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RESUMO

O acido domoico (AD) é um aminoacido tricarboxilico produzido pela diatomacea
marinha Pseudo-nitzschia spp., que pode causar efeitos gastrointestinais e
neurolégicos em seres humanos ou outros consumidores secundarios. Além disso,
este composto é capaz de quelar metais tracos, especialmente o micronutriente ferro
(Fe). A fim de analisar os efeitos da limitagdo de Fe no crescimento de P. multiseries
e nas suas taxas de producdo e liberacdo de AD, cultivos com diferentes
concentragbes (n=4) de Fe biodisponivel foram mantidos por 30 dias em sistema
estatico. As taxas de crescimento (Umax= 0,45-0,73 d') foram similares em todos os
tratamentos Fe-deficientes (D1=0 nmol.L-'; D2=1,7 nmol.L-" € D3=10 nmol.L") e Fe-
suficiente (meio f/2; S=11.700 nmol.L"), sugerindo que P. multiseries possui um
mecanismo eficiente de aquisicdo e/ou estoque de Fe sob condigdes limitantes do
micronutriente. As concentragdes intracelulares de AD foram significativamente
maiores (p<0,001) no tratamento S em comparagdo com os demais tratamentos,
evidenciando que o Fe €& necessario para a sintese da toxina. No entanto, as
concentragbes extracelulares variaram entre os tratamentos Fe-suficiente e Fe-
deficiente ao longo dos dias experimentais, sugerindo que a liberagdo de AD das
células pode estar relacionada com um aumento nas taxas de absorcio do Fe, quanto
este encontra-se escasso no interior das células. A fim de se comparar os resultados,
uma diatomacea nao-toxica, Bacillaria sp., foi submetida as mesmas condi¢des
experimentais, com a adicdo da fracdo filtrada do meio de cultivo de P. multiseries
(contendo 67 ng. AD ml'') a um dos tratamentos Fe-deficientes (D4=1,7 nmol.L" +
filtr.). Bacillaria sp. alcangou taxas de crescimento (Umax= 0,36—0,73 d') similares as
reportadas para P. multiseries, exceto no tratamento contendo o filtrado (umax= 0,21 d-
1), sugerindo que o crescimento de Bacillaria sp. pode ter sido inibido pela redugéo da
biodisponibilidade de Fe ou por um possivel efeito alelopatico do AD ou de algum outro
composto liberado pela espécie téxica na agua.

Palavras-chave: microalgas nocivas; ficotoxinas; cultivo de microalgas; LC-UVD



ABSTRACT

Domoic acid (DA) is a tricarboxylic amino acid produced by the marine diatom Pseudo-
nitzschia spp., which can cause gastrointestinal and neurological effects to humans or
other secondary consumers. Furthermore, this compound is able to chelate trace
metals, especially the micronutrient iron (Fe). In order to investigate the effects of Fe
limitation on P. multiseries growth and its rates of DA production and release, static
cultures with different concentrations (n=4) of bioavailable Fe were maintained for 30
days. Growth rates (u = 0.45-0.73 d-1) were similar in all Fe-deficient treatments (D1
=0 nmol.L"", D2 = 1.7 nmol.L"" and D3 = 10 nmol.L-") and Fe-sufficient (f/2 medium; S
= 11,700 nmol.L"), suggesting that P. multiseries has an efficient Fe acquisition and/or
stocking mechanism under limiting concentrations of this micronutrient. Intracellular
DA concentrations were significantly higher (p <0.001) in treatment S compared to the
others, demonstrating that Fe is required for toxin synthesis. However, extracellular
concentrations varied between Fe-sufficient and Fe-deficient treatments over the
experimental duration, suggesting that release of DA might be related to an increase
in Fe absorption, when it becomes scarce inside the cells. In order to compare the
results, the non-toxic diatom Bacillaria sp. was subjected to the same experimental
conditions, with the addition of the filtered_fraction of P. multiseries (containing 67 ng
DA ml") to one of the Fe-deficient treatments (D4 = 1.7 nmol.L-1 + filtrate). Bacillaria
sp. reached growth rates (u = 0.36-0.73 d*') comparable to those reported for P.
multiseries, except in the treatment containing filtrate (umax = 0.21 d-"). This suggests
that growth of Bacillaria sp. may have been inhibited by either the reduction of Fe
bioavailability or a possible allelopathic effect of DA or some other chemical compound

released by P. multiseries into the water.

Keywords: harmful microalgae; phycotoxins; microalgae culture, LC-UVD
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1 INTRODUGAO GERAL

O fitoplancton é composto por um conjunto de algas microscopicas,
conhecidas como microalgas, que vivem em suspensdo na coluna dagua e
constituem a base da cadeia tréfica. Sao as principais produtoras primarias nos
ambientes aquaticos e sustentam, de forma direta ou indireta, grande parte da vida
Nnos oceanos, uma area que cobre aproximadamente 70% da superficie da Terra.
Além disso, desempenham um importante papel na regulagdo do diéxido de carbono
(CO2) na atmosfera, sequestrando-o na zona eufética dos oceanos durante o
processo de fotossintese e transportando-o para as aguas mais profundas (GILBERT
et al., 2005).

Quando expostas a um conjunto de condi¢bes favoraveis, tais como
disponibilidade de nutrientes, temperatura da &agua, salinidade e Iluminosidade
adequada, determinadas espécies de microalgas podem atingir um elevado
crescimento populacional (VAN DOLAH, 2000). Segundo Granéli e Johansson (2003),
a disponibilidade de nutrientes é considerada um dos principais fatores que controlam
o crescimento de microalgas marinhas. Sendo assim, a habilidade de competir por
nutrientes limitantes se torna crucial para a proliferacdo de determinadas espécies.

As elevadas abundancias celulares acumuladas na agua durante os eventos
conhecidos como floragbes ou blooms podem significar um aporte benéfico de
biomassa para os consumidores primarios, refletindo em um incremento na
produtividade secundaria e, ultimamente, na produgéo pesqueira e aquicola local. No
entanto, em casos especiais, floragdes de algas nocivas (FAN’s) podem causar efeitos
deletérios ao ambiente e a saude publica, a partir da produgéo de toxinas enddégenas
por algumas espécies de microalgas, ou pelo seu acumulo em grandes biomassas
(GILBERT et al., 2005).

No ambiente marinho, as FAN’s tém ocorrido ao longo da historia da Terra e
em todas as latitudes, sobretudo nas regides costeiras. No entanto, ao longo dos
ultimos 30 anos o fenbmeno parece ter aumentado, seja em extensao geografica de
espécies toxicas ou em diversidade de espécies e compostos toxicos (LASSUS et al.,
2016). As principais explicagbes incluem o aumento do conhecimento cientifico a
respeito das espécies e compostos toxicos; aumento da utilizagado das aguas costeiras
para a aquicultura; estimulo da floracdo de determinas espécies fitoplanctdnicas por
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eutrofizacdo e/ou condi¢des climaticas incomuns; transporte de algas nocivas por
correntes oceanicas ou agua de lastro; impactos das mudangas climaticas, incluindo
o aquecimento global, e da sobrepesca sobre a cadeia alimentar marinha
(HALLEGRAEFF, 2003; LASSUS et al., 2016).

Lassus e colaboradores (2016) categorizaram situagbes em que
determinadas espécies toxicas poderao proliferar de forma anémala, exibindo efeitos
NOCIVOS:

1. Espécies nao-toxicas, mas formadoras de grande biomassa, que podem matar
organismos marinhos pela desoxigenagéo da agua;

2. Espécies produtoras de toxinas causadoras de intoxicacdes alimentares em
humanos consumidores de pescados contaminados. Nesta categoria
encontram-se espécies toxicas responsaveis pelo ASP, DSP, NSP e PSP
(envenenamentos amnésico, diarreico, neurotdxico ou paralisante causado por
consumo de mariscos, respectivamente), além do CFP (envenenamento por
consumo de peixes — Ciguatera) e AZP (envernenamento por azaspiracidos);

3. Espécies que ndo causam danos aos seres humanos, mas sao prejudiciais aos
peixes e invertebrados marinhos por causarem efeitos mecanicos (lesdo ou
entupimento de branquias) ou pela liberagdo de compostos hemoliticos;

4. Espécies produtoras de toxinas que afetam os seres humanos por meio do
contato por via respiratéria, principalmente aquelas transportadas para a praia
por aerossois;

5. Espécies nao incluidas como toxicas para o homem, mas para as quais
verificou-se a toxicidade por meio de bioensaios, sendo, portanto, propensas a

representar possiveis danos.

A principal via de intoxicagdo humana se da pelo consumo de organismos
filtradores que acumulam toxinas. Estas toxinas sao termoestaveis, ou seja, o
cozimento de frutos-do-mar contaminados n&o ameniza a toxicidade (VAN DOLAH,
2000). Até o momento, as toxinas causadoras de ASP, DSP e PSP ja foram reportadas
em microalgas e/ou em organismos consumidores presentes em diferentes pontos da
costa brasileira (PROENCA E MAFRA JR., 2005).

