindrospermopsis raciborskii apresenta uma ampla plasticidade fenotipica
(BRIAND et al.,, 2004), sendo que podem ocorrer diferencas morfofisiolégicas
extremas entre cepas isoladas de diferentes regides do globo (SAKER et al,. 1999).
As caracteristicas fenotipicas dos organismos podem ser modificadas pela evolugéo
para melhorar o desempenho do individuo em condicbes especificas as que a
populacdo € exposta (RICKLEFS, 2003). A diferenciacdo das populacbes permite
gue alguns individuos se saiam melhor em seu préprio ambiente (RICKLEFS, 2003)
e podem ter capacitado C. raciborskii a invadir diferentes locais do globo (BRIAND et
al., 2004). As principais variacbes que ocorrem em nessa cianobactéria séo
fisiologicas e morfoldgicas.

Cylindrospermopsis raciborskii € uma espécie de dificil identificacao por, entre
outros motivos, crescer normalmente sem heterécitos e acinetos, que sao 0s
principais caracteres utilizados na identificacdo. Sao realizadas muitas identificacfes
errbneas devido as semelhancas entre morfotipos, com outras espécies do género
Cylindrospermopsis e até mesmo com outras cianobactérias, como Raphidiopsis
F.E.Fritsch e M.F.Rich. Individuos de Cylindrospermopsis raciborskii e Raphidiopsis
mediterranea Skuja, por exemplo, sdo muito semelhantes filogeneticamente e
considerados, atualmente, apenas diferentes fases do ciclo de vida de C. raciborskii
(MOUSTAKA-GOUNI et al., 2009). Alem disso, a variagdo no tamanho das células &
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uma caracteristica comum em populacdes naturais de C. raciborskii (SAKER et al,.
1999; HAWKINS et al., 2001) e podem ocorrer até mesmo entre isolados genéticos
muito semelhantes (SAKER; NEILAN; GRIFFITHS, 1999; SAKER; NEILAN, 2001;
SHAFIK et al., 2003). Essas diferencas morfologicas sdo relacionadas tanto as
condicbes ambientais quanto a diferencas genéticas (HAWKINS et al., 1997;
NEILAN et al., 2003; BRIAND et al., 2004).

As variagcbes morfofisiologicas apresentadas por C. raciborskii sao
consideradas uma importante caracteristica que possibilitou o avanco da espécie
para latitudes mais altas. As variacdes morfologicas dentro e entre morfotipos
complicam a sua diferenciacdo de outras espécies de Nostocales. Nesse sentido,
uma melhor compreensdo do alcance de suas preferéncias ecolégicas e
variabilidade morfolégica se fazem necesséarias (KOMAREK, 2002), especialmente
em areas com escassez de estudos (VIDAL; KRUK, 2008). As propriedades
observadas em culturas continuas podem fornecer resultados que ajudem a
compreender a variabilidade morfoldgica de C. raciborskii em campo (SHAFIK et al.,
2003). Dessa maneira, testamos a hipotese de que ha variacdo na morfologia de
Cylindrospermopsis raciborskii dentro de uma curva de crescimento padrdo. O
objetivo deste capitulo foi acompanhar essa variabilidade morfolégica, em cultivo, da
cepa de C. raciborskii isolada do reservatorio de Alagados e comparar com a

disponivel na literatura.

2 MATERIAL E METODO

A cepa de Cylindrospermopsis raciborskii do reservatorio de Alagados, Ponta
Grossa, Sul do Brasil, foi identificada através da dimenséo e forma da célula, além
da morfologia e posicdo dos heterdcitos e acinetos, com base nos trabalhos de
Komarkova (1998), Saker et al. (1999), Branco e Senna (1991) e Komarek e
Komérkova (2003). A morfologia da cepa de C. raciborskii do reservatorio de
Alagados foi acompanhada durante uma curva de crescimento padrdo. Trinta
tricomas vivos foram medidos (comprimento total em pum) e fotografados em
microscopio Olympus BX40 com equipamento de captura Olympus DP71 acoplado
(aumento de 100 vezes) a cada 2-3 dias durante 50 dias. Apds esse periodo, 0s

cultivos foram medidos e fotografados uma vez por semana. As amostras foram
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conservadas com lugol acético, numeradas e armazenadas em tubos de

microcentrifuga com capacidade para 2 mL.

3 RESULTADOS

A cepa de C. raciborskii CYLO4 isolada do reservatério de Alagados possui
morfologia de reta a curva (Figura 8 A, B). Individuos do morfotipo espiralado nao
foram encontrados. O comprimento médio dos tricomas (n = 5400) foi 117,4 (15 -
939) um. As células vegetativas, normalmente cilindricas, mediram 9,3 (3,4 - 25,5)
pMm de comprimento por 4,5 (2,3 - 7,2) um de largura. Pouca ou nenhuma constricao
foi observada entre as células dos tricomas no inicio do crescimento, com tendéncia
a se tornarem relativamente mais constritos nos cultivos antigos. As células
vegetativas apicais, normalmente, possuem uma das extremidades afiladas, mas os
apices dos tricomas apresentam grande variagcdo na morfologia, podendo ocorrer
ambos arredondados, um apice afilado e outro arredondado ou ambos afilados nos
tricomas mais antigos (Figura 8 C - G). Em média, estdo presentes 12,6 células por
tricoma.

Um ou dois heterdcitos conicos foram frequentemente observados nos apices
dos tricomas, tanto na amostra coletada de campo quanto nas coletadas das
culturas estoque (Figura 9 A). Os heterdcitos mediram, em média, 13,5 (8,5 - 16) um
de comprimento por 4,5 (2,5 - 6,5) ym de largura. A cepa CYL04 forma heterdcitos
nos primeiros dias de crescimento em cultivo. A formacdo dessas células se inicia
entre o terceiro e 0 quinto dia a partir da inoculacdo em cerca de até 90% dos
tricomas. Quando o cultivo entra em fase log de crescimento, os tricomas perdem o0s
heterdcitos devido a fragmentacdes sucessivas, sendo que em 15 dias todos os

individuos podem aparecer sem heterdcitos (Figura 10).
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FIGURA 8 - MORFOLOGIA DO APICE DO TRICOMA DA CEPA DE C. raciborskii CYLO04.

A) Tricoma reto, B) Tricoma curvo.

A morfologia do 4pice pode ser: C) ambos os apices arredondados, D) um apice arredondado e outro
afilado, E) apice superior afilando-se, ou F) ambos os apices afilados; G) dois individuos provenientes
da divisdo de um tricoma mais antigo.

Um cultivo em fase adiantada de estabilizacdo foi utilizado para ilustrar diferentes estagios do
desenvolvimento da cepa.

Escala = 10 ym.

FIGURA 9 — DETALHES DOS TRICOMAS DE C. raciborskii.
A) Tricoma de C. raciborskii contendo um i) heterécito; B) detalhes do conteudo celular: i) vesicula de

gas e iii) granulo de polifosfato.
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FIGURA 10 — PORCENTAGEM DE TRICOMAS COM HETEROCITOS PRESENTE OU AUSENTE
EM RELACAO AO NUMERO TOTAL DE TRICOMAS POR AMOSTRA A PARTIR DO INICIO DO
CULTIVO.

Média de 30 amostras analisadas.

N&o foram observados acinetos entre as células vegetativas nas amostras
obtidas de campo, aparecendo em pequena quantidade apenas nas amostras
obtidas de cultivos em fase de declinio. Quando presentes, essas células
apresentaram-se isoladas ou em grupos de duas a trés células, cada uma delas
medindo 4,0 (3,0 - 5,5) yum de comprimento por 2,5 (2,0 - 3,8) yum de largura.

A presenca das vesiculas de gas e dos granulos de polifosfato, estruturas
caracteristicas do conteudo celular das espécies do grupo, pode ser observada,
como na figura 9 B. Todas essas caracteristicas morfoldgicas concordam com a
descricdo da espécie proposta por Seenayya e Subba Raju (1972).

Durante o crescimento da cepa de C. raciborskii CYLO4 isolada do
reservatorio de Alagados foi possivel observar que os tricomas sofrem modificacbes
morfolégicas dependendo da fase de crescimento em que se encontram. Na Figura
11 sdo apresentados tricomas com morfologias bem diferentes, a esquerda, um
tricoma tipico, compativel com a descricdo da espécie e, a direita, um tricoma mais

antigo e também mais largo e com maior constricdo entre as células vegetativas.
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FIGURA 11 —- TRICOMAS DA CEPA CYL04 COM MORFOLOGIAS DIFERENTES.
Escala = 50 pm.

Durante a fase lag, os tricomas parecem bem caracteristicos como nas
descricOes da espécie disponiveis na literatura (Figura 12, morfologia tipo 1). Nesse
caso, 0s tricomas apresentam os apices afilados, a parede celular entre as células
inconspicuas (dificil visualiza¢@o) e poucas inclusdes citoplasméaticas. Apos 5 dias a
partir da inoculacéo, inicia-se a formacéo dos heterdcitos e as células comecam a
acumular granulacbes citoplasmaticas. Quando a cultura entra em fase log de
crescimento, os tricomas apresentam morfologia tipo Il (Figura 12). Nessa fase
formam-se diversos locais de quebra preferencial nos tricomas e células vazias que
também favorecem a fragmentacao (Figura 13). Os apices dos tricomas se tornam
arredondados nos locais onde ocorreu a divisdo. Os heterdcitos desaparecem
devido as fragmentacdes sucessivas dos tricomas. As granulacdes citoplasmaticas
se tornam bem visiveis. No final dessa fase os apices dos tricomas comecam a afilar
novamente e aparecem nas duas formas, afilados e arredondados. Ap6s um periodo
entre 10 e 15 dias de crescimento intensivo a cultura entra em fase estacionaria do
crescimento. Os tricomas presentes nessa fase de crescimento da cultura possuem
diferentes morfologias (morfologia Ill) (Figura 12). Apos 50 dias a partir da
inoculacdo (fase de declinio do cultivo), pode-se observar tricomas de morfologia

tipo IV, com maior constricdo entre as células e inclusdes citoplasmaticas grandes e
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refringentes. Alguns desses tricomas podem conter heterdcitos. Em tricomas
provenientes da fase de declinio dos cultivos, as células diminuem de tamanho e se

tornam mais arredondadas, em forma de barril (Figura 12).

750 nm
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FIGURA 12 — DIFERENTES MORFOLOGIAS DOS TRICOMAS DE C. raciborskii CYL0O4 DURANTE
AS FASES DE CRESCIMENTO DO CULTIVO.

N&o foram adicionados valores especificos aos eixos, pois tanto a densidade 6ptica (750 nm) quanto
a duracao da curva de crescimento padrdo (dias) depende da cepa cultivada, das condi¢cdes de
cultivo, do in6culo inicial, entre outros parametros.

Fase lag

CErEoao
>

Durante a fase de maior crescimento (fase log) do cultivo, C. raciborskii
formou multiplos locais de fragmentacdo ao longo do comprimento dos tricomas
(Figura 13). Além disso, a fragmentacdo ocorreu também a partir de células que
parecem vazias ao serem observadas em microscopio optico (Figura 13). Ja durante
a fase de estabilizagcdo (crescimento mais lento) do cultivo, a fragmentacdo do
tricoma ocorreu, de maneira geral, formando apenas dois novos individuos (Figura
14).



FIGURA 13 — MORFOLOGIA DOS TRICOMAS COLETADOS NO INIiCIO DA FASE DE
CRESCIMENTO EXPONENCIAL.

Setas preenchidas indicam “células vazias” que aparecem antes da fragmentacao dos tricomas; Setas
ndo preenchidas indicam a formacao de locais de constricdo entre as células onde preferencialmente
ocorrera a fragmentacgéo.

Escala = 50 ym.

FIGURA 14 — MORFOLOGIA DE TRICOMAS DE C. raciborskii PROVENIENTES DE UM CULTIVO
EM FASE DE ESTABILIZAGAO.
Escala = 50 ym.



As culturas de C. raciborskii CYL04 apresentam cores diferentes dependendo
da fase de crescimento. Os cultivos partem do verde claro, na fase log vao de verde
oliva a verde escuro, quando entram em fase de estabilizacdo os cultivos
apresentam cor marrom e na fase de decaimento chegam ao alaranjado (Figura 15).
Em culturas em fase adiantada de decaimento foi observada a formacdo de uma
espécie de nata na superficie do meio de cultivo (Figura 15), diferente do observado
durante as fases de maior crescimento, quando os tricomas tendem a sedimentar e

permanecer no fundo do Erlenmeyer.

~ A . e
FIGURA 15 - CORES DOS CULTIVOS DE C. raciborskii EM DIFERENTES FASES DO
CRESCIMENTO.
A diferenca entre os cultivos é de um més, resultante de repicagens mensais. O mais recente € o
frasco a esquerda, seguido por cultivos repicados com um més de antecedéncia. O frasco utilizado
como inoculo inicial da repicagem é sempre mantido como backup.

FIGURA 16 — FORMAGAO DE NATA NOS CULTIVOS DE EM FASE DE
DECAIMENTO.

A seta indica a formacao de nata na superficie do meio de cultivo.

C. raciborskii
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4 DISCUSSAO

As principais caracteristicas diacriticas do género Cylindrospermopsis sao,
segundo Komarkova (1998): (1) os tricomas séo isopolares, solitarios, planctonicos,
cilindricos e ligeiramente atenuados em direcdo aos apices, podendo apresentar
forma reta ou espiralada. Essa descricdo € idéntica a do género Aphanizomenon
Bornet et Flahault, do qual Cylindrospermopsis difere, no entanto, pelo modo de
desenvolvimento do heterdcito; (2) os heterdcitos desenvolvem-se apenas a partir de
células terminais; (3) os acinetos desenvolvem-se facultativamente ao lado ou
ligeiramente distante dos heterdécitos, solitariamente, em pares ou em séries curtas.
O desenvolvimento dos acinetos em combinacdo com o0s heterdcitos da aos
filamentos de Cylindrospermopsis uma aparéncia tipica subsimétrica. Entre os
géneros relacionados, apenas Aphanizomenon apresenta tricomas subsimétricos,
mas os heterdécitos desenvolvem-se intercalarmente entre as células vegetativas. O
género Anabaenopsis (Woloszynska) Miller, por sua vez, possui uma estrutura
tipicamente metameérica. Outro género em que 0s heterécitos se desenvolvem em
ambas as extremidades dos tricomas (mas ndo apos divisdo celular assimétrica) é
Cylindrospermum Kutzing ex Bornet et Flahault. No entanto, esse género apresenta
tricomas tipicamente simétricos, com heterdcitos e acinetos terminais que se
desenvolvem um ao lado do outro (KOMARKOVA, 1998).

O comprimento dos tricomas da cepa CYLO4 foi muito variavel. As células
individuais apresentaram-se, muitas vezes, dificeis de distinguir, pois raramente ha
constricdo nas paredes celulares entre as células. Maiores constricbes nas paredes
transversais dos tricomas da cepa de C. raciborskii CYL04 foram observadas apenas
em individuos mais antigos, em cultivos em fase de decaimento. As células apicais
apresentaram grande variagdo na morfologia quando observados em cultivo,
podendo ocorrer: ambos os apices arredondados nos individuos mais novos,
provavelmente provenientes da divisdo multipla dos tricomas; um apice afilado (mais
antigo) e outro arredondado (proveniente de divisdo); ou ambos afilados nos
tricomas mais antigos, que tiveram tempo de assumir a morfologia original. As
células apicais atenuadas variaram entre 4 - 20 um de comprimento e 2 - 4 um e

largura.
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TABELA 4 — DIMENSOES DOS TRICOMAS DE CEPAS DE Cylindrospermopsis raciborskii DE
DIFERENTES REGIOES DO GLOBO.