Como revisto por Castro e Moser (2012), ainda ha uma grande discusséo
sobre o real valor adaptativo da produgdo de toxinas. Alguns autores (e.g. GRANELI
& JOHANSSON, 2003; GRANELI et al., 2008; PRINCE et al., 2010) ressaltam que a
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producdo de toxinas representaria uma vantagem competitiva sobre outros
organismos. A sintese de toxinas ou outras substancias alelopaticas liberadas no meio
poderia, assim, ser considerada uma estratégia para reduzir o consumo por
herbivoros e/ou inibir o crescimento de espécies competidoras. Outros estudos
indicam que a produgao de toxinas pode ser uma resposta natural do organismo
sintetizador em fungao das condigdes ambientais (e.g. GRANELI et al., 2008). Por fim,
a producado de toxinas pode ser interpretada como sendo o resultado de desvios
metabdlicos ou produto de interagdes indiretas com bactérias, como citado por
Kodama et al. (2006) para Pseudo-nitzschia spp. (CASTRO & MOSER, 2012).

As regides costeiras de todo o mundo estdo sujeitas a uma variedade de
espécies e impactos toxicos ou nocivos. Considerando-se o aumento das FAN’s nos
ultimos 30 anos, o conhecimento sobre as espécies toxicas e toxinas que estas
produzem se tornaram ferramentas essenciais na prevengdo e mitigacdo dos
impactos que as FAN’'s possam causar. Sendo assim, o cultivo monoclonal de
microalgas nocivas & um procedimento importante na busca pelo esclarecimento da
variabilidade na producao de toxinas entre diferentes espécies e por uma mesma
espéecie sob condicdes ambientais distintas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

As diatomaceas (classe Bacillariophycea) estdo entre as microalgas mais
estudadas do fitoplancton, uma vez que tém sido abundantes nos oceanos desde o
Cretaceo, aproximadamente 66 milhdes de anos atras. Estes organismos unicelulares
caracterizam-se por sua frustula de silica, com tamanho celular que varia de 2 ym a
1000 um, que possuem forma céntrica ou alongada e podem formar longas cadeias
ou agregados de células (LALLI & PARSONS, 1993).

A nomenclatura Bacillariophyceae é derivada do género Bacillaria Gmelin
1791 (TOMAS, 1997), que, conforme revisto por Schmid (2007), foi uma das primeiras
diatomaceas a serem nomeadas e descritas em detalhes por O.F. Muller (1782).
Assim como Bacillaria, o0 género Pseudo-nitzschia pertence a familia Bacillariaceae,
sendo caracterizada pela formacdo de cadeias de células sobrepostas, geradas
através da divisdo sequencial, sendo que em Bacillaria as colbnias apresentam um

notavel movimento de expansao e retracdo (SCHMID, 2007) (Fig. 1).

FIG. 1 CELULAS FORMANDO CADEIAS DAS DIATOMACEAS Pseudo-nitzschia spp. (A) E Bacillaria
sp. (B)

V/4 A

FONTE: (A) Luiz Mafra Jr. e (B) webite diatomloir.eu

Como revisto por Armbrust (2009), aproximadamente um quinto da

fotossintese na Terra é realizada por diatomaceas, resultando numa quantidade de
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carbono orgénico equivalente ao que é gerado por todas as florestas tropicais juntas.
Além disso, as diatomaceas s&o responsaveis por sustentar grande parte da
produtividade dos oceanos, especialmente nas zonas costeiras (SARTHOU, 2005).

O primeiro registro de uma diatomacea produtora de ficotoxinas nocivas aos
organismos consumidores foi em 1987, nos estuarios de Cardigan Bay, em Prince
Edward Island, Canada. Na ocasido, uma floracdo da diatomacea penada Pseudo-
nitzschia multiseries levou a hospitalizacdo de 103 e morte de 3 consumidores de
moluscos bivalves contaminados por uma neurotoxina identificada como acido
domoico (AD), produzida em abundéncia pela microalga (WRIGHT et al. 1989).

Antes disso, o AD havia sido reportado somente na macroalga Chondria
armata, que era inclusive usada como vermifugo por populagdes tradicionais no Jap&o
(DAIGO 1959, citado por MAFRA, 2005). A partir do episodio de 1987 no Canada,
responsavel por associar pela primeira vez a producdo desta ficotoxina a uma
microalga planctdonica, o composto passou a ser detectado no plancton e em
organismos consumidores em diferentes regides ao redor do globo.

As diatomaceas Pseudo-nitzschia spp., principais produtoras do AD no
pléancton, sdo cosmopolitas em aguas costeiras, embora a distribuicdo de algumas
poucas espécies seja restrita a area polar do Hemisfério Norte e de outras a regides
tropicais (HASLE, 2002). Bem adaptadas em climas quentes e frios, em ambientes
temperados ha geralmente uma variagcdo sazonal na abundéncia celular, que
geralmente aumenta na primavera em resposta a maior disponibilidade de nutrientes
e luz (BATES et al, 1989).

Pseudo-nitzschia spp. € considerada um género abundante em aguas
brasileiras, principalmente durante as esta¢des de primavera e verao, quando podem
atingir concentragcdes de milhdes de células por litro (FERNANDES & BRANDINI,
2004; MAFRA et al.,2006; FERNANDES et al., 2013). No entanto, diferentes espécies
tendem a ser dominantes conforme a regido, podendo ser téxicas em uma area, mas
nao em outra, provavelmente devido a diferengas genéticas entre populagdes distintas
e/ou na composicdo bacteriana e fatores ambientais dominantes em cada local
(BATES et al., 1989; 1998).



O AD, produzido por essa diatomacea, € um aminoacido tricarboxilico (Fig. 2)
que atua diretamente no sistema nervoso central de mamiferos, sobretudo na regido
do hipocampo, area do cérebro responsavel por processos de memoéria e
aprendizado, além de fungdes viscerais (ADAM et al., 2009). Conhecido por ser o
agente causador do envenenamento amnésico (ASP) em humanos, por meio do
consumo de moluscos bivalves contaminados (RUE & BRULAND, 2001), a toxina
causa sintomas que podem variar de disfungdes gastrointestinais, vomitos, nauseas,
diarreia, a desorientacao, tontura e perda de memoria de curto prazo, podendo levar
individuos debilitados a morte em casos extremos (BATES et. al., 1989).

Essa molécula pode se acumular no sistema digestivo e, em menor
proporgao, em outros tecidos de organismos suspensivoros quando consumida em
grande quantidade. Devido as altas taxas de acumulo, as maiores concentragdes de
toxinas sdo especialmente encontradas em moluscos bivalves. Em um estudo
comparativo entre as taxas de acumulo de AD por ostras (Crassostrea virginica) e
mexilhdes (Mytilus edulis) mediante o consumo de Pseudo-nitzschia multiseries,
Mafra et al. (2010a) encontraram taxas 3,0—7,5 vezes menores paras as ostras em
comparagao com os mexilhdes (Mafra et al., 2010a; 2010b).

Além do acumulo em moluscos bivalves, o AD pode se acumular em outros
organismos, como por exemplo em peixes (LEFEBVRE et al., 2002) e ser, por meio
do consumo de organismos contaminados, transferida para os niveis troficos
superiores, podendo provocar efeitos gastrointestinais e neurolégicos em seres
humanos ou outros consumidores secundarios (ANDERSON, 2005; TRAINER et al.,
2012). Ha registros de mortandades de mamiferos aquaticos e aves marinhas em
regides costeiras, provocadas por episddios de envenenamento por AD (BELTRAN et
al., 1997; SCHOLIN et al., 2000; McCABE et al., 2016).

Recentemente, na primavera de 2015, McCabe e colaboradores (2016)
reportaram ao longo da costa oeste da América do Norte o maior surto, inclusive em
extensdo geografica, de intoxicagdo de organismos marinhos por AD ja registrado
globalmente. O impacto dessa floragdo massiva de Pseudo-nitzschia spp. se
propagou ao longo da cadeia alimentar e o AD foi detectado em baleias, golfinhos,
toninhas, focas, ledes marinhos, anchovas, caranguejos, ostras e mexilhdes. Além do
impacto ambiental, houve também grande impacto social e econdmico, devido a

suspensao, durante meses, da comercializagado de anchovas, caranguejos e bivalves.
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No entanto, a simples presenca de células de Pseudo-nitzschia na agua néo
indica, impreterivelmente, que havera quantidades suficientes de AD para contaminar
organismos filtradores ao ponto de torna-los improprios para o consumo. A produgéo
de AD por Pseudo-nitzschia spp. € variavel, dependendo da espécie, da cepa e da
condigéo fisiologica da populagédo (LELONG et al., 2012; TRAINER et al., 2012), o que
torna o monitoramento desta toxina substancial e desafiador.

Ha varios estudos tratando da influéncia de fatores ambientais no estimulo do
crescimento e da produgao de AD por estas diatomaceas (FUENTES et al., 2013),
incluindo alteragdes no fotoperiodo (CARUANA et al., 2016; GODINHO et al., 2016),
pH (LUNDHOLM et al., 2004), e a limitagdo na disponibilidade de macronutrientes,
como silicio (Si) e fosforo (P) (BATES et al.,1991; PAN et al., 1996), e de
micronutrientes, como ferro (Fe) (RUE & BRULAND, 2001; WELLS et al., 2005). Em
geral, a toxina € produzida em maiores quantidades sob condigbes que causem uma
reducdo no metabolismo primario, limitando, assim, o crescimento celular (PAN et
al.,1998).

Para a microalga, a produgdo de AD pode ser ecologicamente importante,
uma vez que este composto apresenta a caracteristica de funcionar como um ligante
para metais tragos. Tal caracteristica supostamente aumentaria a biodisponibilidade
de micronutrientes essenciais, como por exemplo, o ferro (Fe), para Pseudo-nitzschia
spp. e diminuiria a disponibilidade de metais tragos potencialmente téxicos caso
estejam em grandes quantidade, no caso, o cobre (Cu) (RUE & BRULAND, 2001;
MALDONADO et al.,, 2002). E esse possivel processo de quelagdo do Fe ocorre,
provavelmente, por meio dos trés grupos carboxilicos presentes na molécula de AD
(BATES et al., 2001) (Fig. 2). Entretanto, varios aspectos relacionados ao mecanismo
de sintese do AD por Pseudo-nitzschia spp., assim como o possivel papel da toxina
em conferir @ microalga uma vantagem competitiva sob concentragdes limitantes de
micronutrientes, como o Fe, precisam ser melhor compreendidos para se avaliar a real
importancia ecoldgica do AD nas areas costeiras onde as floragbes desta espécie

tendem a ocorrer.
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FIG. 2 ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO DOMOICO E A LIGACAO DO FERRO NO COMPLEXO
HIPOTETICO AD-Fe (BATES et al., 2001).

COOH
CH3

N COOH

Experimentos de fertilizagdo mediante a adi¢do de ferro em regides oceanicas
conhecidas como HNLC (“High Nutrient, Low Chlorophyll”) comprovaram que a baixa
disponibilidade do Fe pode limitar a produgéo primaria (MARTIN et al., 1994; COALE
et al., 1996) e que, aumentando as concentragdes de Fe nessas regides pode-se,
consequentemente, aumentar a biomassa fitoplancténica (COALE et al., 2004). As
floragbes que ocorrem nessas regides HNLC, apos a adigdo proposital de Fe, sdo
tipicamente dominadas por espécies de diatomaceas de tamanho celular grande e
com o crescimento rapido (MARCHETTI et al., 2006). Na maioria desses
experimentos, Pseudo-nitzschia spp. responderam mais favoravelmente e dominaram
numericamente no periodo pds-enriquecimento (e.g. COALE et al., 2004), sendo que
varias espeécies eram produtoras de AD, o que indica que Pseudo-nitzschia spp.
possui uma elevada eficiéncia na aquisicao de ferro, possivelmente relacionada com
a produgao de AD e sua liberagdo na agua (RUE & BRULAND, 2001; MALDONADO
et al., 2002; MARCHETTI et al., 2006).

O papel ecolégico do AD em regides costeiras e na plataforma adjacente,
onde o aporte de macro e micronutrientes € usualmente maior, ainda nio é totalmente
compreendido. Se, por um lado, a toxina pode supostamente garantir uma vantagem
competitiva a microalga, diminuindo a limitagcdo por micronutrientes como o Fe e
aumentando, assim, a producio primaria em areas onde o crescimento do fitoplancton
poderia estar limitado, por outro, as floragdes de Pseudo-nitzschia spp. podem causar

eventos de mortalidade de animais marinhos (mamiferos, peixes e aves), além dos
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impactos a economia e a saude publica, caso ocorram na plataforma e costa
adjacente.

Embora surtos de envenenamento humano por AD ndo sejam corriqueiros, é
necessario reconhecer que muitos incidentes de envenenamento por consumo de
frutos do mar contaminados ndo sado devidamente relatados. A sintomatologia e a
rapida eliminacdo de AD do corpo tornam dificil a verificagédo clinica da intoxicagao
(KUMAR et. al., 2009). No entanto, durante uma floragéo de Pseudo-nitzschia australis
em 2014 na Galicia, Espanha, duas pessoas relataram sintomas de ASP (confus&o e
perda de memoaria) apos o consumo de paella preparada com mexilhdes congelados,
adquiridos de canais ilegais de comercializagdo, apesar da proibicdo da colheita
destes organismos que estava em curso (PAZOS et al., 2016).

Apos o evento de 1987 no Canada, um limite seguro de 20 ug de AD por
grama de carne foi instituido para a comercializagdo de moluscos bivalves naquele
pais e, posteriormente, em outras partes do mundo (JEFFERY et. al., 2004). No Brasil,
Mafra Jr., Fernandes e Proenga (2008) sugeriram um nivel de alerta para o
monitoramento de AD a partir de densidades celulares de Pseudo-nitzschia acima de
50.000 células/litro, e um nivel de risco a partir de 100.000 células/litro. Apds cerca de
uma década de monitoramento, em janeiro de 2009 houve o primeiro caso de
deteccdo de concentragbes de AD superiores a 20 ug/kg em carne de mexilhdes
durante uma floragdo dominada por P. pseudodelicatissima (max. 22,5 x 106 cél.L™")
no litoral do estado de Santa Catarina, o que resultou no embargo da comercializagao
por um periodo de 31 dias em virtude do potencial risco a saude humana
(FERNANDES et al., 2013).
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HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipoteses

Foi delimitada a seguinte hipotese principal de trabalho: “Se o ferro é um

limitante para o crescimento e a formacdo de cadeias de diatomaceas, entdo espera-

se encontrar menores abundancias, especialmente de células formando cadeias, em

cultivos de P. multiseries e Bacillaria sp. sob baixas concentragcbes de ferro”. Ainda,

“se a neurotoxina acido domaico tem um papel quelante para Pseudo-nitzschia, entdo

espera-se haver um aumento na producdo e/ou liberagdo da toxina sob limitagcdo de

Fe, e que o efeito de inibigdo no crescimento e formagdo de cadeias seja ausente ou

menor na espécie toxica (P. multiseries) em relagdo a ndo-toxica (Bacillaria sp.)”.

Sendo assim, com a finalidade de testar estas hipoteses, foram definidos os seguintes

objetivos:

3.2

3.2.1

3.2.2

Objetivos

Objetivo geral

Analisar o efeito da limitacdo de ferro sobre o crescimento e a producao de

toxinas pela diatomacea marinha Pseudo-nitzschia multiseries

Objetivos especificos

Analisar o efeito das diferentes concentragées de ferro biodisponivel nos
cultivos estaticos de P.muliseries por meio da determinagdo das taxas de
crescimento, da formacgao de cadeias de células, da quantificagdo da producéo
e da liberacdo do aminoacido neurotdxico acido domaico;

Comparar as taxas de crescimento e formagao de cadeias entre P. multiseries
e uma diatomacea nao-toxica (Bacillaria sp.) expostas as mesmas condi¢oes
experimentais;

Avaliar o papel do filtrado de P. multiseries contendo acido domdico dissolvido
no meio de cultivo como quelante na aquisicdo de ferro pelas espécies de
diatomaceas testadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aquisigdo e manutengdo dos cultivos

Os cultivos de Pseudo-nitzschia multiseries usados nesse estudo (cepas PSN-
164 e PSN-168, isoladas no Oceano Pacifico, costa sul da Califérnia) foram
gentilmente cedidos por Holly Bowers e Christopher Scholin, pesquisadores do
Monterey Bay Aquarium Research Institute (MBARI), Califérnia, EUA. Os cultivos
monoclonais, que foram mantidos em frascos do tipo erlenmeyer, contendo meio f/2
(GUILLARD, 1975), em incubadoras DBO, a 18-19°C, 30-32 salinidade, fotoperiodo
de 12:12 hs (claro: escuro) e irradiancia de ~140 yE m=2 s™', foram repicados a cada
15 dias numa proporgao de 20% de inodculo e 80% de meio de cultivo estéril.

Inicialmente foi realizado um experimento piloto com as cepas PSN-164 e PSN-
168, com a finalidade de escolher qual seria usada no experimento para investigagao
de crescimento e producdo de toxina com limitagcdo do micronutriente ferro. No
experimento, com duracdo de 16 dias, os cultivos de ambas as cepas e suas
duplicatas (n=2), foram mantidos em erlenmeyers contendo meio f/2 (GUILLARD,
1975) em incubadoras DBO, nas condi¢gdes controladas mencionadas anteriormente.
Amostras de 5 mL foram retiradas a cada 2 dias e preservadas em lugol (1%) para
posterior determinagao da densidade celular, por meio de contagens em l&aminas de
Sedgewick-Rafter sob microscopio 6tico. O valor da densidade celular foi calculado
pela média e desvio padrao da contagem em duplicatas, sendo expresso em células
por mililitro (cel.mL™"). Adicionalmente, aliquotas de 30 mL dos cultivos, nos dias 4, 8,
10 e 16, foram filtradas a vacuo em filtros de vidro (Whatman GF/C) para se determinar

a concentracao de acido domaico intracelular.