Pais Morfotipo Com?;ir:?)ento L?Lgnl:)r a Esptﬂc?(f Autor
Brasil (PR) Reto 15-939 2,3-6,5(7,2) Laboratorial Presente estudo
Brasil (PB) Reto 72,5 1,2 Laboratorial Santos, 2009
Australia Reto 119 2,9 Laboratorial Saker et al., 1999
Austrdlia  Espiralado 141 3 Laboratorial Saker et al., 1999
EUA Reto 51-311 1,7-4,2 Laboratorial Hong et al., 2006
Uruguai Reto 127,1 2,3 Laboratorial Piccini et al., 2011
Uruguai Reto 154,8 2,7 Laboratorial Piccini et al., 2011
Uruguai Reto 12 - 300 1-48 Campo Vidal e Kruk, 2008
Hungria Reto 40 - 300 24-26 Campo Padisak et al., 2003

A cepa de C. raciborskii do reservatorio de Alagados apresentou grande
variacdo de tamanho quando cultivada em laboratério. Os tricomas provenientes das
fases estacionaria e de declinio dos cultivos apresentaram-se mais largos e mais
compridos do que as descrigdes de outros autores (Tabela 4). Tricomas longos, com
até 939 um de comprimento, foram encontrados, muito maiores comparativamente
ao registrado na literatura (Tabela 4). Tricomas com células vegetativas mais largas
(até 7,2 pum) na regido central foram encontrados em cultivos em fase de
decaimento. Outros autores registram dimensbes bem menores para cepas
cultivadas de diferentes regifes do globo. Vidal e Kruk (2008) encontraram tricomas
largos em um lago eutréfico uruguaio, com aproximadamente 5 pum de largura,
mesmo assim, menores que os observados no presente estudo. Segundo Hawkins
et al. (2001) as células de C. raciborskii em cultura sé@o tipicamente mais largas do
que as de populacdes selvagens. O estreitamento das células em populagcdes
selvagens pode ser um indicador morfolégico da menor concentracdo de nutrientes
em aguas naturais quando comparada a concentracdo presente nos meios de
cultura (HAWKINS et al., 2001). Essas diferencas entre o tamanho das células é

uma caracteristica comum em populac¢des naturais de C. raciborskii (HAWKINS et
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al., 2001; KOMAREK; KOMARKOVA, 2003), sendo que a morfologia das espécies

cultivadas pode, de fato, se tornar extremamente modificada (SHAFIK et al., 2003).

TABELA 5 — DIMENSOES DOS HETEROCITOS E ACINETOS DE CEPAS DE Cylindrospermopsis
raciborskii DE DIFERENTES REGIOES DO GLOBO.

Heterdcitos Acinetos
Pais Comprimento  Largura  Comprimento Largura Autor
(M) (Hm) (um) (Hm)

Brasil 8,5-16,0 25-6,5 3,0-55 2,0-3.8 Presente estudo
Austrélia 5,8 2,6 11,4 39 Saker et al., 1999

EUA 5,0-11,0 2,0-5,0 8,0-16,0 2,0-5,0 Hong et al., 2006
Japao e 33-119 1,9-70  85-178 2,8-7,0 Chonudomkul et al., 2004
Tailandia
Uruguai 2,0-12,0 1,4-3,0 25-18 2,0-4.8 Vidal e Kruk, 2008

Os heterécitos e acinetos apresentaram-se dentro das medidas observadas
por outros autores (Tabela 5) e da descricdo de Koméarek e Komarkova (2003).

Cylindrospermopsis raciborskii tem sido identificada erroneamente como
Anabaenopsis, Raphidiopsis e Cylindrospermum (HAWKINS et al., 1997). A
dificuldade na identificacdo da espécie se deve, em partes, ao fato de que a
morfologia do tricoma varia amplamente, dependendo do morfotipo, da fase de
crescimento da populacdo, da condicdo ambiental, entre outros.

A cepa de C. raciborskii do reservatorio de Alagados é do morfotipo reto. Ha
tipicamente dois morfotipos principais de C. raciborskii: reto e espiralado
(MCGREGOR; FABBRO, 2000; SAKER; NEILAN; GRIFFITHS, 1999). Dentro de
cada morfotipo ha uma grande variabilidade de tamanho e niamero de células por
tricoma. O morfotipo reto tende a ser maior e, também, produzir mais toxina por
célula (SAKER; NEILAN; GRIFFITHS, 1999). A variabilidade entre morfotipos
também tem sido relatada variando com a idade da floracdo. Segundo Padisak et al.
(2003), em campo, os tricomas derivados diretamente dos acinetos sao
principalmente do morfotipo reto, mesmo presentes em uma populacdo composta,
em sua maioria, por morfotipos espiralados. Saker e Griffiths (2001) observaram que
o morfotipo espiralado tende a aumentar durante ou imediatamente apods floracdes

do morfotipo reto. O morfotipo apresentado pela cepa parece nao ter relagdo com a
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regido geografica, mas com as condi¢des locais (VIDAL; KRUK, 2008). Briand et al.
(2004) encontraram morfologias distintas da mesma cepa de C. raciborskii sob
temperaturas e intensidades luminosas diferentes. A morfologia pode refletir a
resposta funcional da populagdo a mudancgas ambientais (KRUK et al., 2010).

A morfologia de C. raciborskii pode variar também conforme a fase de
crescimento da populacdo. Os tricomas medidos durante esse estudo apresentaram
grande variacdo de tamanho durante a curva de crescimento padrdo. As populacdes
naturais, por sua vez, podem consistir de tricomas com diferentes idades
(KOMARKOVA; LAUDARES-SILVA; SENNA, 1999). Além disso, a mesma
cianobactéria crescendo em diferentes condicbes ambientais pode possuir distintas
caracteristicas, dificultando ainda mais a identificacdo (CHISWELL et al., 1997). Em
cultivos ndo continuos, como o utilizado durante esse estudo, as condi¢ées no meio
de cultivo, como de luz e nutrientes, podem mudar drasticamente durante uma curva
de crescimento padrédo. Segundo Alster et al. (2010), em campo, o comprimento dos
filamentos apresenta um ciclo sazonal tipico, sendo que filamentos mais curtos
tendem a ocorrer durante o pico da floracdo. Padisak et al. (2003) acompanharam
uma populacéo de C. raciborskii durante um ciclo anual de desenvolvimento no Lago
Balaton, na Hungria, e observaram algumas variacbes morfolégicas, como, por
exemplo, no comprimento dos tricomas. Os tricomas originados de divisdes a partir
de outros tricomas apresentaram-se mais curtos e com apenas um apice acuminado.
Os tricomas germinados diretamente dos acinetos apresentaram-se mais estreitos
que os mais antigos (PADISAK et al., 2003). Komarkova, Laudares-Silva e Senna
(1999) estudaram a morfologia de uma populacdo de C. raciborskii de uma lagoa
costeira brasileira durante dois anos e encontraram quatro morfologias distintas
dependendo da idade da populacao e da condicdo ambiental.

Até mesmo cepas isoladas de locais muito proximos geograficamente podem
apresentar caracteristicas extremamente diferentes (VIDAL; KRUK, 2008). Piccini et
al. (2011), estudando duas cepas uruguaias, encontraram diferencas significativas
entre valores medios de caracteristicas morfolégicas, como comprimento e largura
dos tricomas. E possivel que esses tricomas com diferentes morfologias, referentes
a cada fase de crescimento ou condi¢cdo ambiental, sejam descritos como espécies
distintas (CHISWELL et al., 1997).

Ainda dependendo da condicdo ambiental, os acinetos e heterdcitos podem
permanecer ausentes (CHISWELL et al., 1997; PADISAK, 1997; SAKER; NEILAN,



49

2001), o que dificulta o reconhecimento de Cylindrospermopsis e facilita a
identificacdo errbnea como Raphidiopsis. Ainda podem ocorrer variacbes de cor,
presenca de heterdcitos, posicdo e forma dos acinetos, largura dos tricomas
(FABBRO et al., 1996), entre outros.

Da mesma forma, em cultivo, a espécie parece mudar sua morfologia
conforme a fase de crescimento ou a condi¢cdo na qual se encontra. Em laboratorio,
€ possivel acompanhar diariamente as mudancas morfolégicas das cepas de C.
raciborskii e fornecer uma importante ferramenta para evitar identificacoes errbneas.
A correta identificacdo de C. raciborskii é pertinente tanto do ponto de vista ecoldgico
guanto toxicoldgico (SHAFIK et al., 2003), pois se trata de uma espécie que pode ser
produtora de toxina. A fim de minimizar esse problema, caracterizamos, em
laboratorio, as fases do crescimento de C. raciborskii e as distintas morfologias que
os tricomas podem apresentar. Observamos uma tendéncia de diminuicdo das
células que podem assumir uma forma mais arredondada. Essa morfologia do
tricoma proveniente da fase de declinio do cultivo poderia estar relacionada nao
somente a idade do individuo, mas a condicdo ambiental (KOMARKOVA et al.,
1999), como o esgotamento de nutrientes. Komarkova, Laudares-Silva e Senna
(1999) também correlacionaram esse tipo de morfologia semelhante com a falta de
nutrientes na lagoa de origem da populacao estudada, o que certamente ocorre em
culturas ndo continuas (como as do presente estudo) em laboratorio.

Em culturas em fase de declinio e morte foi observada a formacdo de uma
espécie de nata na superficie do meio de cultivo, devido a maior produgdo de
vacuolos de gas durante a fase de decaimento da populacdo, assim como
observado também em uma populacdo natural de C. raciborskii por Komarkova,
Laudares-Silva e Senna (1999). Essas culturas em fase de decaimento
apresentaram coloracao alaranjada, fato que pode estar relacionado ao aumento da
concentragcdo de pigmentos acessorios no interior das células, como os carotendides
(BONILLA et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

A cepa de C. raciborskii CYLO4 exibe grande variabilidade em sua morfologia.
Em laboratério, caracterizamos quatro fases do crescimento, cada uma com
tricomas apresentando distintas morfologias.

A correta identificacdo de C. raciborskii € pertinente tanto do ponto de vista
ecologico quanto toxicologico, pois se trata de uma espécie que pode ser produtora
de toxina. A caracterizacédo das distintas morfologias que podem ser assumidas por
C. raciborskii, em laboratério, pode fornecer uma ferramenta taxonémica util, a fim
de minimizar possiveis identificacdes errbneas em campo.

Em comparacdo com outras cepas isoladas de diferentes regides do globo,
CYLO04 apresenta a maior largura e comprimento do tricoma.

Nossos resultados confirmam a grande plasticidade de C. raciborskii que
pode capacitar a espécie a invadir ambientes aquaticos com as mais diversas
caracteristicas.

Sugerimos estudos morfolégicos com cepas de C. raciborskii isoladas de
diferentes regibes do globo, bem como cultivadas sob diferentes condi¢des

experimentais.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA INTENSIDADE LUMINOSA NO CRESCIMENTO DE U MA
CEPA DE Cylindrospermopsis raciborskii ISOLADA DE UM
RESERVATORIO SUBTROPICAL BRASILEIRO
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1 INTRODUCAO

Cylindrospermopsis raciborskii € uma cianobactéria potencialmente tdxica
inicialmente descrita como uma espécie tropical (PADISAK, 1997). Todavia, essa
espécie vem produzindo floracées cada vez mais frequentes em reservatérios no
mundo todo, podendo ser considerada, atualmente, uma espécie de distribuicao
cosmopolita (BRIAND et al., 2004). Essa cianobactéria foi primeiramente classificada
como uma espécie adaptada a crescer em baixas intensidades luminosas
(PADISAK; REYNOLDS, 1998). No entanto, a espécie tem se revelado capaz de
sobreviver em ampla faixa de intensidades luminosas. O 6timo de crescimento da
espécie, segundo a literatura, ocorre entre 80 (BRIAND et al., 2004) e 240 pmol
fotons.m?.s* (DOKULIL; MAYER, 1996). Em alguns reservatérios brasileiros as
floracGes de C. raciborskii ocorrem sob intensidades luminosas entre 14 e 830 pmol
fotons.m?.s™* (BOUVY et al., 1999; BOUVY et al., 2003). Na Austrélia, as floracdes
de C. raciborskii em lagos ocorrem sob altas intensidades luminosas, maiores que
2500 pmol fétons.m?.s™ (FABRO; DUIVENVOORDEN, 1996).

Alguns autores tém tentado elucidar a ecofisiologia da espécie em laboratorio;
por outro lado, poucos trabalhos analisam a intensidade luminosa como um fator
isolado no crescimento de cepas de C. raciborskii (BRIAND et al., 2004; CARNEIRO
et al., 2009; BONILLA et al., 2012). Alguns estudos foram realizados com cepas
brasileiras isoladas do estado de Pernambuco (BRIAND et al., 2004) e de Sdo Paulo
(CARNEIRO et al., 2009), mas ainda ndo existem publicacdes sobre as preferéncias
ecologicas de cepas paranaenses de C. raciborskii. A intensidade luminosa
representa um regulador ambiental importante para o crescimento de C. raciborskii,
todavia os efeitos desse parametro sobre o crescimento da cianobactéria ainda nao
estdo bem investigados (DYBLE et al., 2006). Além disso, cepas isoladas de regides
muito proximas podem responder de maneira extremamente diferente as condicbes
as guais sao submetidas, refletindo a importancia de se realizar estudos especificos
com cepas isoladas de diferentes regides.

O objetivo desse capitulo foi avaliar as respostas morfofisiolégicas de uma
cepa de C. raciborskii isolada de um reservatoério subtropical brasileiro, cultivada sob
diferentes intensidades luminosas, a fim de caracterizar sua preferéncia ecoldgica no

gue diz respeito a esse fator ambiental. Assim como, discutir a elevada tolerancia
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fisiologica atribuida a C. raciborskii (BRIAND et al., 2004), que permite que a espécie
mantenha seu crescimento em uma ampla faixa de condigbes ambientais, nesse

caso, intensidades luminosas.

2 MATERIAL E METODO

Para verificar o efeito da intensidade luminosa no crescimento de C.
raciborskii, a cepa CYLO04 foi cultivada a 25°C sob nove intensidades luminosas (9,
20, 50, 80, 100, 125, 150, 200 e 250 pmol fétons.m™.s™), em triplicata (Tabela 6). As
respostas fisiologica e morfologica da cepa foram acompanhadas, a partir da medida
do crescimento dos cultivos (densidade o6ptica a 750 nm) e do tamanho dos
tricomas, respectivamente. Antes do inicio do experimento, um pré-cultivo foi
aclimatado, a 25°C, em cada uma das intensidades luminosas. A temperatura
utilizada nesse experimento foi determinada por ser, segundo a literatura especifica,
a temperatura oOtima de crescimento da espécie (SAKER; GRIFFITHS, 2000;
BRIAND et al., 2004).

TABELA 6 — INTENSIDADES LUMINOSAS
UTILIZADAS DURANTE O EXPERIMENTO
DE LUZ  VARIAVEL E CODIGOS
REFERENTES AOS CULTIVOS
SUBMETIDOS A CADA UMA DELAS.

Os codigos das réplicas foram adicionados
entre parénteses.

Intensidade luminosa Cadigo
(umol fétons.m “.s™)
9 L9 (1,2,3)

20 L20 (1,2,3)
50 L50 (1,2,3)
80 L80 (1,2,3)
100 L100 (1,2,3)
125 L125 (1,2,3)
150 L150 (1,2,3)
200 L200 (1,2,3)
250 L250 (1,2,3)

O inéculo inicial (2,3 x 10° células.mL™; densidade 6ptica a 750 nm = 0,199)
foi colhido da pré-cultura adaptada (10 dias) as intensidades luminosas testadas em
fase exponencial de crescimento (fase log) e inoculado em 200 mL de ASM-1

modificado (densidade Optica inicial = 0,000). Os frascos Erlenmeyers contendo 0s
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cultivos em condigdes experimentais foram agitados manualmente e aleatorizados
uma vez por dia.

Amostras foram tomadas sob condi¢des estéreis de cada um dos tratamentos
uma vez por dia, durante 20 dias, sempre no mesmo horario. A densidade Optica
(absorbancia a 750 nm) (SHAFIK et al., 2001; CASTRO et al., 2004) de cada uma
das amostras foi medida em espectrofotdbmetro Hitachi U-2001. A abundéancia celular
(células.mL™) de trés tratamentos submetidos a intensidade luminosa considerada
baixa, intermediaria e alta (L9, L100 e L250, respectivamente) foi obtida a partir de
contagem de pelo menos 1000 tricomas em camara Sedgewick Rafter sob
microscoépio invertido Olympus IX70, como um método de controle da medida do
crescimento dos cultivos a partir da densidade optica (750 nm). Trinta tricomas vivos
obtidos desses tratamentos (L9, L100 e L250) foram medidos em intervalos de 2 a 3
dias.