4.2  Aclimatagéo dos cultivos de Pseudo-nitzschia multiseries

Apos a escolha da cepa que seria utilizada para o experimento de crescimento
e producao de toxinas sob condi¢des limitantes de Fe, a cepa PSN-164 foi aclimatada
sob diferentes concentragdes de metais, sendo estas Metais-suficiente: MS =
concentragdo de metais usada no meio f/2 (GUILLARD, 1975) — 1,0 ml da solugéo

estoque por litro de meio de cultivo, e Metais-deficientes: MD1 = metade da



24

concentragdo de metais (0,5 mL.L™") e MD2 = 1/5 da concentragdo de metais (0,2
mL.L"). Os cultivos e suas duplicatas (n=2) foram mantidos sob estas condigdes por
21 dias em incubadoras DBO, nas condi¢des controladas mencionadas anteriormente.
Amostras de 5 ml foram coletadas a cada 2-3 dias e preservadas em lugol (1%) para
determinagdo da concentragao celular (cél.mL™").

4.3 Experimentos de crescimento e produgdo de toxinas sob diferentes
concentragées de Fe

Culturas de Pseudo-nitzschia multiseries, aclimatadas durante 4 meses por
meio de repiques sucessivos sob condigdes limitantes de metais (1/5 da concentragao
presente no meio f/2; GUILLARD, 1975) e por duas gerag¢des adicionais sem a adi¢ao
de metais, e de Bacillaria sp., também aclimatada por duas gerag¢des sem adi¢ao de
metais, foram inoculadas em agua marinha artificial enriquecida conforme
procedimento descrito a seguir. O meio sintético foi preparado em agua ultra-pura
(Milli-Q®), inicialmente permeada em Resina Chelex 100, para retirada de residuos de
metais-trago (Price et al., 1989) e esterilizada em forno de micro-ondas por trés
minutos (3x). Apos o resfriamento, foram adicionadas concentracdes de sais
conforme composi¢do do meio Aquil (PRINCE et al., 1989), e de macronutrientes,
vitaminas e metais tragcos de acordo com a formulagdo do meio /2, com exce¢ao do
Fe-EDTA, cuja concentrag&o foi manipulada para criar a condigdo Fe-suficiente e os
distintos tratamentos experimentais Fe-deficientes.

Para o tratamento Fe-suficiente (S), a concentragcédo de ferro padréo indicada
no meio f/2 (11.700 nmol.L") foi adicionada ao meio. Nos demais tratamentos Fe-
deficiente, o ferro foi adicionado nas seguintes concentragdes finais: 0 nmol.L™" (D1):
1,7 nmol.L"* (D2) e 10 nmol.L™* (D3). Para cada tratamento, os cultivos foram
distribuidos em frascos individuais contendo 400 ml do meio de cultivo experimental
(quadruplicata por tratamento), sendo inoculados 80 ml do cultivo em fase estacionaria
de crescimento. Durante os 30 dias de cada experimento, os cultivos foram mantidos
em estufa incubadora em condi¢gdes adequadas e controladas de temperatura,

irradiancia e fotoperiodo, conforme mencionado anteriormente (Fig. 3).
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FIG. 3 DISPOSICAO DOS FRASCOS QUE COMPUNHAM OS DIFERENTES TRATAMENTOS (N =
4x4) DO EXPERIMENTO COM Pseudo-nitzschia multiseries NA INCUBADORA, (A) LOGO APOS A
INOCULACAO E (B) APOS 7 DIAS DE CULTIVO. A POSICAO DOS FRASCOS FOI
ALEATORIAMENTE MODIFICADA A CADA 24 HORAS DURANTE O TRANSCORRER DO
EXPERIMENTO.

FONTE: A autora (2016).

Em um novo experimento, os mesmos tratamentos experimentais foram
repetidos para Bacillaria sp., com o acréscimo de um adicional (D4), onde além de
uma concentragéo deficiente de ferro (1,7 nmol.L™"), foi adicionada a fragao filtrada de
um cultivo de P. multiseries em fase estacionaria, contendo 67 ng.mL' de &cido
domodico dissolvido. Para este experimento, foram distribuidas duplicatas de cada
tratamento em frascos individuais contendo 400 ml do meio do cultivo, inoculadas com
80 ml do cultivo aclimatado de Bacillaria sp. em fase estacionaria.

Para ambos os experimentos, ao longo do ciclo de crescimento, foram
coletadas amostras a cada 2-3 dias dos cultivos estaticos expostos aos diferentes
tratamentos. As amostras (aliquotas de 10 mL), preservadas em solugéo de lugol
neutro (1%), foram utilizadas para a determinacdo da densidade de células vivas e
mortas (células/mL"), assim como o percentual de células formando cadeias lineares,
através de contagens em laminas de Sedgewick-Rafter sob microscépio ético.
Aliquotas adicionais de 30 mL dos cultivos foram coletadas ap6s 4, 8, 17 e 30 dias em
cultivo, e entéo filtradas a vacuo em filtros de vidro (Whatman G/C) para se determinar
a concentracao intra- e extra-celular de toxinas no material retido no filtro e no liquido

filtrado, respectivamente, no caso de P. multiseries, ou para quantificagao do teor de
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clorofila-a nas células de Bacillaria sp. As amostras foram estocadas em refrigerador
até o momento das analises de toxinas por cromatografia liquida com deteccéo
ultravioleta (LC-UVD), de acordo com a metodologia descrita por Mafra et al. (2009),
em parceria com o Instituto Federal de Santa Catarina (campus Itajai). A concentragéo
de clorofila-a foi determinada por fluorimetria, seguindo método de extragao e analise

descrito por Arar e Collins (1997).

4.3  Experimento de fotodegradacédo para a corregdo da taxa de liberagcdo de AD

A taxa diaria de liberagdo de AD, em pg.cél.dia, foi inicialmente determinada

da seguinte forma:

(Concentragﬁo de AD extracelular)
Densidade celular / .
Dia

(Eq. 1)
Entretanto, como o AD ¢é altamente fotodegradavel (BOUILLON et al., 2008), e
os experimentos foram realizados na presenca de luz, foi realizado um experimento
adicional para se corrigir a taxa de liberagado de AD.
Desta forma, amostras filtradas de cultivos de Pseudo-nitzschia multiseries
(n=2) foram mantidas em incubadoras DBO, sob condigbes similares as dos
experimentos anteriores: 18-19°C, 30-32 salinidade, fotoperiodo de 12:12 hs (claro:
escuro) e irradiancia de ~140 uE m? s, durante seis dias, com a finalidade de
mensurar a taxa diaria de fotodegradagdo de AD. Foram mensuradas as
concentragdes iniciais e finais de AD por cromatografia liquida com deteccéo
ultravioleta (LC-UVD), de acordo com a metodologia descrita por Mafra et al. (2009),
em parceria com o Instituto Federal de Santa Catarina (campus ltajai). Apds a analise
de AD, foi calculada a taxa de degradacao diaria da seguinte forma:
(AD inicial

— AD final) Eq. 2
(AD inicial * tempo do experimento,em dias) (Eq. 2)

Assim, a média de degradagao diaria (0,012 pg.cél.dia’; Eq. 2) foi adicionada
a taxa medida de liberagao diaria de AD (Eq. 1), para se calcular a taxa corrigida de

liberacao.
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4.4 Tratamentos dos dados e analises estatisticas

A analise e tratamento dos dados foram realizados com o auxilio do programa
R-Studio. Foram utilizadas analises de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia
de diferengas significativas nas concentracbes de acido domdico particulado e
dissolvido (intra- e extra-celular, respectivamente) entre os tratamentos experimentais
durante os dias amostrados. Quando a ANOVA evidenciou diferengas significativas,
foi realizado o teste post-hoc SNK (Student-Newman-Keuls), para se determinar quais
tratamentos e/ou datas se dintinguiram significativamente dos demais. Para ambas as
analises, foram testados a homogeneidade e a normalidade, pressupostos da
ANOVA, através dos testes de Cochran e de Shapiro, respectivamente e, quando nao
atendidas, os dados foram transformados por log(x+1). Para a taxa de degradacéo,
os pressupostos da ANOVA néo foram atendidos mesmo apds a transformagao dos
dados, no entanto, prossegui-se com as analises da mesma forma, uma vez que os
dados estavam balanceados (UNDERWOOD, 1997)

As taxas de crescimento exponencial maximo (u, d-') foram determinadas por
regressdes lineares do logaritimo da concentragéo celular (cél mI') pelo tempo (dias)
durante o periodo da fase exponencial de crescimento em que o cultivo alcangou a
maior taxa de multiplicagdo. Da mesma forma, foi calculada a taxa de crescimento
exponencial entre os dias 0 e 8 (Mo-g), que marcava, aproximadamente, o final da fase

exponencial para todos os tratamentos.
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5 RESULTADOS

5.1 Escolha da cepa de P. multiseries (PSN-164 ou -168)

Entre as cepas de P. multiseries testadas, PSN-164 apresentou maior taxa de
crescimento exponencial maximo (u= 0,57 d'), atingindo uma densidade maxima de
53.312 cél.mL™" no 6° dia de cultivo, enquanto PSN-168 cresceu exponencialmente a
uma taxa maxima de 0,38 d-', atingindo 70.362 cél.mL"" no 10° dia de cultivo (Fig. 4).