Um teste preliminar foi realizado a fim de comparar a abundancia de células
(células.mL™) e a densidade 6ptica (absorbancia a 750 nm) dos cultivos. Os dois
métodos apresentaram boa correlacdo (Correlagdo de Pearson, r = 0,92, com p <
0,05), por esse motivo, os dados apresentados nesse trabalho estdo baseados na
densidade éptica.

As taxas de crescimento dos cultivos foram calculadas diariamente (p.dia™)
segundo Andersen (2005), a fim de acompanhar as fases de crescimento de cada
um deles. Ao final do experimento, uma reta foi ajustada aos dados iniciais (10 dias)
das curvas de crescimento de cada uma das réplicas dos tratamentos (densidade
Optica a 750 nm em escala logaritimica x tempo) (dados nao apresentados), a fim de
encontrar a taxa de crescimento intrinseca do tratamento (u) dada pela inclinacao da
curva (a). Sendo a equacao geral da reta: y = a.x + b. O ajuste da curva da taxa de
crescimento versus I foi obtido segundo Jassby and Platt (1976).

Uma analise de variancia do tipo one-way ANOVA foi utilizada para verificar
diferencas entre as meédias de crescimento da cepa quando cultivada sob diferentes
intensidades luminosas, bem como entre o comprimento dos tricomas cultivados sob

intensidades luminosas consideradas baixa, intermediaria e alta.
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3 RESULTADOS

De maneira geral, o crescimento da cepa de C. raciborskii (CYLO4) foi intenso
e aumentou de forma relativamente homogénea em todas as intensidades luminosas
acima de 50 pymol fétons.m?.s (L50) a partir do segundo dia de cultivo até, pelo
menos, o décimo primeiro dia (Figura 17).
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FIGURA 17 — CRESCIMENTO DOS CULTIVOS DE C. raciborskii MANTIDOS EM DIFERENTES
INTENSIDADES LUMINOSAS COM BASE NA DENSIDADE OPTICA (ABSORBANCIA A 750 nm).

A média do crescimento das réplicas foi utilizada (n = 3). As barras de erros correspondem ao desvio
padréo.

Os cultivos submetidos as intensidades luminosas de 9 pmol fétons.m?.s™

(L9) e 20 umol fétons.m?.s™ (L20) apresentaram crescimento significativamente
menor que os outros tratamentos (F = 5.71, p < 0,001) (Figura 17). O tratamento L9
chegou a densidade Optica maxima de 0,013 e o L20 a 0,080, sendo que ambos néo
chegaram a entrar em fase log de crescimento.

As culturas submetidas a intensidades luminosas maiores que 50 pmol
fotons.m?.s* (L50) chegaram a densidades 6pticas maximas entre 0,250 (L50) e
0,350 (L250), no minimo 20 vezes maior que a densidade O6ptica maxima do
tratamento L9. Esses cultivos entraram em fase log de crescimento a partir do
terceiro dia de experimento. Apenas a L50 (50 ymol fétons.m?.s™) e L100 (100 umol



60

fotons.m™?.s™") comecaram no quarto dia. O inicio da fase de maior crescimento na
cultura submetida a 125 umol fétons.m™.s™ iniciou j& no segundo dia de cultivo. Em
todas as culturas a partir da L50 essa fase durou entre 8 e 10 dias. ApOs esse
periodo o crescimento dos cultivos diminuiu e comecou a estabilizar.

A taxa de crescimento (u) dos cultivos submetidos a intensidades luminosas
baixas, L9 (9 fé6tons.m?.s™) e L20 (20 ymol fétons.m™?.s™?), foram 0,14 + 0,01 e 0,24 +
0,01 dia®, respectivamente (Figura 18). Os cultivos submetidos a intensidades
luminosas mais altas, acima de 50 pmol fétons.m?s? (= L50), apresentaram
maiores taxas de crescimento (u), entre 0,26 e 0,30 dia™* (Figura 18).

O valor de I para a cepa CYLO04 ficou préximo a 19 pmol fétons.m?.s™ (Figura
18) e o a foi igual a 0,0361.
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(umol fétons m? s™)
FIGURA 18 — TAXA DE CRESCIMENTO (u.dia’l) DE C. raciborskii QUANDO SUBMETIDA A

DIFERENTES INTENSIDADES LUMINOSAS, COM A INDICACAO DO I, CALCULADO PARA A
CEPA CYLO4

A analise de variancia do tipo one-way ANOVA verificou que houve diferenca
significativa entre as médias de crescimento da cepa (variavel dependente =
absorbéancia a 750 nm) cultivada sob diferentes intensidades luminosas (fator = luz
em pmol fétons.m?.s?) (F = 5.71, p = 0,02). A comparacdo multipla entre as médias
a partir do teste de Tukey HSD revelou que houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre a intensidade luminosa L9 e intensidades superiores a L80 (L80 a L250) e

entre a intensidade luminosa L20 e intensidades superiores a L125 (L125 a L250).
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N&o houve diferenca significativa entre as médias de crescimento dos cultivos acima
de 50 pmol fétons.m?.s™* (= L50).
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FIGURA 19 — COMPARACAO ENTRE O TAMANHO MEDIO (um) DOS TRICOMAS DE C. raciborskii
QUANDO SUBMETIDA A INTENSIDADE LUMINOSA BAIXA (L9 = 9 pmol fétons.m'z.s'l), MEDIA
(L100 = 100 umol fétons.m?.s™) E ALTA (L250 = 250 pmol fétons.m?.s™).
As letras indicam diferenca estatistica entre tratamentos (p < 0,05).

No tratamento L9 (cultivo submetido a 9 pymol fétons.m?.s™) o comprimento
meédio dos tricomas (um) foi significativamente maior que nos outros tratamentos
acompanhados (F = 13.103, p < 0,001). Na figura 19 sao apresentados os dados de
tamanho médio desses tricomas, medidos em intervalos de 2 a 3 dias ao longo de
todo o experimento, em comparacdo com o0 tamanho meédio dos tricomas nos
tratamentos L100 e L250, submetidos a maiores intensidades luminosas, 100 uymol
fotons.m?.s™ e 250 pymol fétons.m™?.s™, respectivamente. No tratamento submetido a
menor intensidade luminosa (9 pmol fétons.m?.s™) o comprimento dos tricomas
variou de 313 a 790 ym enquanto nos tratamentos submetidos a 100 uymol fétons.m’

2.5 e 250 pmol fétons.m™.s™* o comprimento dos tricomas variou de 80 a 320 pm.

4 DISCUSSAO

Os cultivos da cepa de C. raciborskii do reservatorio de Alagados submetidos

a intensidades luminosas menores que 50 umol fétons.m?.s™ (9 e 20 pymol fétons.m"



62

2.s!) apresentaram baixa taxa de crescimento durante o periodo estudado, menores
que 0,25. Mesmo sob essas intensidades luminosas consideradas muito baixas para
outras espécies (REYNOLDS et al., 2002; UNESCO, 2009), C. raciborskii é capaz de
manter um crescimento estavel, mesmo que lento. O parametro mais confiavel para
avaliar e comparar a exigéncia de luz € o I (BRIAND et al., 2004). Esse parametro,
que € a intensidade de luz que se aproxima da saturacdo do crescimento da
espécie, foi calculado em 19 pmol fétons.m?.s™* (a = 0,0361) para a cepa de C.
raciborskii CYLO4. Um valor muito baixo quando comparado a outras cianobactérias.
O valor de Ik calculado para Microcystis Lemmermann, por exemplo, é superior a 200
pumol fétons.m?.s? (UNESCO, 2009). Esse valor de I, baixo é tipico de
cianobactérias formadoras de floracbes e adaptadas a pequenas intensidades
luminosas como, além de Cylindrospermopsis raciborskii, Planktothrix agardhii
(Gomont) Anagnostidis e Komarek, Planktothrix rubescens (De Candolle ex Gomont)
Anagnostidis e Komarek e Limnothrix redekei (van Goor) M.E.Meffert (PADISAK;
REYNOLDS, 1998; BONILLA et al., 2012). Por possuirem esse atributo fisioldgico
em comum, Reynolds et al. (2002) incluiu essas cianobactérias nos grupos
funcionais S e R (espécies tolerantes a baixas intensidades luminosas). Esse valor
de Ik € semelhante ao observado por outros autores (SHAFIK et al., 2001; BRIAND
et al., 2004; DYBLE; TESTER; LITAKER, 2006) para outras cepas de C. raciborskii.
De maneira geral, os valores relatados na literatura vdo de 15 a 26 pmol fétons.m™.s”
! (PADISAK; REYNOLDS, 1998; SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004;
BONILLA et al., 2012). Bonilla et al. (2012) encontraram Iy ainda menor do que o
observado durante esse estudo (8 pmol fétons.m?.s™). A caracteristica de tolerancia
a baixa intensidade luminosa é encontrada tanto em cepas de C. raciborskii isoladas
da regiao tropical como temperada (BRIAND et al., 2004).

Essa caracteristica permite que C. raciborskii continue a crescer mesmo
quando a biomassa e a atenuacdo vertical da luz tornam-se extremamente altas
(HAVENS et al., 2003). No Brasil, essa cianobactéria ja foi encontrada em lagos
rasos e eutréficos, sob intensidade luminosa préxima a 15 umol fétons.m?.s™
(BOUVY et al., 1999; 2000). A sua alta tolerancia ao sombreamento (PADISAK;
REYNOLDS, 1998, ISVANOVICS et al., 2000; BRIAND et al., 2002) pode estar
relacionada ao sucesso nesses ambientes, que sdo mais turbidos que os
oligotréficos. Por esses e outros motivos, Padisak e Reynolds (1998) removeram C.

raciborskii da assembléia que agrupa as cianobactérias fixadoras de N, (H) e
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propuseram uma assembléia especifica (Sn), baseada na sua tolerancia ao
sombreamento. De maneira geral, as intensidades luminosas que chegam as
profundidades onde C. raciborskii € abundante permanecem entre 15 pmol fétons.m’
251 e 200 umol fétons.m?.s™ (HAVENS et al., 1998; BOUVY et al., 1999).

A diminuicdo da intensidade luminosa incidente € relevante no inverno da
regido subtropical do Brasil, onde esta situado o reservatério de Alagados. Isto
porque ela chega a quase a metade da intensidade luminosa incidente no verao (ver
Figura 8). Portanto, a sazonalidade pronunciada da luz pode ser um dos fatores
controladores da floracdo de C. raciborskii no reservatorio de Alagados. Apesar da
alta tolerdncia ao sombreamento exibida pela cepa isolada desse reservatorio,
intensidades luminosas inferiores a 20 pmol fétons.m?.s* desfavoreceriam o
crescimento de C. raciborskii em relagdo a espécies mais tolerantes a essas
condicbes. Por exemplo, Mougeotia sp. que é uma espécie perifitica e portanto
tolerante a ambientes sombreados (REYNOLDS et al., 2002). Essa clorofita
praticamente substitui C. raciborskii no reservatorio de Alagados no final do outono
(SANEPAR, relatérios internos). As menores densidades de C. raciborskii ocorrem
no reservatério a partir do més de julho (SANEPAR, relatérios internos), quando a
intensidade luminosa chega a metade daquela incidente durante o verdo (Figura 8),
enquanto a concentragcdo de nutrientes ndo difere tanto entre as estacdes (por
exemplo, o Fosforo, Figura 5). A inibicdo do crescimento devido a reducédo sazonal
de disponibilidade de luz na area de estudo, também pode ser intensificada devido
ao menor fotoperiodo prevalente durante o inverno, de aproximadamente 10 a 11
horas de duracdo. Em comparacdo, no verdo o periodo diario de insolacdo € de
aproximadamente 13 a 14 horas (FERNANDES et al., 2011). Evidentemente, outros
fatores controladores tém importante papel no controle das floragdes, como a
temperatura, por exemplo. Esse parametro foi demonstrado como efetivo regulador
do crescimento de C. raciborskii, tanto para cepas fisiologicamente adaptadas a
ambientes tropicais como temperados (BRIAND et al., 2004).

Todavia, durante esse estudo a cepa CYLO4 do reservatorio de Alagados foi
submetida a intensidades luminosas que chegaram a 250 pmol fétons.m?.s™*, sem
apresentar sinal de fotoinibicdo. Algumas cepas sao capazes de tolerar intensidades
luminosas acima de 500 pmol fétons.m?.s™ (BRIAND et al., 2004). Em campo, a
espécie parece tolerar intensidades luminosas mais altas do que as observadas em

laboratério. Na Austrdlia tropical, valores muito elevados de luminosidade (até 2500



umol fétons.m™.s™) incidem na superficie da agua do rio Fitzroy durante floracées de
C. raciborskii (FABBRO; DUIVENVOORDEN, 1996). Cylindrospermopsis raciborskKii
prolifera em aguas austriacas com valores de intensidade luminosa incidente de 200
a 600 pmol fétons.m?.s* (DOKULIL; MAYER, 1996). A partir dessas observacées
fica claro que, além de ser uma espécie tolerante ao sombreamento (PADISAK;
REYNOLDS, 1998), Cylindrospermopsis raciborskii possui ampla tolerancia
fisiolégica com relacdo a luz. Essa caracteristica € uma das hipoteses formuladas
para explicar a recente proliferacdo da espécie para novos habitats em regibes
temperadas (BRIAND et al., 2004; PICCINI et al., 2011). O crescimento da cepa
CYLO4 foi acompanhado durante 50 dias (observacdo nao publicada), tanto em
intensidades de luz altas quanto baixas, e em nenhum momento ao longo do
crescimento houve fotoinibic&o.

No entanto, Saker et al. (1999) observaram culturas cloréticas com
crescimento reduzido quando submetidas a intensidades luminosas acima de 118
umol fétons.m?.s™®. Durante 0 mesmo estudo, a iluminacdo continua a 165 pmol
fotons.m™.s™ ou acima disso inibiu completamente o crescimento de uma cepa de C.
raciborskii australiana (SAKER et al., 1999). Esses dados reforcam ainda mais as
diferencas fisiologicas existentes entre cepas e justificam estudos regionais para
determinar especificidades das populagcbes quanto aos requerimentos ambientais
ideais para seu crescimento celular.

Diferente do observado por outros autores (por exemplo, SAKER et al., 1999;
SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al.,, 2004; CARNEIRO et al., 2009), nossos
resultados sugerem que ndao ha uma intensidade luminosa 6tima para o crescimento
da cepa de C. raciborskii do reservatorio de Alagados. A intensidade luminosa
reportada na literatura como Otima para 0 crescimento da espécie parece variar
dependendo da cepa testada. O 6timo de crescimento de uma cepa hdngara ocorre
sob intensidade luminosa de 80 pmol fétons.m?.s* (SHAFIK et al., 2001). No
experimento de Saker et al. (1999) a taxa de crescimento méxima ocorreu sob
luminosidade de 118 pmol fétons.m?.s™. Ja a cepa CYL04, quando submetida a
intensidades luminosas maiores ou iguais a 50 pmol fétons.m?.s™ apresenta taxa de
crescimento homogénea entre 0,26 e 0,30. Essa caracteristica indica que essa seria
a taxa de crescimento maxima da cepa sob as condi¢fes estudadas (concentracéo
padrdo de fésforo do meio ASM-1, 0,02 mg.L™, fotoperiodo 12h:12h e 20°C), que é

similar a de outras cepas brasileiras. Carneiro et al. (2009) encontraram taxas de
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crescimento entre 0,13 e 0,30 dia™ para cepas brasileiras de C. raciborskii, sob
intensidades luminosas entre 50 e 150 ymol fétons.m™?.s™, a 24°C. Entretanto, a taxa
de crescimento dessa cepa sob 50 pmol fétons.m™.s™ foi significativamente menor
quando comparada a intensidades luminosas de 100 e 150 pmol fétons.m?.s™.