FIG. 4 DENSIDADE CELULAR (CEL.mI'1) AO LONGO DO CICLO DE CRESCIMENTO EM CULTIVO
ESTATICO PARA AS CEPAS 164 E 168 DE Pseudo-nitzschia multiseries.

o v PSN-164 oot PSN-168
E 80000 - 80000 -
Eﬁi 70000 - 70000 -
& 60000 - 60000 -
% 50000 - 50000 -
g 40000 - 40000
T 30000 - 30000
220000 - 20000 -
& 10000 - 10000
Q 0 . ol
0 5 10 15 0 5 10 15
Dias

FONTE: A autora (2016).

As maiores concentragdes intracelulares de acido domoico (AD) foram
detectadas no cultivo da cepa PSN-164. Os valores variaram ao longo da curva de
crescimento, sendo maiores ao final da fase exponencial, atingindo um valor maximo
de 1,092 pg.cel'’ no 16° dia de cultivo, enquanto que para a PSN-168 o maior valor
de AD foi somente 0,009 pg.cel’, detectado no inicio da fase exponencial, no 4° dia
de cultivo (Tabela 1).
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TABELA 1. CONCENTRACAO INTRACELULAR DE ACIDO DOMOICO NOS CULTIVOS DE Pseudo-
nitzschia multiseries, CEPAS 164 E 168.

Acido doméico (pg.cél™)

Dias
PSN-164 PSN-168
0 <0,001 0,002
4 0,009 0,009
8 0,486 <0,001
10 1,070 0,001
16 1,092 <0,001

FONTE: A autora (2016).

Apos a analise combinada desses resultados, concluiu-se que a cepa mais
apropriada para o experimento de investigagado de crescimento e produgéo de toxina
sob limitacdo do micronutriente ferro seria a PSN-164.

5.2  Aclimatagéo de P. multiseries

Durante a fase de aclimatacédo da cepa PSN-164 que antecedeu o experimento
de limitagdo por Fe, os tratamentos experimentais MS (f/2) e MD2 (1/5 dos metais de
f/2) renderam taxas de crescimento exponencial maxima (u) semelhantes, 0,26 d' e
0,25 d' respectivamente. As densidades celulares maximas foram atingidas ao final
da fase exponencial (dia 8), chegando a 120.975 cél.mL' em MS e 114.375 cél.mL"’
em MD2. Enquanto isso, o tratamento MD1 (1/2 dos metais de f/2) rendeu um valor
ligeiramente maior de p (0,30 d'), no entanto menores densidades celulares maximas,
alcangando 92.025 cél.mL™" no dia 6.

Durante a fase exponencial dos cultivos de aclimatagao, todos os tratamentos
cresceram de forma similar, no entanto o tratamento MD1 atingiu a fase estacionaria
antes que os demais e sua densidade celular foi diminuindo gradativamente apos o
dia 6, atingindo um minimo de 18.675 cél.mL"! no dia 21. Enquanto isso, o crescimento
celular do tratamento MD2 foi muito similar ao do tratamento MS, atingindo a fase
estacionaria no dia 8 e valor minimo de 48.825 cél.mL"" (comparado a 69.300 cél.mL"
) também no 8° dia de cultivo (Fig. 5). Assim, a concentragdo de metais utilizada em
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MD2 (1/5 da concentragdo do meio f/2) foi a escolhida para o restante do periodo de

aclimatacéo.

FIG. 5 DENSIDADE CELULAR (MEDIA + ERRO PADRAO; n=2) DE Pseudo-nitzschia multiseries AO
LONGO DE UM CICLO DE CULTIVO ESTATICO DURANTE O EXPERIMENTO PARA ESCOLHA DA
CONCENTRACAO DE METAIS A SER USADA DURANTE A ACLIMATACAO. MS= MEIO F/2; MD1 E
MD2= 1/2 E 1/5 DA CONCENTRACAO DE METAIS DO MEIO F/2, RESPECTIVAMENTE.
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FONTE: A autora (2016).

5.3  Experimentos de limitagdo por Fe

5.3.1 Pseudo-nitzschia multiseries

Os tratamentos experimentais a que P. multiseries foi exposta durante o
experimento de limitagdo por Fe resultaram em densidades celulares semelhantes,
nao havendo diferengas significativas entre os cultivos expostos a condi¢gdes Fe-
suficientes (S) e Fe-deficientes (Fig. 6). A taxa de crescimento exponencial de P.
multiseries, medida entre os dias 0 e 8 de cultivo (po-g) foi mais elevada no tratamento
Fe-suficiente (uo-s = 0,22 d'), que atingiu uma densidade maxima de 74.962 cél.mL"’
no 11° dia de cultivo. Sob concentragbes Fe-deficientes (D), as taxas de crescimento
exponencial foram menores em todos os tratamentos (po-s = 0,10-0,16), assim como

a densidade celular para D1 e D3 (71.212 e 68.887 cél.mL™", respectivamente),
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enquanto que o tratamento D2 atingiu uma maior densidade celular (87.412 cél.mL™")
no 14° dia, em comparagdo com os demais tratamentos. As taxas de crescimento
maximo (J) também foram semelhantes para S e D1 (0,70 e 0,73 d,
respectivamente), enquanto que os tratamentos intermediarios renderam taxas
menores (0,45 d' para D2 e 0,53 d' para D3) (Tabela 7).

FIG. 6 DENSIDADE CELULAR (MEDIA + ERRO PADRAO; n=4) DE Pseudo-nitzschia multiseries AO
LONGO DO CICLO DE CRESCIMENTO EM CULTIVO ESTATICO, MEDIANTE A ADICAO DE
CONCENTRACOES DISTINTAS DE FERRO NO MEIO DE CULTIVO (D1=0 nmol.L""; D2=1,7 nmol.L-
. D3=10 nmol.L*; S=11.700 nmol.L™").
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FONTE: A autora (2016).

Em todos os cultivos expostos aos diferentes tratamentos, as células formaram
cadeias com até oito células de comprimento, ndo sendo notada nenhuma diferenca
significativa entre os tratamentos. Tanto o percentual de células formando cadeias
quanto o numero de células por cadeia diminuiram gradativamente ao longo do ciclo
de cultivo estatico. Em geral, predominaram as cadeias curtas, compostas por 2 a 4
células (Fig. 7).
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FiG. 7 PERCENTUAL DE CELULAS FORMANDO CADEIAS DE 2 A 8 CELULAS E DENSIDADE
CELULAR MEDIA (n=4) AO LONGO DO CICLO DE CRESCIMENTO DE Pseudo-nitzschia multiseries
EM CULTIVO ESTATICO, MEDIANTE A ADIQAO DE CONCENTRAQOES DISTINTAS DE FERRO
NO MEIO DE CULTIVO (D1=0 nmol.L"; D2=1,7 nmol.L™"; D3=10 nmol.L""; S=11.700 nmol.L™").
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FONTE: A autora (2016).

As concentragdes intracelulares de AD aumentaram significativamente em
relagdo ao tempo (p = 2,2x1076), assim como foram significativamente influenciadas
pelos tratamentos experimentais (p = 4,47x10*%) (Tabela 2). De acordo com os
resultados do teste SNK, o tratamento S foi o unico que diferiu, estatisticamente, dos
demais. Nao houve diferencga entre os tratamentos amostrais no dia 4, no entanto, nos
dias 8 e 17, as maiores concentragdes intracelulares foram encontradas no tratamento
S (0,20 - 0,45 pg.cél’' respectivamente) em comparagdo com os outros tratamentos
(0,03 — 0,27 pg.cél"). Similarmente, no dia 30, quando foram reportadas as maiores
concentracdes intracelulares entre os dias amostrados, os valores também foram
superiores no tratamento S (2,07 pg.cél'') em comparagdo com os tratamentos Fe-
deficientes (0,84 — 1,29 pg.cél") (Tabela 3).

As concentragdes extracelulares de AD também  aumentaram

significativamente ao longo da curva de crescimento (p = 5,36x10°), mas nao
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diferiram, de modo geral, entre os tratamentos experimentais (p = 0,39). Dependendo
da fase de cultivo, no entanto, houve uma variagdo marcada, mas néo significativa (p
= 0,12) entre os valores medidos nos diferentes tratamentos. Na fase exponencial de
crescimento (dia 8), a maior concentragdo extracelular (1,85 pg.cél) foi reportada
para o tratamento sem adigao de Fe (D1) em comparagao com os demais (0,55 — 0,81
pg.cél ). Ja na fase estacionaria do crescimento (dia 17), as maiores concentragbes
foram medidas no tratamento S (91,30 pg.cél') em comparagdo com os outros
tratamentos (1,95 — 25,80 pg.cél™"). Enquanto que no dia 30 (fase de declinio), as
maiores concentragdes foram novamente detectadas no tratamento D1 (18,61 pg.cél
) quando comparadas aos demais tratamentos (4,56 — 7,24 pg.cél') (Tabela 3).