A taxa de crescimento dessas cepas subtropicais € menor quando comparada
a de cepas isoladas de diferentes regides do globo. Briand et al. (2004) encontraram
taxa de crescimento de 0,7 dia™®, a 25°C, em intensidades luminosas semelhantes
para cepas de C. raciborskii isoladas de ecossistemas aquaticos da Australia (150
umol fétons.m?.s™), Franca, Hungria (100 pmol fétons.m?.s™) e Senegal (200 pymol
fotons.m?.s'). Para uma cepa brasileira, esse mesmo autor encontrou taxa de
crescimento de 0,8 dia® a 100 pymol fétons.m?.s™. Essa diferenca poderia estar
relacionada também ao fotoperiodo (16h:8h) utilizado durante os experimentos, com
fase clara maior que a do presente estudo (12h:12h). Entretanto, Saker e Neilan
(2001) utilizaram o mesmo fotoperiodo do presente estudo e, mesmo assim,
encontraram taxa de crescimento maior (0,6 dia™) tanto para uma cepa australiana
(a 25°C e 50 pmol fétons.m?.s™?) quanto para uma cepa uruguaia (a 25°C e 135
pmol fétons.m?.s™).

Acredita-se que essa diferenca entre cepas pode ser uma evidéncia da
existéncia de ecotipos de C. raciborskii com diferentes tolerancias a condi¢cdes
ambientais, sugerida por Piccini et al. (2011). A existéncia desses ecoOtipos esta
entre as hipdteses formuladas para explicar a expansdo de C. raciborskii para
latitudes médias (PICCINI et al., 2011), reforcando o comportamento invasor da
espécie e seu sucesso em diferentes condicdes climaticas (BONILLA et al., 2012).
Essa grande variabilidade fisiolégica demonstra a alta capacidade de C. raciborskii
de se adaptar a diferentes condicbes ambientais.

A variabilidade morfoldgica também é muito comum entre as cianobactérias,
especialmente em C. raciborskii (MCGREGOR; FABBRO, 2000). Durante os
experimentos realizados nesse estudo os tricomas de C. raciborskii responderam
morfologicamente as intensidades luminosas a que foram submetidos com aumento
significativo no comprimento dos tricomas submetidos a intensidades luminosas
baixas (9 e 20 umol fétons.m?.s™%). Ao contrério do encontrado nesse estudo, Bonilla
et al. (2012) observaram aumento no comprimento maximo e no volume individual

dos tricomas submetidos a intensidades luminosas maiores. Ja em campo, esses
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mesmos autores ndo encontraram relacdo entre o biovolume de C. raciborskii e a
disponibilidade de luz no ambiente (Zeu/Zmix).

Essa plasticidade morfofisiologica exibida por C. raciborskii e sua tolerancia a
ampla faixa de condi¢cdes ambientais, como intensidades luminosas, pode explicar
sua expansao para diferentes condigbes ambientais, assim como adiantar o
aumento gradual de sua dominéancia nesses ambientes.

Nossos resultados suportam a hipétese sugerida por Briand et al. (2004) de
que C. raciborskii € uma espécie tolerante a ampla faixa de condi¢cdes ambientais,
podendo dominar tanto em ambientes tropicais como temperados. O crescimento da
cepa pode ser mantido em condi¢gbes de baixa intensidade luminosa, favorecendo-a
em detrimento de outras espécies do fitoplancton. Nossos resultados sugerem

também a adaptacdo da espécie a uma ampla faixa de intensidade luminosa.

5 CONCLUSOES

Os dados elucidam o comportamento ecofisiolégico da cepa de C. raciborskii
CYLO4 do reservatorio de Alagados em diferentes intensidades luminosas,
importante para compreender o sucesso da espécie nesse ambiente.

O crescimento de C. raciborskii no reservatério de Alagados pode ser
regulado, entre outros parametros, pela reducdo da intensidade luminosa incidente
no ambiente no fim do outono, sendo que o crescimento da cepa é sub-saturado em
intensidades luminosas menores que 20 pmol fétons.m™.s™.

A cepa responde morfologicamente as condicdes ambientais as quais é
submetida, demonstrando a grande plasticidade morfofisiologica e capacidade de
adaptacdo de C. raciborskii. Estudos ecofisiolégicos com diferentes cepas de C.
raciborskii sdo de extrema importancia para elucidar os efeitos dos fatores
ambientais no crescimento e sucesso da espécie em locais diferentes da sua

origem.
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1 INTRODUCAO

As floracbes de cianobactérias nocivas estdo se tornando cada vez mais
frequentes em distintos corpos de agua doce localizados em diferentes latitudes.
Entre as cianobactérias que mais causam problemas em reservatoérios destinados ao
abastecimento publico esta Cylindrospermopsis raciborskii Seenayya et Subba Raju
(BRIAND et al., 2004). A espécie se destaca pela recente expansdo e elevada
dominancia na comunidade fitoplanctbnica por todo o mundo, que preocupa as
autoridades sanitarias envolvidas com o abastecimento publico de agua potavel.
Algumas hipoteses tentam explicar esse aumento gradual da ocorréncia de C.
raciborskii, como alteracdes climéticas globais e presenca de ecoétipos com elevada
plasticidade fisiolégica (BRIAND et al., 2004; PICCINI et al.,, 2011). Estudos
ecofisiolégicos tém sido desenvolvidos visando elucidar os mecanismos fisiol6gicos
de C. raciborskii influenciados por reguladores do crescimento como temperatura
(CASTRO et al., 2004; CHONUDOMKUL et al., 2004), nutrientes (ISVANOVICS et
al., 2000; AUBRIOT; BONILLA, 2012) e intensidade luminosa (CARNEIRO et al.,
2009; BRIAND et al., 2004). Esses estudos, de maneira geral, ttm por objetivo
avaliar os efeitos de fatores isolados no crescimento de C. raciborskii. Por outro lado,
a interacao entre esses fatores ainda nao foi estuda. Em campo, essas correlagdes
podem ser dificeis de interpretar devido a interacéo de outros fatores fisico-quimicos
e bioldgicos que ocorrem no ambiente (POSSELT; BURFORD; SHAW, 2009). Dessa
forma, estudos laboratoriais séo de extrema importancia para determinar os efeitos
desses fatores na promocéo das floragbes de cianobactérias. Além disso, sabe-se
qgue C. raciborskii apresenta cepas que respondem de modo especifico as variaveis
ambientais (BRIAND et al., 2004). Como resultado, investigacdes sobre a ecologia
dessa espécie em nivel local sdo necesséarias, de modo a permitir o completo
entendimento de seu comportamento invasivo e a expansao geografica
recentemente observada.

As diferentes regides geograficas do globo diferem em seus padrdes de
temperatura, disponibilidade de luz (LEWIS, 2000; MEHNERT et al., 2010) e
concentragcdo de nutrientes (LEWIS, 2000). A temperatura da agua € mais alta nos
tropicos, onde ha também uma menor variabilidade na intensidade da radiacdo solar
e alta trofia dos ecossistemas aquaticos de agua doce. Por outro lado, em lagos

temperados h& uma maior sazonalidade das condicbes ambientais e a
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disponibilidade de nutrientes € um importante fator limitante do crescimento do
fitoplancton (LEWIS, 2000; WHITTON; POTTS, 2002). Cylindrospermopsis
raciborskii foi descrita como um microrganismo tropical (PADISAK, 1997), porém,
atualmente, ocorre nas trés regides do globo (temperada, subtropical e tropical), sem
diferenca significativa em sua contribuicdo para o biovolume total entre a regido
tropical e temperada (BONILLA et al., 2012).

A concentracdo de nutrientes tem papel fundamental sobre a produtividade
primaria do fitoplancton. Entre os nutrientes mais importantes esta o fésforo (P), um
elemento essencial para o funcionamento dos organismos (SCHINDLER, 1977).
Essa importancia se deve a sua participacdo em diversos mecanismos vitais, como
na sintese de acidos nucleicos e fosfolipidios de membrana e na transferéncia de
energia através dos nucleotideos tri e bi-fosforilados, ATP e ADP, respectivamente
(RIGLER, 1956; ESTEVES, 1998; FERNANDES et al., 2005a). O fosforo das aguas
doces encontra-se na forma de fosfato (SRP) e, embora seja requerido em baixas
concentracfes, € igualmente essencial para os organismos (ESTEVES, 1998). A
concentracdo de P pode variar amplamente nos ambientes aquaticos em funcéo de
alguns fatores, como a precipitacao local e a magnitude do escoamento superficial
desse elemento para o reservatério, da sua adsorvigdo em particulas na coluna de
agua com consequente sedimentacdo, o proprio consumo pelo fitoplancton no
ambiente, entre outros (ESTEVES, 1998). Esse nutriente, geralmente, € o principal
limitante da produtividade primaria em aguas continentais, pois se encontra sempre
abaixo das concentracBes necessarias para o crescimento rapido e sustentavel da
comunidade fitoplanctonica (SCHINDLER, 1977; TUNDISI; TUNDISI, 2008).

Os organismos tém evoluido mecanismos ou adaptacfes para lidar com
essas concentragfes varidveis de P no ambiente (DYHRMAN et al., 2007). No
entanto, em muitas cianobactérias de agua doce 0s mecanismos adaptativos
adquiridos para lidar com as concentracdes variaveis de P no ambiente tém recebido
pouca atencdo, sendo que os mecanismos atraves dos quais C. raciborskii responde
a diferentes niveis desse elemento ndo sédo ainda bem estabelecidos (WU et al.,
2012). Por outro lado, esse nutriente parece desempenhar um fator chave na
dominancia de C. raciborskii (PADISAK, 1997; ISVANOVICS et al., 2000; POSSELT;
BURFORD; SHAW, 2009; BURFORD; DAVIS, 2011). Além disso, caracteristicas

desse organismo como a alta afinidade e capacidade de estocar P, quando
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comparado a outras cianobactérias (ISVANOVICS et al., 2000; SHAFIK et al., 2001),
desempenha importante papel no desenvolvimento das floragcdes (PADISAK, 1997).

A plasticidade fenotipica exibida por C. raciborskii € outra caracteristica que
confere uma vantagem adaptativa a espécie frente as variacbes ambientais.
Ecotipos de C. raciborskii exibem diferentes faixas de tolerancia as condicdes
ambientais (PICCINI et al.,, 2011), o que pode facilitar sua expansado para regioes
com condigcbes ambientais diversas (BONILLA et al., 2012). Nesse sentido,
compreender os efeitos de fatores ambientais chave, como temperatura, intensidade
luminosa e concentragdo de fosforo reativo, no crescimento de algumas espécies de
cianobactérias em diferentes ambientes € fundamental para prever futuras
mudanc¢as no comportamento das floragdes frente as mudancas climaticas globais.
Apesar de causar diversos problemas na regido, ndo existem estudos desse tipo
com cepas de C. raciborskii isoladas do Sul do Brasil. Dessa forma, o objetivo desse
estudo foi investigar os efeitos dos fatores reguladores temperatura, luz e fésforo
reativo sobre o crescimento da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii do
reservatorio de Alagados, Ponta Grossa, Parana. Os resultados foram comparados
com cepas de outras latitudes e, além disso, os fatores mais relevantes para o
crescimento da cepa, bem como seus possiveis papéis na promog¢ao das floracdes
no reservatoério de Alagados, foram discutidos.

2 MATERIAL E METODO

Previamente ao inicio dos experimentos toda a vidraria a ser utilizada
permaneceu em HCI 10% durante 24 horas, depois foi enxaguada e rinsada com
adgua destilada antes da autoclavagem para prevenir qualquer contaminacao por
foésforo (ANDERSEN, 2005).

A cepa de C. raciborskii (CYL04) foi mantida em meio ASM-1 livre de fosforo
durante 20 dias (até atingir a fase estacionaria de crescimento) antes do inicio dos
experimentos com o0 objetivo de diminuir a influéncia da reserva interna desse
elemento durante a fase experimental. Além disso, a cepa foi repicada e
permaneceu sob as condicdes de temperatura e luminosidade utilizadas no
experimento durante 15 dias. As condi¢des de cultivo (Tabela 7) foram estabelecidas

de acordo com as condigbes do ambiente do qual a cepa foi isolada e literatura
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especifica. As temperaturas utilizadas foram a temperatura média da dgua da zona
fética do reservatério durante o inverno (16°C) e a média anual (20°C) segundo
dados histéricos do IAP (2009), a temperatura 6tima de crescimento segundo
literatura especifica (25°C) (SAKER; GRIFFITHS, 2000; BRIAND et al., 2004) e a
temperatura maxima da 4gua da zona fotica do reservatério durante o verdo (27°C)
(IAP, 2009). Para determinar a intensidade luminosa de inverno e verao a serem
utilizadas nos experimentos foram analisados dados do SIMEPAR para a regiao.
Diferentes concentracdes de fésforo foram selecionadas com base nos dados do
monitoramento do reservatorio de Alagados realizado pelo Instituto Ambiental do
Parana (IAP, 2004; IAP, 2009). A média anual da concentracao de fosforo reativo no
reservatério de Alagados é de 0,02 mg.L™". Os valores utilizados no experimento
foram 0,02 mg.L™, 0,02 x 2 (0,04 mg.L™) e 0,02 x 4 (0,08 mg.L™ ). Um controle sem
adicdo de fésforo (0,00 mg.L™ = PO) foi utilizado como uma forma de mensurar o
crescimento da cepa a partir do armazenamento interno desse elemento. Outro
controle com fosforo, porém sem cianobactérias, permitiu o monitoramento do
possivel consumo de fosforo por outras bactérias ou contaminantes. A cada
tratamento foi atribuido um cdédigo com base na condicdo a qual cada um foi
submetido, conforme tabela 7.

O inbculo utilizado para iniciar o experimento foi de 5 x 10° tricomas.mL™ de
C. raciborskii colhido das culturas adaptadas as condicfes experimentais em fase
exponencial de crescimento (fase log). Todos os tratamentos foram conduzidos em
triplicata.

Amostras foram tomadas sob condi¢gfes estéreis a cada 2 a 3 dias de cada
tratamento a fim de determinar a densidade Optica (absorbancia a 750 nm) como
forma de mensurar o crescimento do cultivo. Uma curva de crescimento padrao foi
construida para cada tratamento. Os frascos Erlenmeyers contendo os cultivos em
condicbes experimentais foram agitados manualmente uma vez por dia. Para
diminuir os efeitos de diferencas de intensidade luminosa e/ou temperatura
incidentes em cada um dos tratamentos, os frascos foram aleatorizados diariamente.

Uma andlise de variancia do tipo ANOVA tri-fatorial foi realizada a fim de
verificar diferencas entre as médias de crescimento da cepa quando submetida a
diferentes condicfes experimentais. O experimento durou 45 dias e foi encerrado
quando a taxa de crescimento (u.dia™l) dos cultivos permaneceu estavel por pelo

menos 5 dias. A taxa de crescimento intrinseco da cepa sob cada uma das
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condi¢cbes experimentais foi calculada para os primeiros 10 dias de cultivo, a fim de
evitar os efeitos de escassez de nutrientes e do auto-sombreamento, a partir do
ajuste de uma reta aos dados das curvas de crescimento de cada uma das réplicas
dos tratamentos (densidade Optica em escala logaritimica x tempo) (dados né&o
apresentados). A taxa de crescimento do tratamento (u) é dada pela inclinacdo da

curva (a). Sendo a equagédo geral dareta: y =a.x + b.

TABELA 7 — CONDIGOES DE TEMPERATURA, INTENSIDADE LUMINOSA E CONCENTRAGAO
DE FOSFORO REATIVO AS QUAIS FORAM SUBMETIDOS OS CULTIVOS DURANTE O
EXPERIMENTO DE CRESCIMENTO DE Cylindrospermopsis raciborski E OS CODIGOS
REFERENTES A CADA UM DOS TRATAMENTOS.

Temperatura Intensidade luminosa Concentragéo de P Cadigo
(°C) (umol fétons.m “s™) (mg.L™ (réplicas)
0,00 T1L1PO (3)
40 0,02 T1L1P2 (3)
0,04 T1L1P4 (3)
16 0,08 T1L1P8 (3)
0,00 T1L1PO (3)
250 0,02 T1L1P2 (3)
0,04 T1L1P4 (3)
0,08 T1L1P8 (3)
0,00 T1L1PO (3)
40 0,02 T1L1P2 (3)
0,04 T1L1P4 (3)
20 0,08 T1L1P8 (3)
0,00 T1L1PO (3)
250 0,02 T1L1P2 (3)
0,04 T1L1P4 (3)
0,08 T1L1P8 (3)
0,00 T1L1PO (3)
40 0,02 T1L1P2 (3)
0,04 T1L1P4 (3)
o5 0,08 T1L1P8 (3)
0,00 T1L2PO (3)
250 0,02 T1L2P2 (3)
0,04 T1L2P4 (3)
0,08 T1L2P8 (3)
0,00 T2L1PO (3)
40 0,02 T2L1P2 (3)
0,04 T2L1P4 (3)
27 0,08 T2L1P8 (3)
0,00 T2L2PO0 (3)
250 0,02 T2L2P2 (3)
0,04 T2L2P4 (3)

0,08 T2L2P8 (3)
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O coeficiente de temperatura (Qq0) foi calculado a partir da equacéao:
Q10 = (Ro/R1)N10/T,-Ty)

Onde:

R, = taxa de crescimento da cepa quando submetida a 16°C
R, = taxa de crescimento da cepa quando submetida a 27°C
T, =16°C

T,=27°C

Esse coeficiente representa o fator de aumento de uma reacdo a cada
elevacdo de 10 graus na temperatura. O Qi (16 - 27°C), para cada intensidade
luminosa e concentragdo de SRP, foi calculado utilizando a taxa de crescimento
meédia (n = 3) da cepa quando submetida a esses tratamentos em cada uma das
temperaturas (16 - 27°C).

Amostras para a anélise da concentracdo de fosfato reativo (mg.L™) foram
coletadas da agua do reservatorio (filtrada em Filtro Millipore de Acetato de Celulose
com abertura de malha de 2 pum) utilizada para o preparo do meio de cultivo ASM-1.
Ao final do experimento novas amostras foram coletadas para a determinacdo da
concentracdo final de fosfato reativo (mg.L™). Essas andlises foram realizadas de
acordo com “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”
(APHA, 1995) pelo laboratorio de Biogeoquimica Marinha do Centro de Estudos do
Mar (CEM) em Pontal do Parana, PR.

3 RESULTADOS

A analise de variancia do tipo ANOVA tri-fatorial revelou que houve diferenca
significativa (F = 71.59, p < 0,001) entre as médias de crescimento da cepa quando
submetida a diferentes temperaturas (16, 20, 25, 27°C) (Tabela 8, Figura 20), exceto
entre 20 e 25°C. Nao houve crescimento intensivo a 16°C, sendo que o crescimento
da cepa sob essa temperatura foi significativamente inferior quando comparado as
outras temperaturas testadas. A taxa de crescimento da cepa a 27°C foi superior,
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mas a densidade Optica ndo superou a observada sob temperaturas medianas (20 e

25°C).

TABELA 8 - RESULTADO DO TESTE DE TUKEY HSD.

Fatores que revelaram diferenca significativa entre as médias de crescimento na
analise ANOVA tri-fatorial, diferenca entre as médias (F) e os respectivos valores

de p.
FATORES F p
Temperatura 71.59 < 0,001
Intensidade luminosa 59.61 < 0,001
Fosforo reativo 3.62 < 0,001
Temperatura:Intensidade luminosa 9.46 < 0,001
Temperatura:Fésforo reativo 5.70 <0,001
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FIGURA 20 — CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE OPTICA
(Absorbéancia a 750 nm) EM DIFERENTES TEMPERATURAS.
As letras a, b e ¢ indicam diferenca estatistica entre os tratamentos.

A intensidade luminosa também teve influéncia no crescimento da cepa
CYLO4 (Tabela 8), sendo que houve diferenca significativa (F = 59.61, p < 0,001)
entre as médias de seu crescimento quando submetida a diferentes intensidades

luminosas (40 e 250 umol fétons.m?.s™). O crescimento da cepa de C. raciborskii do

reservatorio de Alagados foi maior em intensidade luminosa mais alta (Figura 21).
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FIGURA 21 — CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE OPTICA
(Absorbéancia a 750 nm) EM DIFERENTES INTENSIDADES LUMINOSAS.
As letras a e b ndicam diferenca estatistica entre os tratamentos.

Além disso, houve interacdo entre esses fatores (temperatura e intensidade
luminosa) promovendo diferencas significativas (F = 9.46, p < 0,001) no crescimento
da cepa (Tabela 8), ou seja, a influéncia da luz foi dependente da temperatura a qual
foi submetida (Figura 22). Na temperatura de 16°C, ndo houve crescimento intensivo
independente da intensidade luminosa a qual a cepa foi submetida. A intensidades
luminosa alta (250 pmol fétons.m™.s™) foi responsavel por um aumento significativo
no crescimento da cepa em temperaturas medianas (20 e 25°C). A 27°C nao houve
diferenca significativa entre as médias de crescimento da cepa entre as diferentes
intensidades luminosas. Sob essa temperatura, o crescimento da cepa foi similar ao

observado em temperaturas medianas e intensidade luminosa alta (Figura 22).
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FIGURA 22 — CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE OPTICA
(Absorbancia a 750 nm) EM DIFERENTES TEMPERATURAS E INTENSIDADES LUMINOSAS.
As letras a, b, c e d indicam diferenca estatistica entre os tratamentos.

Também houve diferenca significativa (F = 3.62, p < 0,001) entre as meédias
de crescimento da cepa quando submetida a diferentes concentracdes de fosforo
reativo (SRP) (0,00, 0,02, 0,04 e 0,08 mg.L™}) (Tabela 8, Figura 23). De maneira
geral, maiores concentragfes de fosforo reativo promovem um maior crescimento da
cepa CYLO4, sendo 0,04 mg.L? a concentracdo ideal observada durante o

experimento.
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FIGURA 23 — CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE OPTICA
(Absorbéancia a 750 nm) EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE FOSFORO REATIVO.
As letras a e b indicam diferenca estatistica entre os tratamentos.
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ApOs permanecer em “starvation” por 20 dias a cepa CYLO4 manteve a
capacidade de crescimento, mesmo que reduzido, quando cultivada em sem adicao
de SRP (0,00 mg.L™Y). Os tricomas cultivados em meio livre de SRP apresentaram
citoplasma mais hialino (Figura 24 A - H) quando comparado ao dos tricomas

cultivados com adicdo de SRP (Figura 27 | - L).

FIGURA 24 — MORFOLOGIA DOS TRICOMAS DA CEPA CYL04 CULTIVADA EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE SRP.

(A = H) cultivados em meio livre de SRP; (I — L) com adi¢éo de SRP.

Condic¢6es de cultivo: Temperatura = 27°C; Intensidade luminosa = 250 pymol fotons.m™?.s™.
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Houve interacdo também entre os fatores temperatura e SRP (Tabela 8)
promovendo diferenca significativa no crescimento da cepa do reservatorio de
Alagados (F = 5.70, p < 0,001), sendo que a influéncia do SRP foi diferente entre as
quatro temperaturas testadas (16, 20, 25 e 27°C) (Figura 25). Sob 20 e 25°C néo
houve diferenca significativa no crescimento da cepa independente da concentracao
de SRP a qual foi submetida. J& em temperaturas extremas, 16 e 27°C, maiores

concentracfes de SRP levaram a um aumento significativo do crescimento da cepa.
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FIGURA 25 — CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE OPTICA
(Absorbancia a 750 nm) EM DIFERENTES TEMPERATURAS E CONCENTRACOES DE FOSFORO
REATIVO.

As letras a e b indicam diferenca estatistica entre os tratamentos.

A taxa de crescimento (p.dia™) dos cultivos submetidos & temperatura de
16°C (T1) n&o ultrapassou 0,2 dia™* (Figura 26, Tabela 9). Nas temperaturas de 20 e
25°C (T2 e T3), a taxa de crescimento da cepa CYL04 chegou a 0,3 dia™ (Figura 26,

Tabela 9). Os cultivos submetidos a temperatura de 27°C (T4) tiveram taxa de

crescimento maxima préxima de 0,5 dia™* (Figura 26, Tabela 9).
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FIGURA 26 — TAXAS DE CRESCIMENTO (u.dia™) DA CEPA CYLO4 SUBMETIDA A DIFERENTES
CONDICOES EXPERIMENTAIS.
A média das réplicas foi utilizada (n = 3).

TABELA 9 — TAXA DE CRESCIMENTO (p.dia®) DOS CULTIVOS SUBMETIDOS AOS
DIFERENTES TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS ORGANIZADOS EM FUNGAO DA
CONCENTRACAO DE FOSFORO REATIVO.

TRATAMENTOS 0,00mg.L* 002mgL* 004mgL? 0,08mg.L™
16°C / 40 pymol fétons.m “.s™ 0,00+0,00 009+0,06 0,13+0,07 0,15+0,08
16°C / 250 pymol fétons.m %s®  0,08+0,11 0,07+0,06 0,20+0,12 0,17 + 0,08
20°C / 40 pmol fétons.m Z.s™ 0,12+0,04 0,13+0,01 0,13+0,03 0,09+0,01
20°C / 250 pmol fétons.m “s™  0,23+0,01 0,25+0,03 0,23+0,04 0,26 +0,01
25°C / 40 pmol fétons.m Z.s™ 0,15+0,02 0,15+0,02 0,14+001 0,08+0,01
25°C / 250 pmol fétons.m “s™ = 0,26 +0,01 0,33+0,03 0,26+0,02 0,26 +0,02
27°C / 40 pmol fétons.m Z.s™ 0,09+0,07 0,15+0,04 0,18+0,07 0,05+0,01
27°C / 250 pmol fétons.m “s™ | 0,22+0,00 0,30+0,05 047+004 0,40 +0,03
Os dados foram apresentados na forma de taxa de crescimento (p.dia™) + desvio padrao.

Os valores de Q1o (16 - 27°c) calculados para a cepa de C. raciborskii do reservatorio
de Alagados foram maiores quando cultivada sob alta intensidade luminosa (Tabela
10).

TABELA 10 — COEFICIENTES DE TEMPERATURA (Qy 16 27) CALCULADOS PARA
A CEPA DE C. raciborskii CYLO4 CULTIVADA SOB DIFERENTES INTENSIDADES
LUMINOSAS E CONCENTRACOES DE FOSFORO REATIVO.
TRATAMENTOS 0,00mgL? 002mgL* 004mgL* 0,08mg.L™
40 pmol fétons.m “.s™ - 1.59 1.34 0.37
250 pmol fétons.m “s™ 2.51 3.75 2.17 2.18

Os tricomas submetidos a concentracdo de SRP equivalente a 0,08 mg.L™
apresentaram heterdcitos durante a maior parte do periodo de experimento. A

producdo de heterdcitos iniciou entre o quinto e sexto dia de experimento. Os
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tricomas cultivados em menores concentragbes de SRP também formaram
heterdcitos nas fases iniciais do experimento, mas perderam essas células
especializadas apos a fase de maior crescimento do cultivo (entre o décimo e

décimo quinto dia).

4 DISCUSSAO

A temperatura mostrou-se um importante fator regulador do crescimento da
cepa de C. raciborskii CYLO4. Apesar da temperatura Otima de crescimento da
espécie, estabelecida em laboratorio, ser relativamente alta (entre 25 e 35°C, e.g.
SAKER; EAGLESHAM, 1999; BRIAND et al., 2004), a cepa do reservatorio de
Alagados mostrou-se capaz de manter o crescimento também em temperatura
reduzida (16°C). A taxa de divisdo da cepa quando submetida a 16°C foi baixa (Umax
= 0,2 dia™®) quando comparada aos outros tratamentos. A tolerancia da espécie a
temperaturas tdo baixas quanto 16°C ja havia sido reportada em estudos de
laboratorio (BRIAND et al., 2004; CHONUDOMKUL et al., 2004; PICCINI et al.,
2011). Uma cepa uruguaia de C. raciborskii estudada por Piccini et al. (2011) é
capaz de sobreviver, em laboratério, em 14°C, temperatura ainda mais baixa que a
minima utilizada durante o presente estudo.

A cepa CYLO4 apresentou uma fase lag de 3-5 dias quando submetida a
menor temperatura testada (16°C). Essa fase de adaptagdo metabdlica antes de
iniciar a divisdo também foi observada por outros autores. Nos experimentos de
Chonudomkul et al. (2004) cepas japonesas e tailandesas apresentaram
crescimento bom ou moderado sob 15 e 17,5°C. Enquanto as cepas tailandesas
apresentaram fase lag com duracado semelhante a do presente estudo, cerca de trés
dias, as cepas japonesas iniciaram o crescimento logo apds a inoculacdo. As cepas
japonesas de Chonudomkul et al. (2004) parecem estar completamente adaptadas a
baixas temperaturas (sem precisar de aclimatacao), devido a essa ser uma condi¢cao
constante na regido de onde foram isoladas. As cepas tailandesas de Chonudomkul
et al. (2004), assim como a brasileira do presente estudo, sdo capazes de manter o
crescimento em temperaturas baixas, ao redor de 15°C, mas necessitam de um

periodo de aclimatacdo. Isso se deve ao fato de essas temperaturas ndo serem



comuns em periodos de dominancia de C. raciborskii nas regiées de onde foram
Isoladas.

A tolerancia de C. raciborskii a temperaturas baixas vem sendo observada
também em campo (DOKULIL; MAYER, 1996; WIEDNER et al., 2007). Fabre et al.
(2010) encontraram elevada biomassa de C. raciborskii em um lago subtropical
uruguaio durante o inverno, em temperatura proxima a 11°C (FABRE et al., 2010).
Essa € a menor temperatura na qual a espécie ja foi registrada dominando o
fitoplancton total (FABRE et al.,, 2010) e, até agora, a menor temperatura que a
espécie pode tolerar. Como uma evidéncia, deve-se citar o fato de que algumas
cepas nédo foram capazes de sobreviver em laboratdrio sob temperaturas menores,
como 10°C (CHONUDOMKUL et al., 2004).

Cylindrospermopsis raciborskii, de fato, € capaz de manter-se em alguns
lagos subtropicais (e.g. CHONUDOMKUL et al., 2004; FIGUEREDO; GIANI, 2009;
FABRE et al., 2010; PICCINI et al., 2011) durante a maior parte do ano. A implicacéo
ecologica do crescimento da espécie, mesmo que reduzido, em temperaturas baixas
€ a manutencdo do inoculo inicial para a floracdo no préoximo periodo de
crescimento. Essa caracteristica, observada na cepa de C. raciborskii do
reservatorio de Alagados, pode ser responsavel por sustentar um nimero limitado de
tricomas no reservatorio durante o inverno, que pode desencadear a préxima
floracdo, em janeiro, quando as condicbes ambientais tornam-se novamente
favoraveis.