As taxas diarias (corrigidas) de liberagdo de AD aumentaram ao longo do tempo
de experimento, acompanhando o padrdo de variacdo das concentracoes
extracelulares da toxina: na fase exponencial, as maiores taxas de liberagcdo foram
calculadas para o tratamento D1 (0,30 pg.cél'.dia"') em comparagdo com os demais
(0,15 — 0,20 pg.cél'.dia); ja na fase estacionaria as maiores taxas foram obtidas no
tratamento S (8,26 pg.cél’'.dia’), enquanto que as taxas dos tratamentos com
limitagdo de Fe variaram de 0,28 a 3,23 pg.cél'.dia' no mesmo periodo. E na fase de
declinio (dia 30), as maiores taxas foram novamente reportadas para o tratamento D1
(1,30 pg.cél.dia’) em comparagdo com os demais (-7,04 a 0,39 pg.cél'.dia"). A
ocorréncia de eventuais taxas negativas, que denotam maiores concentragdes
extracelulares de AD no inicio do que ao final de um intervalo de tempo considerado,
foram confirmadas apods re-analise das amostras por HPLC e checagem dos calculos.



TABELA 2. RESULTADOS DA ANALISE DE,VARIANCIA,(ANOVA) E DO TESTE SNK PARA AS CONCENTRACOES INTRA-E EXTRACELULARES (pg.CEL
') E DA TAXA DE LIBERAGAO DIARIA DE ACIDO DOMOICO (AD), ENTRE OS TRATAMENTOS E TEMPO AMOSTRAL, E A INTERACAO ENTRE ELES.

AD (pg.cél) Taxa de liberagido AD (pg.cél'.d")
Intracelular Extracelular
Df MS F p SNK MS F P SNK MS F P SNK
Tr 3 1,89 6,66 7,5x10* D3=D2=D1<S 1,91 1,009 0,39 N/A* 0,40 0,04 0,98
Tm 3 33,1 116,6  2,2x1018  4<8<17<30 41,08 21,60 5,4x10° 8=4=17<30 91,2 9,32 5,7x10°°
TrxTm 9 0,48 1,70 0,11 N/A* 3,18 1,67 0,12 N/A* 55,50 5,67 2,5x105 Dia 04: D1=D2=D3=S

Dia 08: D1=D2=D3=S

Dia 17: D1=D2=D3<S

Dia 30: D1=D2=D3>S

FONTE: A autora (2016).



TABELA 3. CONCENTRACAO MEDIA (n=4) INTRACELULAR (pg.CEL""), EXTRACELULAR (pg.CEL
1), TOTAL (ng.ml"") E A TAXA DIARIA DE LIBERACAO (pg.CEL'.d") DE ACIDO DOMOICO (AD)
MEDIDA AO LONGO DO CULTIVO ESTATICO DE Pseudo-nitzschia multiseries SOB DIFERENTES
CONCENTRACOES DE FERRO. SOMENTE CELULAS VIVAS FORAM CONSIDERADAS PARA O
CALCULO DA DENSIDADE CELULAR E DA CONCENTRACAO INTRACELULAR DE AD, E A SOMA
DE CELULAS VIVAS E MORTAS PARA O CALCULO DA CONCENTRACAO EXTRACELULAR E DA
TAXA DIARIA DE LIBERACAO DE AD.

Concentragido de AD

. Taxa diaria
Dias Tratamentos Intracelular Total de liberagao
Extracelular
(pg.cel™) (pg.cel) (pg-mL™") de AD
(pg.cel.d")
D1 0,04 0,44 0,01 0,16
D2 0,03 0,54 0,02 0,18
4 D3 0,04 0,72 0,02 0,22
S 0,04 0,74 0,03 0,23
D1 0,06 1,85 0,05 0,39
D2 0,06 0,81 0,03 0,21
8 D3 0,03 0,74 0,04 0,22
S 0,20 0,55 0,04 0,17
D1 0,26 1,95 0,10 0,31
17 D2 0,27 25,80 1,15 1,20
D3 0,14 2,15 0,18 0,43
S 0,45 91,30 4,75 8,29
D1 0,84 18,61 0,66 1,35
D2 1,21 4,56 0,20 -1,22
30 D3 1,29 7,24 0,21 0,43
S 2,07 6,83 0,28 -6,99

FONTE: A autora (2016).

5.2.2 Bacillaria sp.

Para Bacillaria sp., a maior taxa de crescimento exponencial, medida entre os
dias 0 e 8, foi observada no tratamento D3 (uos = 0,36 d'), onde densidades
maximas de aproximadamente 30.500 cél.mL"" foram atingidas no 8° dia de cultivo.
Para o tratamento S (Jo-s = 0,27 d'), a densidade maxima foi de 26.850 cél.mL" no
8° dia. Nos demais tratamentos Fe-deficientes, as taxas de crescimento exponencial
e as densidades celulares foram menores, alcangando pos = 0,20 d' e densidade
maxima de 24.750 cél.mL™! no 8° dia no tratamento D2, e po-s = 0,27 d' e 21.500
cél.mL no 11° dia no tratamento D1. Para o tratamento D4, ao qual foi adicionada
a fragdo filtrada de um cultivo de P. multiseries, ndo se registrou um aumento na

abundancia de Bacillaria sp. durante a fase inicial do cultivo (uos=-0,007 d')
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e a densidade celular atingiu somente 16.200 cél.mI'! no 21° dia (Fig. 8). Em todos
os tratamentos, as células de Bacillaria sp. formaram cadeias, algumas com mais de
8 células de comprimento, no entanto, houve predominancia de cadeias curtas, com
2 a 4 células (Fig. 9).

FIG. 8 DENSIDADE CELULAR (MEDIA + ERRO PADRAO; n=2) AO LONGO DO CICLO DE
CRESCIMENTO EM CULTIVO ESTATICO DE Bacillaria sp., EXPOSTA A QUATRO
CONCENTRAGOES DE FERRO (VALORES EM nmol.L'") E UM TRATAMENTO EXTRA COM
ADIGAO DA FRAGCAO FILTRADA DO CULTIVO DE P. MULTISERIES (FILT.) CONTENDO 67 ng
AD.ml".
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FONTE: A autora (2016).

Surpreendentemente, as taxas de crescimento maximo de Bacillaria sp. (U=
0,36-0,73 d') nao diferiram significativamente entre os tratamentos Fe-limitantes e
Fe-suficiente, e foram consistentemente maiores do que as de P. multiseries exposta
a concentragdes equivalentes de ferro, exceto quando houve a adigdo da fragao
filtrada (dissolvida) do cultivo de P. multiseries, no tratamento D4 (u= 0,21 d') (Tabela
7).

As concentragdes de clorofila-a (Chl-a) variaram de 0,35 a 341,17 ug.L" ao
longo dos dias e entre os tratamentos experimentais (Tabela 4), a interagao
signficativa (p=1,45x10%) entre eles (Tabela 6). As maiores concentragdes foram
encontratadas no tratamento sem limitagdo de Fe (S), atingindo valores maximos de
341 pg.L™! no dia 8, quando também foram encontradas as maiores densidades
celulares para este tramento, no entanto, no dia 30, a concentragdo de Chl-a desse
tratamento foi menor (0,35 pg.L™") do que nos demais tratamentos (4,89 — 41,39 ug.L
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). O tratamento sem adigdo de Fe (D1) rendeu concentragdes menores de Chl-a,
variando de 4,89 a 50,15 ug.L™" ao longo dos dias experimentais. Os tratamentos
intermediarios apresentaram concentragdes medianas. No entanto, no tratamento
com adicdo do filtrado de P. multiseries (D4), as concentragbes se mantiveram
constantes ao longo do experimento (23,54 — 41,39 ug.L"), diferente do que foi visto
para o tratamento D2 (5,61-102,66 ug.L"), onde havia a mesma concentragdo de Fe

biodisponivel.

TABELA 4. CONCENTRAGAO MEDIA (n=2) DE CLOROFILA-a (ug.L"") EM CELULAS DE Bacillaria
sp. SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE Fe NOS DIFERENTES TRATAMENTOS, COM
VALORES DE DESVIO PADRAO ENTRE PARENTESES.

Chl-a (ug.L")

Dia D1 D2 D3 D4 S
4  3247(581) 67,90 (36,14) 56,19 (25,81) 23,54 (1,17) 291,75 (85,68)
8 50,15(11,17) 102,66 (49,20) 120,67 (49,31) 29,47 (7,39) 341,17 (2,01)
17 42,60 (1,05) 54,92 (12,77) 66,05 (25,91) 33,36 (6,83) 34,99 (5,15)
30 4,89(0,44) 5,61 (1,01) 38,82 (12,65) 41,39 (12,51) 0,355 (0,21)
FONTE: A autora (2016).

TABELA 5. CONCENTRAGAO INTRACELULAR MEDIA (n=2) DE CLOROFILA-a (pg.CEL"") PARA
Bacillaria sp. SOB DIFERENTES CONCENTRAGOES DE Fe NOS DIFERENTES TRATAMENTOS,
COM VALORES DE DESVIO PADRAO ENTRE PARENTESES.