Em climas frios, a producdo de acinetos desempenha um papel fundamental
no crescimento de C. raciborskii (BRIAND et al.,, 2004). Cepas isoladas da regiao
temperada comumente produzem essas células de resisténcia, normalmente, sob
temperaturas baixas de inverno (HAANDE et al., 2008). J4 as cepas isoladas de
ecossistemas localizados em regibes mais quentes, como a regido tropical do globo,
raramente produzem acinetos (SAKER; GRIFFITHS, 2001). Apesar de alguns
autores sugerirem que as cepas subtropicais de C. raciborskii persistam apenas na
forma vegetativa durante o inverno (e.g. SAKER; GRIFFITHS, 2001; PICCINI et al.,
2011), quando cultivada a 16°C, a cepa CYL04 apresentou producédo de acinetos,
mesmo que em pequena quantidade (em média 16 acinetos.mL™?, dados n&o
apresentados). Essas células de resisténcia aparecem nessa cepa de maneira
isolada ou, mais comumente, em grupos de duas ou trés dessas células dispostas

em sequéncia entre as células vegetativas. A formacéo de acinetos esta relacionada
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a alta capacidade da espécie de tolerar condicbes estressantes (BICUDO;
MENEZES, 2005), como temperatura baixa, nesse caso. No reservatorio de
Alagados, a producdo de acinetos pode ser iniciada com a chegada do inverno,
quando a temperatura da agua da zona fética cai drasticamente (SANEPAR,
relatérios internos). Dessa maneira, a temperatura de germinagédo dessas células de
resisténcia (entre 22 e 23°C para C. raciborskii, PADISAK, 1997; BRIAND et al.,
2004; MOORE, MCGREGOR; SHAW, 2004) poderia explicar a regularidade das
floracdes no reservatério, que ocorrem a partir de janeiro, quando a temperatura da
agua do fundo do reservatorio € maior que 22°C (IAP, 2009). Os acinetos em
germinacao podem ser carreados também, ainda mais cedo, de regides mais rasas
do reservatorio, cuja agua do fundo pode atingir a temperatura de germinacéao ainda
mais cedo.

Em regides subtropicais e temperadas ha uma maior variacdo da temperatura
anual, que influencia diretamente na temperatura da agua. No reservatério de
Alagados, localizado em uma regido subtropical, C. raciborskii aparece com
biomassa relativamente alta (entre 10.000 e 300.000 céls.mL™Y), usualmente, em
janeiro (temperatura superficial da agua muitas vezes superior a 25°C), e se mantém
até julho-agosto (temperatura da agua proxima a 15°C) (SANEPAR, relatorios
internos). Apesar das caracteristicas de C. raciborskii apresentadas anteriormente
(capacidade de manter a populacdo reduzida e producdo de acinetos em
temperatura baixa), eventos de quedas bruscas de temperatura parecem influenciar
diretamente a abundancia das floracdes nesse reservatorio (ver Figura 4). Como
especulado por Padisak (1997), essa espécie é incapaz de se adaptar rapidamente
a uma grande variacdo de temperatura. Essa caracteristica pode ser responsavel
pelo decaimento das floragcbes durante o inverno em regides subtropicais, como a
gue esta localizado o reservatério de Alagados, e temperadas. Um evento de queda
brusca para temperaturas menores que 16°C poderia ser um dos fatores limitantes
da biomassa de C. raciborskii em meados de junho no reservatério de Alagados. Na
zona fotica desse reservatério ha uma amplitude térmica anual de 12°C (de
temperaturas préximas a 27°C no verao para menores que 15°C no inverno). Entre
maio e junho ocorre uma queda brusca de temperatura de, em média, 5°C (de 20°C
em maio para 15°C em junho). Durante esses eventos, a floracdo da cianobactéria
C. raciborskii é praticamente substituida pela elevada densidade celular da cloréfita

Mougeotia sp. (SANEPAR, relatorios internos). Esses extremos térmicos podem
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limitar a distribuicBo dos organismos através da diminuicdo severa da sua
capacidade de sobrevivéncia (RICKLEFS, 2003), principalmente de grupos com ciclo
de vida curto como o das algas, e favorecer o crescimento de outras espécies
melhor adaptadas ao conjunto de condic¢des locais.

Mougeotia C. Agardh é um género de alga verde filamentosa que esta entre
as algas mais amplamente distribuidas em agua doce (TRANSEAU, 1926), sendo
frequentemente encontrada em lagos acidificados (KLUG; FISCHER, 2000). Em
ecossistemas lénticos, Mougeotia pode ser encontrada no plancton como células
isoladas, como filamentos estreitos e curtos ou enrolados (TRANSEAU, 1926).
Assim como C. raciborskii, espécies do género Mougeotia sdo capazes de produzir
células vegetativas com paredes espessadas (TRANSEAU, 1926) que podem resistir
a periodos com condicdes adversas. Esse fato poderia explicar a dominancia dessas
espécies ao longo dos anos monitorados. O aumento da abundéncia de Mougeotia
sp., que ocorre em meados de julho, pode estar relacionado, além da reducdo da
temperatura no inverno, como demonstrado em nossos experimentos e literatura,
também ao pH da agua do reservatério de Alagados. Em periodos em que C.
raciborskii domina o fitoplancton desse reservatorio, o pH da agua gira em torno de 9
(SANEPAR, relatérios internos). Entre junho e julho tende a ocorrer uma queda no
pH da agua do reservatério, que chega a 6,5, provavelmente decorrente da propria
queda da floracdo e da decomposicdo da matéria organica resultante. Nesses
periodos, o fitoplancton do reservatorio de Alagados passa a ser dominado por
Mougeotia sp. Segundo Klug e Fischer (2000), fatores abidticos associados a
alteracdes no pH desempenham um importante papel na regulacdo da dinamica de
espécies de Mougeotia. Esses autores realizaram experimentos de mesocosmos em
reservatorios onde o género Mougeotia ocorre e observaram um extraordinario
aumento na abundancia das espécies apos acidificacdo experimental. Em termos
econdbmicos, essas elevadas abundancias de Mougeotia sp. ndo sao tao prejudiciais
ao sistema de tratamento de agua, ja que essa clordfita ndo é capaz de produzir
toxina, ao contrario da cianobactéria C. raciborskii.

A energia térmica acelera a maioria dos processos vitais, portanto, como o
esperado, C. raciborskii cresceu mais rapidamente conforme se elevou a
temperatura nos experimentos. Entre as temperaturas testadas durante o presente
estudo, a cepa de C. raciborskii atingiu maior taxa de crescimento a 27°C. Essa foi a

maior temperatura testada, considerando que é a temperatura maxima que ocorre no
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reservatorio de Alagados, local de onde a cepa foi isolada. Os cultivos submetidos a
essa temperatura exibiram taxa de crescimento maxima préxima de 0,5 dia™. Por
outro lado, a densidade Optica alcancada pela cepa a essa temperatura nao superou
a observada sob temperaturas medianas (20 e 25°C). Em cultivos ndo continuos,
como o utilizado durante esse estudo, quanto maior a taxa de crescimento do
organismo mais rapidamente ocorrera o colapso, por competicdo ou limitagdo por
recurso. O que pode ndo ocorrer em campo, onde a disponibilidade de recurso €,
teoricamente, continua.

O 6timo de temperatura das enzimas (crescimento maximo) da cepa CYLO4
pode ndo ter sido atingido sob as condi¢cdes experimentadas nesse trabalho.
Segundo Briand et al. (2004), a temperatura 6tima de crescimento da espécie esta
entre 25 e 30°C, assim como demonstrado anteriormente por Shafik et al. (2001)
para cepas hungaras e por Saker e Griffiths (2000) para australianas. Com o
aumento da temperatura global, resultante do aceleramento do efeito estufa, essa
elevada temperatura 6tima de crescimento de C. raciborskii pode levar a sérias
implicacdes na produtividade e distribuicdo dessa microalga. Como uma evidéncia, a
cepa de C. raciborskii CYLO4 cresceu bem em laboratério sob as temperaturas
médias que ocorrem no reservatério de onde foi isolada (20 e 25°C). Por outro lado,
se, decorrente do aquecimento global, a temperatura média de verdo aumentar de
25 para 27°C no reservatoério de Alagados, a taxa de crescimento da cepa pode ir de
0,3 para 0,5 dia™. Esse aumento na taxa de crescimento pode favorecer ainda mais
a dominancia de C. raciborskii no reservatorio e promover a manutencao da floracéo
por periodos ainda mais longos durante o ano. A mudangca para esse cenario
poderia trazer sérias implicagcdes para os 0rgdos responsaveis pelo abastecimento
publico.

Portanto, como observado em nossos dados e ja reportado na literatura
(BRIAND et al., 2004), Cylindrospermopsis raciborskii € capaz de tolerar uma ampla
faixa de temperatura, desde muito baixas (CHONUDOMKUL et al., 2004; WIEDNER
et al., 2007; FABRE et al., 2010; PICCINI et al., 2011) até altas (SAKER,;
GRIFFITHS, 2000; SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004). A ampla tolerancia
térmica permite o crescimento dessa microalga em diferentes ambientes e pode ser
considerada uma vantagem seletiva para espécies potencialmente invasoras
(DOKULIL; MAYER, 1996; BRIAND et al., 2002).
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A taxa de crescimento exibida pela cepa de C. raciborskii do reservatorio de
Alagados foi mais baixa do que os valores encontrados na literatura (Tabela 11). De
maneira geral, as cepas subtropicais exibem taxas de crescimento menores quando
comparadas as cepas tropicais (Tabela 11). Entre as cepas brasileiras de C.
raciborskii, por exemplo, as cepas isoladas de regides subtropicais (Presente estudo;
CARNEIRO et al., 2009) exibem taxas de crescimento inferiores as de cepas
isoladas da regido tropical (BRIAND et al., 2004). As cepas isoladas da regiao
tropical da Australia exibem as maiores taxas de crescimento (Tabela 11) entre
cepas de C. raciborskii investigadas até agora. Na regido tropical as temperaturas
permanecem altas durante todo o ano, implicando em maior crescimento potencial
da cepa nesses ambientes, enquanto em latitudes mais altas as temperaturas
tendem a ser mais baixas, com crescimento relativamente menor das cepas de C.
raciborskii. Além da adaptacdo das cepas, as diferencas entre as taxas de
crescimento encontradas durante os estudos também podem estar relacionadas as
metodologias utilizadas pelos autores, como diferentes meios de cultivos e
fotoperiodos em que as cepas foram cultivadas. Medicbes e comparacdes entre
taxas de crescimento representam uma importante forma de expressar o0 sucesso
ecolégico relativo de uma espécie ou cepa na adaptacdo ao seu ambiente natural ou

ao ambiente experimental que Ihe é imposto (CARNEIRO et al., 2009).
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TABELA 11 — TAXAS DE CRESCIMENTO MAXIMO (ums) DE CEPAS DE C. raciborskii ISOLADAS
DE DIFERENTES LOCAIS.

Origem da Taxa de CondicBes experimentais Referéncia
cepa crescimento
Temperatura  Luminosidade  Fotoperiodo
(ndia™) (°C) (umol fétons. (horas)
m'z.s'l)

Brasil 0,5 27 150 12:12 Presente estudo
(PR)
Brasil 0,3 24 150 12:12 Carneiro et al., 2009
(SP)

Alemanha 0,3 27,5 80 12:12 Mehnert et al., 2010
Uruguai 0,6 25 135 16:8 Bonilla et al., 2012
Uruguai 0,6 26 180 16:8 Piccini et al., 2011
Australia 0,6 25 50 12:12 Saker e Neilan, 2001
Australia 0,7 25 150 16:8 Briand et al., 2004
Hungria 0,7 25 100 16:8 Briand et al., 2004
Senegal 0,7 25 200 16:8 Briand et al., 2004

Franca 0,7 25 100 16:8 Briand et al., 2004
Brasil 0,8 25 100 16:8 Briand et al., 2004
(PE)

Austrélia 1,2 26 100 12:12 Saker et al., 1999

Uruguai 13 26 180 16:8 Piccini et al., 2011

Australia 1,4 25 50 12:12 Saker e Neilan, 2001
Austrélia 1,9 26 118 12:12 Saker et al., 1999

Além da caracteristica euritérmica da espécie, C. raciborskii tem a capacidade
de crescer em condicbes de baixa intensidade luminosa (Capitulo 2 - Presente
estudo, SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al.,, 2004). Essa habilidade, aliada a
regulacdo da posicao vertical na coluna de agua, entre outras vantagens, permite
acessar os nutrientes em camadas mais profundas da zona fotica (BRIAND et al.,
2004), onde espécies que necessitam de maiores intensidades luminosas para
sustentar o crescimento ndo poderiam sobreviver. Durante o presente estudo, a
interacdo da intensidade luminosa com a temperatura teve efeito positivo no
crescimento da cepa de C. raciborskii CYL0O4. Exceto a 16°C (temperatura sob a
qual a cepa ndo apresentou crescimento intensivo), a intensidade luminosa mais alta
(250 umol fétons.m™2.s™) foi responsavel por maiores crescimentos de C. raciborskii.

Ja sob intensidade luminosa mais baixa (40 pmol fétons.m?s™?), maiores
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temperaturas sdo necessarias para aumentar a taxa de crescimento da cepa. Como
ja mencionado, a temperatura ideal de crescimento de C. raciborskii esta entre 25 e
30°C sob intensidade luminosa ideal (> 80 umol fétons.m?.s™), mas aumenta para
31°C sob intensidade sub-6tima (SHAFIK et al., 2001). Portanto, apesar de ser uma
espécie tolerante ao sombreamento (PADISAK; REYNOLDS, 1998; ISVANOVICS et
al., 2000; BRIAND et al., 2002), C. raciborskii requer intensidades luminosas mais
altas (entre 80 e 120 pmol fétons.m™?.s™?) para atingir seu crescimento maximo
(SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004).

Os valores de Qi (16 — 27°C) calculados para a cepa de C. raciborskii CYL04
foram maiores quando a cepa foi cultivada sob alta intensidade luminosa (250 ymol
fotons.m™?.s™') e concentracdo média anual de fésforo reativo (SRP) (0,02 mg.L™Y)
que ocorre no reservatorio de onde foi isolada (Qip = 3.75). Essa diferenca entre
valores indica que, sob as condi¢bes de luz e concentracdo de SRP que ocorrem
normalmente no reservatério, a taxa de crescimento desse organismo apresentou
uma maior resposta ao aumento da temperatura a que foi submetido. Esses
resultados reforcam a hipotese de favorecimento do crescimento de C. raciborkii no
reservatério de Alagados em resposta as alteracdes climaticas, mesmo sem
qualguer aumento na concentracdo de SRP no reservatorio. As diferencas nos
valores de Qo entre os tratamentos podem ser atribuidas a plasticidade fenotipica e
a alta capacidade de aclimatagcdo de C. raciborskii. Um exemplo disso sdo as
adaptacdes morfofisioldégicas de C. raciborskii para otimizar a absor¢ao de luz como
a mudanca na composicao/proporcao de pigmentos (BONILLA et al., 2012) e na
forma/tamanho dos tricomas (Presente estudo, Capitulo 2).

Assim como a temperatura e intensidade luminosa ideais, 0s organismos
aguaticos necessitam de concentracdes adequadas de fésforo inorganico dissolvido
(PID) no ambiente para manter seu crescimento ativo (ESTEVES, 1998). Todavia,
durante o presente estudo, mesmo crescendo em meio livre de fésforo durante 20
dias antes do inicio dos experimentos, a cepa CYL0O4 manteve a capacidade de
crescimento, mesmo que reduzida (taxa de crescimento maxima de 0,2 dia™),
quando cultivada sem adicdo de SRP (0,00 mg.L™"). Quando submetida a esse
tratamento a cepa ndo apresentou crescimento intensivo, mas foi capaz de manter a
populacdo. Nesse caso, 0s tricomas apresentaram citoplasma com aparéncia mais
clara e com poucas granulacbes quando comparado a tricomas cultivados com

adicdo de fosforo. Sabe-se que essa espécie é capaz de manter o crescimento
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utiizando o suprimento de nutriente armazenado na forma de granulos
citoplasmaticos. Segundo Isvanovics (1997) a diferenca entre a quota celular minima
e maxima de fosforo em C. raciborskii pode satisfazer a demanda desse nutriente
por trés divisbes subsequentes em caso de completa falta de fésforo no meio
extracelular. Dessa forma, concluimos que, apesar da caracteristica hialina dos
tricomas de C. raciborskii utilizados para iniciar os experimentos, o tempo de
aclimatacao néo foi suficiente para eliminar a reserva interna de fésforo.

Em laboratério, C. raciborskii € uma espécie capaz de regular suas respostas
fisiologicas e se adaptar a baixas concentracdes de fésforo inorganico dissolvido no
ambiente (< 0,005 mg.L™") através da diminuicdo da taxa de crescimento e da
atividade fotossintética e do aumento da atividade de enzimas antioxidantes e
fosfatases extracelulares (WU et al., 2012). Cylindrospermopsis raciborskii exibe a
peculiar capacidade de utilizar formas de fosforo organico dissolvido, o que lhe
confere uma vantagem em ambientes com baixas concentracbes de fbsforo
inorganico dissolvido (WU et al., 2012). Quando o fésforo € escasso, a producéo de
fosfatase alcalina (enzima responséavel pela hidrolise de fésforo orgéanico) por C.
raciborskii pode compensar a deficiéncia de fésforo no ambiente.

De maneira geral, a concentracdo de fésforo reativo (SRP) na barragem do
reservatério de Alagados permanece abaixo da média (0,02 mg.L™), variando de
0,00 (abaixo do limite de deteccdo = 0,01 mg.L™?) a 0,07 mg.L* Essas
concentracfes podem ser consideradas baixas quando comparadas as de outros
reservatorios da regido (ver Tabela 3). Mesmo sob essas condic¢des, as floragbes de
C. raciborskii se mantém em altas densidades. Segundo Burford e O'Donohue
(2006) pequenas concentracdes de fosforo em aguas superficiais, mesmo menores
que as que ocorrem em Alagados, ja podem ser suficientes para promover o
crescimento do fitoplancton, tais como C. raciborskii. De fato, ha um crescente
dominio dessa espécie no fitoplancton de lagos com concentracdes de fosforo total
abaixo de 0,2 mg.L™ (BONILLA et al., 2012). Sabe-se que essa espécie domina
também em outros lagos e reservatérios com concentracbes de fésforo que
permanecem muitas vezes abaixo do limite de deteccdo (BURFORD; O'DONOHUE,
2006; POSSELT; BURFORD; SHAW, 2009). Isso se deve ao fato de que alguns
organismos, como C. raciborskii, evoluiram mecanismos ou adapta¢cfes para lidar
com concentracdes variaveis de fosforo no ambiente (DYHRMAN et al., 2007

AUBRIOT et al.,, 2011). Assim como varias outras espécies de cianobactérias, C.
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raciborskii pode ser considerada uma eficiente especialista no que diz respeito ao
armazenamento intracelular de fésforo (ISVANOVICS et al., 2000; PADISAK;
REYNOLDS, 1998).

Apesar da concentracdo de fosforo relativamente baixa, o reservatério de
Alagados é polimitico, ou seja, ocorrem diversos eventos de circulagdo durante o
ano (IAP, 2009). Essa dindmica permite a liberacdo e ressuspensdo de fésforo,
garantindo consequente fornecimento continuo desse elemento proveniente do
sedimento do reservatorio (WU et al., 2012). Esse fornecimento pode ser suficiente
para a utilizacdo e o armazenamento por C. raciborskii, podendo sustentar a floracao
(PADISAK, 1997). Segundo Isvanovics et al. (2000), a liberacdo de fosforo do
sedimento podem fornecer um importante suprimento desse elemento para C.
raciborskii, sendo que 0,01 mg.L™ durante 15 minutos é suficiente para manter uma
floragdo. O dominio dessa cianobactéria é favorecido em sistemas com
abastecimento flutuante de fosforo (BRIAND et al.,, 2002; POSSELT; BURFORD;
SHAW, 2009; AUBRIOT; BONILLA, 2012), como o reservatério de Alagados.
Posselt, Burford e Shaw (2009) demonstraram que adicbes diarias de PID a
bioensaios in situ causaram tanto um acréscimo na concentracao de células de C.
raciborskii quanto um aumento também na dominéncia dessa espécie. C. raciborskii
apresenta superior capacidade de armazenamento de fosforo (ISVANOVICS et al.,
2000). Portanto, as entradas desse elemento por pulsos podem fornecer uma
vantagem sobre as entradas constantes. A resposta de crescimento pode, desse
modo, ser mais dependente da capacidade da cianobactéria de aperfeicoar a
absorcdo de SRP durante um intervalo de tempo de flutuagcéo de nutrientes do que
da quantidade de nutriente absorvida em si (AUBRIOT; BONILLA, 2012).

Quando cultivada sob maiores concentracoes de SRP a cepa de C. raciborskii
do reservatorio de Alagados, apresentou taxa de crescimento dependente da
temperatura a qual foi submetida. Entre 20 e 25°C n&ao houve diferenga significativa
no crescimento da cepa, independente da concentracdo de SRP na qual foi
cultivada. Ja a 27°C, maiores concentracbes de SRP levaram a um aumento
significativo no crescimento da cepa. Sob essa temperatura foi possivel observar
claramente o efeito de diferentes concentracbes de SRP no crescimento da cepa
CYLO4. Apenas os tratamentos com concentracdo de SRP correspondente a 0,00
mg.L™ ndo apresentaram crescimento intensivo. Nessa temperatura, os tratamentos

com concentracdo de SRP correspondentes a 0,02 mg.L' e 0,04 mg.L*



93

apresentaram crescimento diretamente proporcional a concentracdo de fdsforo
adicionada ao meio de cultivo (concentracdo natural no reservatério do qual foi
isolada e o dobro desse valor, respectivamente).

De maneira geral, quando cultivada sob concentracdo de SRP igual a 0,02
mg.L? (média anual no reservatério de Alagados), a cepa apresentou maior
crescimento em 20 e 25°C, temperaturas que ocorrem normalmente no ambiente de
onde foi isolada. Esse fato pode sugerir uma adaptacdo da cepa a condi¢des
prevalentes no ambiente da qual foi isolada. O crescimento da cepa sob
concentracdo de SRP equivalente a 0,04 mg.L" (o dobro da média anual no
reservatério) foi significativamente maior quando comparado as outras
concentracbes testadas. Sob essa concentracdo de SRP a cepa cresceu
similarmente entre as diferentes temperaturas (exceto em 16°C onde n&o houve
crescimento intensivo). Essa parece ser a concentragdo 6tima de SRP para a cepa
de C. raciborskii CYLO4.

A concentracdo de SRP equivalente a 0,08 mg.L'l nao promoveu aumento
proporcional no crescimento da cepa de C. raciborskii do reservatério de Alagados.
Estudando uma cepa uruguaia de C. raciborskii, Piccini et al. (2011) encontraram
comportamento semelhante em relagdo a altas concentragbes de SRP.
Aparentemente a cepa uruguaia atingiu sua taxa de crescimento maxima a 1 uM de
fésforo (equivalente a 0,03 mg.L™?), sendo que concentracées maiores que essa nao
promoveram efeito positivo no crescimento. Segundo esses autores, e confirmado
durante esse estudo, o comportamento da cepa pode refletir a concentracdo de
fésforo que ocorre no corpo de agua do qual foi isolada. Sabe-se também que C.
raciborskii € uma oportunista com relacdo ao fosforo, no entanto, perde sua
vantagem em niveis elevados desse nutriente (ISVANOVICS et al., 2000). Em
campo, de fato ha uma relacdo negativa entre o estado tréfico e a contribuicdo
dessa cianobactéria para o fitoplancton total (BONILLA et al., 2012).

Além disso, o menor crescimento da cepa em 0,08 mg.L* de SRP, quando
comparado ao crescimento em 0,04 mg.L?, também pode ser atribuido a um
desbalanceamento na relacdo N:P do meio de cultivo utilizado nesse tratamento, ja
que a concentracdo de fosforo foi aumentada em quatro vezes, enquanto a de
nitrogénio foi mantida como o recomendado para o preparo do meio ASM-1. Uma
evidéncia foi a persistente presenca de heterdcitos. C. raciborskii € uma

cianobactéria diazotréfica, ou seja, que possui a capacidade de fixar nitrogénio
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atmosférico (N,) através dos heterdcitos em ocasiées em que o nitrogénio inorganico
dissolvido se torna escasso no ambiente (PADISAK, 1997; BURFORD; DAVIS,
2011). A producéo de heterocitos pela cepa CYLO4 foi intensa quando submetida a
concentracao de SRP de 0,08 mg.L™" durante praticamente todo o experimento,
enquanto os tricomas cultivados sob menores concentracbes de fésforo formaram
essas células especializadas apenas nas primeiras fases do crescimento.
Similarmente, nos experimentos de Moisander et al. (2008) as taxas de crescimento
de cianobactérias diazotréficas, incluindo C. raciborskii, foram mais lentas quando
nao houve adicdo de nitrogénio juntamente com o fosforo. Sabe-se que, de fato, C.
raciborskii cresce mais rapidamente em culturas quando ha uma fonte de nitrogénio
fixado (SAKER et al., 1999; HAWKINS et al.,, 2001; SHAFIK et al., 2001;
MOISANDER et al., 2008), sendo que a forma de assimilagao preferencial por essa
cianobactéria € a amonia (NH4") (BOUVY et al., 1999; BRIAND et al., 2002). Sprober
et al. (2003) sugerem que a fixacdo de N, depende do teor de nitrogénio interno nas
células. Portanto, h4 uma relacdo negativa entre a concentracdo de NH;* no meio e
a fixacdo de N,. Por outro lado, a presenca de nitrato (NO3) (forma de nitrogénio
adicionada aos meios de cultivo durante esse estudo) muitas vezes nao inibe
totalmente a atividade da nitrogenase (SPROBER et al., 2003; MOISANDER et al.,
2012). Esse parece ser 0 caso em todos 0s nossos tratamentos em que houve
fixacdo de N, nas fases iniciais do crescimento. Parece que a absorcédo de NOj™ por
C. raciborskii ndo foi suficiente, pelo menos no inicio da fase de maior crescimento
(fase log). Porém, essa cianobactéria parece ser capaz de adaptar-se as condi¢gdes
do meio, adquirindo alto poder de competicdo tanto em condi¢cdo de baixa quanto
alta concentracdo de nitrogénio (MOISANDER et al.,, 2012). A producdo de
heterdcitos supriu a falta de nitrogénio (através da fixacdo de N,), mas o alto gasto
de energia deslocado para a formacao de heterdcitos (KENESI et al., 2009) pode ter
limitado a energia disponivel para o crescimento e, consequentemente, causado
uma diminuicdo da taxa de crescimento da cepa nesses tratamentos. Esses
resultados suportam o argumento de que o crescimento de cianobactérias
diazotroficas € mais lento do que a do fitoplancton ndo diazotrofico, sob limitagédo por
nitrogénio, devido ao gasto de energia desviada para a fixacdo de N, (MOISANDER
et al., 2012). Todavia, a relacdo entre a utilizacdo de foésforo e nitrogénio e a
dominancia de C. raciborskii ndo € um mecanismo simples (BURFORD; DAVIS,

2011) e, para isso, sdo necessarios experimentos mais especificos.
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A cepa de C. raciborskii do reservatorio de Alagados parece ser dependente
da fixacéo de nitrogénio. Em cultivo, os heterdcitos séo formados antes do inicio da
fase log, entre os processos fisioloégicos de preparacdo para a reproducdo. Esse
poderia ser interpretado como um interessante comportamento antecipatorio. Da
mesma forma, em campo, grande parte da populacdo de C. raciborskii apresenta
heterdcito (observacdes pessoais), provavelmente devido a baixa concentragdo de
nitrogénio inorganico disponivel no ambiente (IAP, 2009). No caso do reservatério de
Alagados, a fixacdo de nitrogénio atmosférico ndo deve ser descartada como um
fator atuando na intensa proliferacdo de C. raciborskii. Moisander et al. (2008)
demonstraram que C. raciborskii compete de forma mais eficiente que outras
cianobactérias diazotroficas nativas de aguas subtropicais da Florida (como
Dolichospermum spp., por exemplo, outra cianobactéria que ocorre no reservatorio
de Alagados, mas néo chega a formar floragdes) em condi¢cdes em que uma fonte de
nitrogénio inorganico dissolvido esteve periodicamente presente. Segundo esses
autores, C. raciborskii € uma cianobactéria diazotrofica facultativa, o que permite a
utilizacado seletiva e eficaz de nitrogénio, seja a partir da fixacdo de N, ou da
assimilacdo de nitrogénio inorganico dissolvido, dependendo das condicdes
ambientais. Essa estratégia € um dos fatores que podem explicar a recente
expansao de C. raciborskii para aguas eutrofizadas por todo o mundo (MOISANDER
et al., 2012). Enquanto cianobactérias diazotroficas, em principio, nunca sé&o
limitadas por nitrogénio, as espécies ndo diazotréficas do fitoplancton sao
frequentemente limitadas por nitrogénio ou fosforo em muitos sistemas de agua doce
(MOISANDER et al., 2012).

Nossos resultados oferecem uma nova perspectiva sobre o que pode ser
considerada uma estratégia efetiva de minimizacdo das floragdes de C. raciborskii
no reservatorio de Alagados. A baixa concentragdo de nitrogénio nesse reservatorio
nao deve limitar o crescimento de C. raciborskii, jA que a concentracdo de fosforo
parece suficiente tanto para o crescimento da cianobactéria quanto para suprir a
falta de nitrogénio através da producado de heterdcito. A predominancia das floracdes
deve ser mantida pelas flutuagcdes de SRP que n&o sdo detectadas pelos programas
de monitoramento, devido ao longo intervalo entre as coletas (entre 30 e 90 dias).
Coletas mais frequentes, assim como a reducdo da carga de fosforo, poderiam ser

utilizadas como medidas para melhorar a qualidade da agua do reservatorio.
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Contudo, trabalhos futuros sdo necessarios para determinar a fisiologia especifica da
utilizacéo de fésforo em interacdo com nitrogénio por esta espécie.

O inicio de uma floracdo pode ser devido a um conjunto de fatores ambientais
como temperatura, intensidade luminosa e duracdo do periodo iluminado,
disponibilidade de nutrientes, competicdo com outras espécies, propriedades fisicas
da agua (CHISWELL et al., 1997), entre outros. Determinar os fatores que
promovem as floragcbes, bem como a maneira como influenciam o comportamento
de diferentes cepas de C. raciborskii, sdo ferramentas extremamente importantes
para o gerenciamento efetivo de corpos de dgua dominados por essa cianobactéria
invasora. Se considerarmos que o crescimento de uma populacdo de cianobactérias
€ continuo, sem interferéncia do meio, podemos descrever esse crescimento atraves
de uma curva, que nos permite modelar a taxa de crescimento da populagdo e
projetar o tamanho que ela pode atingir em um determinado espaco de tempo. A
equacado diferencial dN/dt = r x N nos da a taxa de crescimento intrinseca da
populacdo. Por outro lado, se essa equacdo for integrada (N; = No ") o resultado

pode ser utilizado para projetar ou prever o tamanho dessa populacéo.
Onde:
N = tamanho da populacéo
No = tamanho populacional inicial
t = tempo (dias)
to = ponto de partida ou inicio do crescimento (dia)
N, = tamanho da populacdo no tempo t
e = constante de Euler, a base dos logaritmos naturais (e = 2,717)

r = taxa intrinseca de crescimento da populagao

Sabendo o tamanho inicial da populacdo e sua taxa de crescimento
(apresentada na Tabela 9 para cada condicdo experimental), pode-se usar a
equacao integrada para prever o tamanho da populagdo em um tempo futuro.

Atencdo especial deve ser dada ao fato de que as taxas de crescimento
intrinseco atribuidas para cada uma das situacfes (Tabela 9) foram calculadas a
partir de experimentos laboratoriais (com uma populagdo Unica crescendo em um
ambiente simples), que seguem pressupostos de um modelo matematico simples.
Em laboratério a populacdo € “fechada”, ou seja, as mudancas em seu tamanho
dependem apenas de reproducao e morte celular. A taxa de crescimento € calculada
para um periodo de tempo muito curto, a fim de eliminar a influéncia da falta de

espaco ou escassez de recursos (nutrientes ou luz). A competicdo, predacao ou
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outras interacdes bioldgicas ndo sdo levadas em conta, ja que as taxas de
crescimento sdo calculadas para cultivos puros, unialgais. No ambiente natural,
sabemos que as populacbes nado crescem ilimitadamente, pois ocorre,
principalmente, esgotamento de recursos, além de inumeros outros fatores que
alteram a taxa de crescimento da populagdo ao longo do tempo. Os modelos
matematicos simplificam essa realidade levando em conta que 0s recursos podem
ser temporariamente ilimitados, permitindo que algumas populacbes passem por
fases de crescimento exponencial. Portanto, a previsao realizada a partir desse
modelo matematico apresenta o pior cenario possivel do tamanho da populacdo
para o tempo determinado.