Chl-a (pg.cél")
Dia D1 D2 D3 D4 S
4 2,27 (0,78) 5,82 (2,77) 3,57 (1,30) 2,29 (0,32) 13,08 (4,38)
8 2,98 (0,63) 3,98 (1,57) 3,87 (1,22) 3,48 (0,98) 12,75 (0,85)
17 4,22(1,42) 4,64 (0,79) 4,58 (2,84) 3,60 (0,07) 4,21 (1,02)
30 2,84 (0,86) 2,64 (1,03) 8,41 (3,56) 3,67 (1,11) 3,80 (0)

FONTE: A autora (2016).

Houve uma interagao significativa entre os tratamentos e o tempo experimental
(p=5,47x103), no entanto, ndo houve diferenca significativa nas concentragdes de Chl-
a por célula em relagéo aos dias amostrados (Tabela 6). Nos dias 4 e 8 do experimento
com Bacillaria sp., as maiores concentragdes intracelulares de Chl-a (Tabela 5) foram
detectadas no tratamento S (12,75 e 13,08 pg.cél”, respectivamente), onde ndo havia
limitacbes de Fe. As concentragdes de Chl-a por célula, assim como as densidades

celulares, diminuiram a partir do dia 17, atingindo uma concentragdo minima de 3,80
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pg.cél' no dia 30. Nao houve diferengas significativas nas concentragdes de Chl-a por
célula entre os tratamentos amostrais que estavam limitados por Fe (Tabela 6),
inclusive no tratamente D4, onde as densidades celulares e a concentragao total de
Chl-a (ug.L'") tinham se mostrado diferente daquelas detectadas nos demais

tratamentos.

TABELA 6. RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) E DO TESTE SNK PARA AS
CONCENTRAGCOES DE CLOROFILA-a (ug.L") E DA CLOROFILA-a POR CELULA (pg.CEL."") ENTRE
OS TRATAMENTOS E TEMPO AMOSTRAL E A INTERACAO ENTRE ELES.

Chl-a (pg.L") Chl-a (pg.cél)
P SNK P SNK
Tr 0,0208 D1=D4=S=D2=D3 0,00178 D1=D4=D2=D3< S
Te 6,04x10 30<17=4<8 0,2377 30=17=4=8
Tr:Te 1,45x108 5,47x103

FONTE: A autora (2016).
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FIG. 9 PERCENTUAL DE CELULAS FORMANDO CADEIAS E DENSIDADE CELULAR MEDIA (N=2)
AO LONGO DO CICLO DE CRESCIMENTO DE Bacillaria sp. EM CULTIVO ESTATICO MEDIANTE A
ADIGAO DE CONCENTRAGOES DISTINTAS DE FERRO NO MEIO DE CULTIVO (D1=0 nmol.L"; D2
e D4=1,7 nmol.L'!; D3=10 nmol.L""; S=11.700 nmol.L"). AO TRATAMENTO D4 FOI ADICIONADA A
FRAQ,AO DISSOLVIDA DE UM CULTIVO DE P. multiseries CONTENDO 67 ng.ml" DE ACIDO
DOMOICO.
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FONTE: A autora (2016).
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TABELA 7. TAXA DE CRESCIMENTO ENTRE OS DIAS 0 E 8 DO CULTIVO (uos) E TAXA DE
CRESCIMENTO MAXIMO (u) PARA Pseudo-nitzschia multiseries E Bacillaria sp., EXPOSTAS A
QUATRO CONCENTRAGCOES DE FERRO. PARA Bacillaria sp., FOl ACRESCENTADO UM
TRATAMENTO EXTRA COM ADICAO DA FRACAO FILTRADA DO CULTIVO DE P. MULTISERIES
(FILT.) CONTENDO 67 ng AD.ml".

P. multiseries Bacillaria sp.
Tratamentos Mo-8 M Mo-8 M
D1 0,10 0,73 0,27 0,73
D2 0,13 0,45 0,20 0,63
D4 - - NA* 0,21
D3 0,16 0,53 0,36 0,36
S 0,22 0,70 0,27 0,66

*NA: ndo se aplica
FONTE: A autora (2016).

Em suma, as densidades celulares e as curvas de crescimento ndo diferiram
entre os tratamentos experimentais, tanto para P. multiseries quanto para Bacillaria
sp. (Figura 10). Embora P. multiseries tenha alcan¢gado maiores densidades celulares
durante a fase exponencial de crescimento (87.412 cél.ml'') quando comparada com
Bacillaria sp. (30.500 cél.ml"), ambas as espécies apresentaram boa adaptagio a
limitagdo por Fe. A excecgéo foi o cultivo de Bacillaria sp. submetido ao tratamento com
adicao do filtrado de P. multiseries (D4), que apresentou crescimento limitado e atingiu
densidades celulares bastante reduzidas (Figura 10).
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FIG. 10. COMPARAGCAO ENTRE AS DENSIDADES CELULARES MEDIAS AO LONGO DO TEMPO
(DIAS DE CULTIVO) PARA Pseudo-nitzschia multiseries E Bacillaria sp., EXPOSTAS A QUATRO
CONCENTRACOES DE FERRO. PARA Bacillaria sp., FOI ACRESCENTADO UM TRATAMENTO
EXTRA COM ADICAO DA FRACAO FILTRADA DO CULTIVO DE P. MULTISERIES (FILT.)
CONTENDO 67 ng AD.ml.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo analisou o efeito de diferentes concentragdes de Fe sobre
o crescimento das diatomaceas penadas Pseudo-nitzschia multiseries e Bacillaria sp.,
bem como sobre a produgdo de toxinas por P. multiseries. Para microalgas, o
micronutriente Fe € essencial para muitos processos metabdlicos que requerem
reacdes de transferéncia de elétrons, como por exemplo, fotossintese, respiracéo e
assimilagdo de nitrogénio e carbono. Tais processos s&o, portanto, diretamente
afetadas pela limitagdo por Fe (SARTHOU et al., 2005). Além disso, estima-se que
80% do Fe necessario para o fitoplancton seja utilizado na transferéncia de elétrons
fotossintéticos. Essa alta demanda por Fe no aparelho fotossintético € o que torna a
fotossintese o alvo principal da deficiéncia pelo micronutriente (RAVEN 1990).

No presente estudo, cultivos de P. multiseries atingiram densidades celulares
semelhantes em todos os tratamentos experimentais, ndo havendo diferencas
significativas entre os cultivos expostos a condi¢cdes Fe-suficientes e Fe-deficientes.
Similarmente, as taxas de crescimento exponencial maximo (u) também foram
semelhantes entre os tratamentos. Bates e colaboradores (2001) encontraram
resultados semelhantes em seu estudo, onde P. multiseries também foi submetida a
diferentes condigbes de Fe: Fe-suficiente (11.700 nmol.L™") e Fe-deficiente (O nmol.L-
' e 120 nmol.L"). As taxas de crescimento exponencial (aproximadamente 0,8 d')
também nao diferiram entre os tratamentos usados no referido estudo e os cultivos
gue cresceram sem adicdo de Fe ndao apresentaram sinais de estresse por escassez
de Fe (BATES et al., 2001).

Em um estudo similar ao presente, Maldonado e colaboradores (2002)
avaliaram a relagao entre a disponibilidade de metais tragos e a produg¢ao de AD por
P. multiseries e P. australis. Naquele experimento, foram testadas uma concentragao
experimental Fe-suficiente (150 nmol.L™") e uma Fe-limitante (1,7 nmol.L"). As taxas
de crescimento de ambas as espécies foram reduzidas em 50% nas condi¢cbes Fe-
limitantes (0,50 d-') em comparagéo com a Fe-suficiente (1,0 d'). Esse resultado se
aproxima do que foi encontrado na presente investigagao para P. multiseries, que, sob
a mesma condigdo limitante (1,7 nmol.L"), teve o crescimento reduzido em 36% se
comparado com a concentragdo suficiente de Fe, 11.700 nmol.L", (0,45 vs. 0,70 d,

respectivamente).
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O comprimento das cadeias, i.e. o numero de células compondo a cadeia, varia
de acordo com a espécie e pode estar relacionado com o grau de turbuléncia e com
o estado nutricional das células. Segundo Lelong et al. (2012), para P. multiseries,
células em crescimento exponencial, repletas de nutrientes, formam cadeias mais
longas, ao passo que, normalmente, separam-se em células solitarias e afundam
quando os nutrientes se esgotam, geralmente durante a fase estacionaria. Este
padrao foi verificado no presente estudo, entretanto ndo se pode evidenciar diferencas
na formacgao de cadeias entre os tratamentos experimentais, sugerindo, novamente,

gue as condicdes testadas nao limitaram o crescimento da diatomacea.

A compilacédo dos presentes resultados evidenciou que ndo houve diferencgas
significativas na densidade celular, na taxa de crescimento e na formacao de cadeia
entre os tratamentos amostrais para P. multiseries, sugerindo que esta espécie possui
uma adaptagao eficiente a condigdes limitantes de Fe, como ja reportado por Wells et
al. (2005) em um estudo similar ao presente. Naquela ocasido, cultivos de P.
multiseries, P. australis e P. fraudulenta foram submetidos a condi¢des limitantes de
Fe (2-150 nmol.L") e condigdes estressantes (concentragdes toxicas) de Cu (0,001-
0,1 nmol.L"). As taxas de crescimento de P. multiseries e P. australis se mantiveram
em niveis 6timos (~0,80 d') sob concentragbes reduzidas de Fe, enquanto que P.
fraudulenta se mostrou mais sensivel a limitacdo por escassez de Fe — sua taxa de
crescimento foi 40% menor quando o micronutriente foi limitado. No entanto, em
condi¢cdes onde Fe e Cu estavam limitados simultaneamente, a taxa de crescimento
foi reduzida de 40 a 70% em todas as espécies. Esses resultados evidenciaram uma
sinergia entre Fe e Cu, além de indicar que Cu € um fator chave que facilita o sucesso
das diatomaceas toxigénicas em aguas onde Fe é limitado (WELLS et al., 2005).