O monitoramento tem alto custo, devido ao grande numero de reservatérios
no Parana, elevado nimero de amostras para analise, assim como de coletas, que
deve ser realizada por pessoal especializado. Por esse motivo, normalmente, as
coletas ocorrem trimensalmente, que é uma escala de tempo muito longa para
monitorar o fitoplancton, composto por organismos com ciclo de vida curto. A
modelagem do crescimento da populacédo pode ser calibrada em campo e fornecer
uma ferramenta util para prever o comportamento do fitoplancton numa curta escala
de tempo. Essa ferramenta pode ser utilizada como uma forma de planejar e

antecipar as acdes a serem tomadas entre uma amostragem e outra.
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5 CONCLUSOES

Essas observacdes auxiliam na caracterizacdo do quadro evolutivo da
ecofisiologia da cianobactéria invasora Cylindrospermopsis raciborskii, levando-se
em conta a interacdo entre importantes fatores reguladores do seu crescimento
(temperatura, intensidade luminosa e fosforo reativo).

Nossos resultados suportam a hipotese de Briand et al. (2004) de que a
recente dispersdo de C. raciborskii para maiores latitudes € devida a uma
combinacéo de fatores, incluindo a sua tolerancia a uma ampla gama de condicdes
ambientais (testamos luz, temperatura e fésforo) e a existéncia de ecétipos que
respondem de forma diversa as flutuagdes ambientais.

A cepa de C. raciborskii do reservatério de Alagados parece estar adaptada
as condi¢cdes do ambiente do qual foi isolada. Porém, o crescimento da cepa pode
ser acelerado em condi¢gOes de temperaturas mais elevadas (+2°C). Dessa forma, o
aguecimento global poderia favorecer C. raciborskii em detrimento das outras
espécies do fitoplancton.

Esse estudo demonstrou que o fésforo pode desempenhar um importante
papel na regulacédo do crescimento de C. raciborskii em temperatura elevada. Com
um pequeno aumento da temperatura global (+2°C), um incremento na concentracao
de fésforo (+0,02 mg.L™") na agua do reservatério pode praticamente dobrar a taxa

de crescimento da cepa.
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APENDICE 1 - Testes preliminares para a realizacéo das curvas de

crescimento

Os cultivos para a realizacdo das curvas de crescimento padrdao da cepa do
reservatorio de Alagados foram mantidos em frascos Erlenmeyers com capacidade
de 250 mL contendo 200 mL de meio ASM-1 modificado. Os frascos foram dispostos
aleatoriamente em uma prateleira da incubadora Eletrolab EL202 (conforme
esquema na Figura 27 A), sob intensidade luminosa de 100 pmol fétons.m?.s™,
temperatura constante de 20 + 1°C e fotoperiodo de 12:12 (claro-escuro), sem
aeracao (Figura 27 B). Os frascos foram agitados manualmente e aleatorizados

guanto a posicao na prateleira da incubadora uma vez por dia.
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FIGURA 27 — ALEATORIZACAO DA POSICAO DOS FRASCOS NA INCUBADORA.
A) Esquema mostrando a aleatorizacdo da posicdo dos frascos com diferentes diluicbes na

prateleira da incubadora; B) Vista superior da prateleira da incubadora com frascos Erlenmeyers
contendo os cultivos utilizados para a construcdo das curvas de crescimento.

Cultivos com trés indculos iniciais foram testados para verificar se a taxa de
crescimento da cepa do reservatério de Alagados assemelha-se ao registrado na
literatura e para estimar-se a densidade celular ideal do indculo. Trés tratamentos
foram utilizados. O primeiro tratamento (diluicdo 1 — D1) teve inicio com a inoculagéo
de 1 mL do cultivo estoque, com densidade de 7.10° células.mL™ (indculo inicial da
diluicdo 1 = 7.10° células), em 200 mL de meio de cultivo ASM-1 modificado. No
segundo tratamento (diluicdo 2 — D2) foi inoculado 2 mL da cultura estoque em 200
mL de meio de cultivo ASM-1 modificado, sendo o indculo inicial equivalente a
13.10° células (2 x D1). No terceiro tratamento (diluicdo 3 — D3) foram adicionados 3

mL da cultura estoque em 200 mL de meio de cultivo ASM-1 modificado, o
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equivalente a 20.10° células (3 x D1). Todos os tratamentos foram realizados em
triplicata.

As curvas de crescimento foram construidas utilizando-se quatro técnicas de
acompanhamento do crescimento das culturas: abundancia de células (células.mL"
Y; abundancia de tricomas (tricomas.mL™); biovolume (mm®.L) e densidade 6ptica
(absorbancia a 750 nm), em funcao do tempo (dias).

A abundancia de células (células.mL™) e de tricomas (tricomas.mL™) foram
obtidas a partir de contagem em camara Sedgewick Rafter sob microscopio invertido
Olympus IX70 a partir de aliguotas retiradas periodicamente (intervalos de 2 a 3
dias) dos cultivos, sob condi¢des estéreis. O numero de tricomas foi contado em
campos aleatorios até no minimo 1000 individuos. O erro de contagem foi aferido em
aproximadamente 10% (VENRICK, 1979). Para calcular a abundancia de células, o
namero de tricomas foi multiplicado por 12,6, nimero médio de células por tricoma
definido previamente pela medi¢do de 30 tricomas e contagem do numero de células
de 100 individuos em aumento de 1000 vezes.

O biovolume (mm?.L) foi calculado a partir da densidade celular, da medida de
30 individuos de cada uma das amostras (densidade de tricomas x volume médio
dos tricomas) e da adaptacéo da forma do tricoma a figura geométrica de um cilindro
(Ve = ¢ 11 r2) de acordo com Hillebrand et al. (1999).

Como forma alternativa a contagem, para acompanhar a taxa de crescimento
das culturas, foi testada a leitura da densidade Optica (absorbancia a 750 nm)
(SHAFIK et al., 2001; CASTRO et al.,, 2004) de amostras de 3 mL coletadas
diretamente dos cultivos em espectrofotdmetro Hitachi U-2001.

As taxas de crescimento das culturas foram calculadas na forma de
velocidade de crescimento especifico (u.dia™®) conforme descrito por Andersen
(2005). A férmula utilizada para o calculo da velocidade de crescimento especifico
foi:

M= (Ln (Ny - Ln (No)) / (t - to)

Onde:

No = ndmero de organismos, biomassa ou densidade Optica no tempo inicial (to)
N, = nimero de organismos, biomassa ou densidade éptica no tempo final (t)

to = tempo inicial

t = tempo final
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Uma reta foi ajustada aos dados das curvas de crescimento de cada uma das
réplicas dos tratamentos (densidade Optica em escala logaritimica x tempo) (dados
nao apresentados), a fim de encontrar a taxa de crescimento do tratamento (u) dada

pela inclinacdo da curva (a). Sendo a equacao geral da reta: y = a.x + b.

1 Curvas de crescimento
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FIGURA 28 — CRESCIMENTO DOS CULTIVOS COM BASE EM DIFERENTES METODOLOGIAS
DE ACOMPANHAMENTO.

A) Abundancia de tricomas (tricomas.mL™); B) Abundancia de células (células.mL™); C) Densidade
optica (absorbancia a 750 nm); D) Biovolume celular (mm®.L™).

A média das réplicas foi utilizada (n = 3).

As barras correspondem aos maximos e minimos a partir das médias.

Na figura 28 sdo apresentadas as curvas de crescimento padrdo construidas
para a cepa CYL0O4 com base nas diferentes metodologias testadas. A média da
abundancia de tricomas (tricomas.mL™?) das trés réplicas de cada um dos
tratamentos iniciados com trés indculos iniciais (D1, D2 e D3) foram plotadas em
funcdo do tempo (dias) na figura 28 A. Esse grafico € muito semelhante a curva da
abundancia de células (células.mL™) em funcéo dos dias de experimento (Figura 28
B), ja que o numero de células foi estimado através do numero de tricomas

contados. A densidade Optica (absorbancia a 750 nm) foi plotada em funcdo do
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tempo (Figura 28 C) e 0 mesmo foi feito para o biovolume celular (mm?*.L™?) (Figura
28 D).

Todas as curvas, independente da diluicdo do inoculo inicial (D1, D2 e D3),
apresentaram crescimento intenso entre os 5 e 10 primeiros dias, mantiveram o
crescimento até um maximo de densidade e, entdo, cairam rapidamente. O inicio da
fase exponencial, a estabilizacdo e a desaceleracdo do crescimento das culturas
ocorreram em sincronia entre as réplicas das diluicbes. Por outro lado, essas fases
ocorreram em tempos distintos entre as diferentes dilui¢cdes.

Durante os 50 dias em que os cultivos foram acompanhados, a diluicdo D1
chegou a abundancia méaxima de aproximadamente 6.000.000 células.mL™, préximo
ao dia 40, enquanto as diluicbes D2 e D3 chegaram a aproximadamente 8.000.000
células.mL™, aos 45 e 35 dias, respectivamente (Figura 28 B). As diluicdes D2 e D3
foram iniciadas com indculo respectivamente 2 e 3 vezes maior que a diluicdo D1,
mas alcangaram abundancia méaxima de células apenas 0,75 vezes maior durante o
periodo acompanhado. Mesmo assim, ndo houve diferenca significativa entre as
abundéancias de células (F = 0,80, p = 0,46) e tricomas (F = 0,87, p = 0,42) nas
diferentes diluigbes durante o periodo acompanhado.

O desvio padréo a partir da média foi maior a cada contagem, a medida que o
namero de tricomas aumentou, independente da forma de acompanhamento do
crescimento dos cultivos (seja atraves da abundéncia de células, de tricomas,
densidade optica ou biovolume) (Figura 28).

A fase exponencial (fase log) da diluicdo D1 teve inicio proximo ao 10° dia a
partir da inoculagdo inicial e manteve-se até aproximadamente o 30° dia da curva,
ou seja, durou cerca de 20 dias. A taxa de crescimento (u) dessa cultura, calculada a
partir da densidade optica (750 nm) foi 0,21 + 0,02. Na diluicdo D2, a fase
exponencial de crescimento iniciou também proximo ao 10° dia e durou até préximo
do 25°, com duracéo de 15 dias, relativamente menor que a da diluicdo D1. A taxa
de crescimento (u) dessa cultura, calculada a partir da densidade 6ptica (750 nm)
durante a fase log foi 0,23 = 0,04. Uma réplica dessa diluicdo (D2-2) cresceu muito
rapido, em maior proporcdo que as outras até o 30° dia e depois caiu abruptamente.
A fase de maior crescimento na diluicdo D3 foi ainda mais curta, iniciando no 10° dia
e perdurando até o 20° dia, com total de duracdo de apenas 10 dias. A taxa de
crescimento (u) dessa cultura, calculada a partir da densidade o6ptica (750 nm)

durante a fase log foi 0,18 + 0,02. Nao houve diferenca significativa entre as taxas de
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crescimento da cepa em culturas iniciadas com diferentes dilui¢des do indculo inicial
(F = 4,115, p = 0,075).

A densidade Optica (750 nm) apresentou boa correlacdo tanto com a
estimativa microscopica do numero de células utilizando camara de Sedgwick-Rafter
(Correlagéo de Pearson, r = 0,93 para D1, r = 0,94 para D2 e r = 0,94 para D3, com
p = 0,000) quanto do namero de tricomas (r = 0,93 para D1, r=0,94 paraD2 er =
0,88 para D3, p = 0,000). Por esse motivo, essa forma de acompanhamente do
crescimento do cultivo foi selecionada para ser utilizada durante os experimentos
posteriores. Uma curva de calibragdo foi construida a partir das contagens do
namero de células por mL e a densidade 6ptica (Figura 29). Uma comparacao entre
os valores dos dois sistemas de medicéo foi realizada através de regressao, a fim de
prever a abundancia de células de uma amostra desconhecida. A inferéncia desses
valores ndo descartou a checagem peridédica de contagens sob microscépio

invertido.
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FIGURA 29 — CURVA DE CALIBRAGAO PARA DETERMINAQAO DA ABUNDANCIA CELULAR
(células.mL™) A PARTIR DA LEITURA DA DENSIDADE OPTICA (ABSORBANCIA A 750 nm).
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2 Consideracoes finais

Os cultivos com diferentes diluicdes de indculo inicial apresentaram a mesma
taxa de crescimento durante a realizacdo da curva de crescimento padrdao da cepa
de C. raciborskii CYLO04, diferindo apenas na duracdo das fases de crescimento. De
maneira geral, a duracdo da fase log dos cultivos foi inversamente proporcional ao
namero inicial de tricomas. Por outro lado, a abundancia maxima de tricomas foi
diretamente proporcional ao tamanho do in6culo inicial, até pelo menos a diluicdo
D2. As diluigbes D2 e D3 foram iniciadas com indculo respectivamente 2 e 3 vezes
maior que a diluicdo D1 e alcancaram maior abundéncia de tricomas durante o
periodo acompanhado, mas apenas 0,75 vezes maior. As diferencas entre as
meédias das abundancias de tricomas obtidas das diferentes diluicbes nao foram
estatisticamente significativas. Da mesma maneira, a taxa de crescimento (M) dessas
culturas foi muito similar (0,2 + 0,04 dia™), independente do inéculo inicial utilizado.
Os dados indicam que o inoculo inicial ndo tem interferéncia direta no crescimento
da cepa, apenas pode limitar antecipadamente o crescimento maximo do cultivo,
provavelmente devido ao aumento do autossombreamento e da competicdo por
nutrientes. Apesar disso, a taxa de crescimento da cepa ndo € ser alterada. Essa
variavel é calculada a partir de um curto espaco de tempo a partir do inicio do
cultivo, justamente para minimizar os efeitos do aumento populacional.

Quanto as metodologias de acompanhamento do crescimento dos cultivos, a
densidade Optica (absorbancia a 750 nm) apresentou boa correlacdo tanto com a
estimativa microscopica do niumero de células quanto do nimero de tricomas. Esse
método pode ser usado como forma preferencial de acompanhamento do
crescimento dos cultivos durante experimentos de curta duracdo. Porém,
recomenda-se 0 monitoramento utilizando técnicas de estimativa microscopica do
namero de células em experimentos mais longos, pois a sensibilidade do método
diminui nesses casos (> desvio padréo).

A cepa de C. raciborskii CYLO4 apresentou curva e taxa de crescimento
similares ao observado por outros autores. A taxa de crescimento (u.dia™) da cepa, a
20°C, ficou em torno de 0,2 dia™, semelhante & encontrada por Briand et al. (2004)
para cepas brasileiras de C. raciborskii (entre 0,1 e 0,3 dia™). De maneira geral, a
cepa entrou em fase log de crescimento entre o quinto e décimo dia a partir da

inoculacéo inicial. Essa fase de maior crescimento durou em torno de 10-15 dias.
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Entre 45-50 dias os cultivos entram em fase de decaimento. Houve uma diminui¢ao
no comprimento dos tricomas no inicio da fase log de cada uma das dilui¢des,
coincidindo com a taxa de crescimento maxima (Umax) de cada uma delas. Nessa
fase do crescimento os tricomas sofrem divisdo multipla, dando origem a um maior
namero de novos tricomas menores. Esses tricomas crescem novamente até atingir
o tamanho original (KOMAREK, 2002).

Diferente de algumas cepas subtropicais que nunca produzem acinetos
(PICCINI et al., 2011), a cepa de C. raciborskii CYL0O4 apresentou producao dessas
células de resisténcia primeiramente na diluicdo D3 e tardiamente na D1. Esse € um
mecanismo desencadeado em condi¢cdes adversas que, como esperado, surgiram
primeiramente no tratamento com maior inéculo inicial (e.g., autossombreamento e
competicdo por recurso/espaco). Os acinetos regrediram ao longo da curva e néo

puderam mais ser observados a partir do 30° dia em qualquer uma das dilui¢des.