Para Bacillaria sp., as concentragdes intracelulares de Chl-a (pg.cél.”') ndo
diferiram dentre os tratamentos limitados por Fe durante a fase exponencial, no
entanto, foram maiores para o tratamento sem limitagdo de Fe nessa mesma fase.
Isso sugere que as células estavam mais saudaveis, sintetizando uma quantidade
maior de Chl-a por unidade de biomassa, o que reflete uma maior capacidade
fotossintética e explica as maiores concentracées de Chl-a medidas por unidade de
volume de cultivo (ng.ml""). Apesar disso, surpreendentemente, tanto a densidade
celular quanto as taxas de crescimento maximo e a formagéo de cadeias celulares de

Bacillaria sp. nao diferiram significativamente entre os tratamentos Fe-limitantes e Fe-
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suficiente. Os resultados evidenciaram que, a exemplo de P. multiseries, Bacillaria sp.
se adaptou de forma efetiva as condi¢des limitantes de Fe. Entretanto, quando houve
a adicao do filtrado de P. multiseries ao tratamento D4, houve uma notavel inibicdo do
crescimento de Bacillaria sp., o que ficou evidente tanto nas densidades celulares
quanto na concentragao de Chl-a por litro. Tal limitagdo do crescimento ocorreu
possivelmente devido a uma reducdo na disponibilidade de Fe, ou por um efeito
alelopatico da toxina acido domaico ou de algum outro composto nocivo produzido e
liberado por P. multiseries no meio.

Assim como acontece com outras espécies do fitoplancton, é razoavel supor
que Pseudo-nitzschia spp. podem causar efeitos alelopaticos (LELONG et al., 2012).
Apesar de alguns estudos, como o de Lundholm et al. (2005), afirmarem que a adigéao
de AD ou a presenga de P. multiseries ndo causam efeito alelopatico sobre o
crescimento de outras microalgas em laboratorio, estudos mais recentes mostram o
contrario. Os resultados encontrados por Xu et al. (2015) sugerem que a alelopatia
pode afetar a competicdo entre Pseudo-nitzschia spp. e outras espécies
fitoplanctonicas, podendo desempenhar um papel importante na formacado e
persisténcia de floragcbes naturais e, também, naquelas promovidas por fertilizagdes
artificiais com ferro nas regides HNLC. Além disso, os autores observaram efeitos
alelopaticos mais potentes quando utilizaram filtrados (i.e. meio de cultura isento de
células) em comparagao com co-culturas de algas. O filtrado de P. multiseries, na fase
estacionaria, causou redugdo de 30 a 50% na densidade celular do dinoflagelado
Akashiwo sanguinea, em comparagao com o controle (Xu et al., 2015).

Resultados semelhantes ao de Xu et al. (2015) foram reportados neste estudo.
Houve reducdo de aproximadamente 70% na densidade celular e de 90% na
concentrac&o de clorofila-a durante o inicio da fase estacionaria (dia 8) no tratamento
D4 em comparagdo com o S. Mesmo quando comparado com o tratamento D2, onde
foi adicionado a mesma concentracao de Fe, houve redugdo de aproximadamente
50% na densidade celular e de 70% na clorofila-a durante 0 mesmo periodo.

Meerssche et al. (2016) examinaram a resposta de outras espécies quando
expostas ao AD, através da concentragcdo de Chl-a e da densidade celular. Resultados
mostraram um efeito negativo do AD sobre o crescimento de alguns grupos
fitoplanctonicos, tais como cianobactérias, clordéfitas e dinoflagelados. Curiosamente,
AD teve um efeito positivo sobre o crescimento de criptofitas, diatomaceas e
euglendfitas, sugerindo uma assimilacédo do AD e seu potencial uso como fonte de
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nutriente por parte das microalgas testadas. O possivel papel alelopatico do AD e/ou
de outros compostos supostamente produzidos por Pseudo- nitzschia spp. ainda
necessita de estudos adicionais para uma melhor compreenséao.

Da mesma forma, os mecanismos e estratégias responsaveis pela adaptacéo
eficiente de Pseudo-nitzschia e Bacillaria spp. a concentragdes limitantes de Fe ainda
nao sdo completamente conhecidos. Sarthou et al. (2005) citam em seu trabalho que
a redugao do tamanho celular pode conferir uma vantagem adaptativa as diatomaceas
sob condic¢des limitantes de Fe. A reducdo na demanda por Fe para o crescimento
celular, reduzindo assim a razdo Fe:C, pode ser outra estratégia. No entanto, o
mecanismo para tanto é ainda desconhecido, podendo envolver a minimizagao das
vias metabdlicas que requerem grandes quantidades de Fe, a substituicdo de
proteinas que utilizam Fe por outras que utilizam metais distintos em sua composicéo,
ou uso mais eficiente das quotas intracelulares de Fe. Por outro lado, durante periodos
de alta disponibilidade de Fe, algumas diatomaceas costeiras sdo capazes de
acumular quantidades excedentes de Fe, estocando o micronutriente em proporcoes
de Fe:C 20-30 vezes maiores do que as necessarias para o crescimento maximo
(SARTHOU et al., 2005).

Algumas diatomaceas penadas, incluindo espécies de Pseudo-nitzschia,
contém ferritina, uma proteina concentradora de Fe que Ihes permite armazenar Fe
se este recurso estiver disponivel apenas intermitentemente (MARCHETTI et al.,
2006). Acredita-se que essa proteina esteja associada aos cloroplastos, com a fungéo
de controlar a distribuicdo e armazenamento do Fe, para o bom funcionamento do
sistema fotossintético (MARCHETTI et al, 2009). Além dessas estratégias
adaptativas, muitas espécies de Pseudo-nitzschia supostamente usam o AD como um
quelante de metais tragos, liberando a toxina na agua para permitir, por exemplo, a
aquisicao de Fe em baixas concentragdes (LELONG et al., 2012).

O aumento na producdo de AD pode estar relacionado ao estresse ambiental,
seguindo o padrdo tipico para metabdlitos secundarios sintetizados por outros
protistas, fungos e bactérias. Em muitos organismos, a produgcdo de metabolitos
secundarios é induzida a partir de mudangas na temperatura ou da privagao de
nutrientes. Desta forma, ha um aumento na producédo de AD quando o metabolismo
primario € limitado pela diminuigdo dos nutrientes essenciais (PAN et al., 1998).

Conforme estudos conduzidos por Maldonado et al. (2002), a produg¢ao de AD
por Pseudo-nitzschia spp. pode ser uma resposta ao estresse causado pela escassez
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ou excesso de metais. A presenca de AD no meio de cultivo de espécies costeiras de
Pseudo-nitzschia levou a um aumento nas taxas de absor¢do de Fe pela microalga,
tanto nos cultivos com concentragdes limitantes quanto suficientes de Fe. Naqueles
experimentos, as espécies toxigénicas de Pseudo-nitzschia (P. multiseries e P.
australis) produziram AD em maiores taxas durante o crescimento exponencial em
resposta a concentracdes limitantes de Fe ou toxicas de Cu, sendo que 95% do AD
produzido foi expelido para o meio durante a fase exponencial de crescimento da
microalga.

Um pouco mais tarde, Wells e colaboradores (2005) basearam-se nos
resultados de Maldonado et al. (2002) para criar a hipotese de que a adaptagao
eficiente das células de Pseudo-nitzschia a condi¢gdes limitantes de Fe esta
relacionada com a produgao e excrecao do AD, e que a limitagdo do Fe pode ser o
primeiro gatilho para a produgédo da toxina. Os autores sustentaram que tanto o AD
quanto o Cu podem aliviar a limitagdo do crescimento por Fe para espécies de
Pseudo-nitzschia. Eles hipotetizaram que as células liberam AD sob baixas
concentracdes de Fe para, primeiramente, facilitar a aquisicdo de Cu. O Cu, por sua
vez, favorece um sistema de transporte de alta afinidade, que perimitiria acessar as
moléculas de Fe que estivessem fortemente aderidas a sideroforos, diminuindo assim,
a deficiéncia em Fe no interior das células. Segundo os autores, sob condigdes
limitantes de Fe e Cu, as espécies de Pseudo-nitzschia se tornariam mais toxicas pelo
aumento na producgao e a subsequente liberagao de AD no meio, permitindo, assim,
a aquisicao das baixas quantidades disponiveis de metais tragos (WELLS et al., 2005).

Em suma, ambos os trabalhos, Maldonado et al. (2002) e Wells et al. (2005),
ao interpretarem seus resultados, afirmaram que as células estressadas pela limitagao
do Fe aumentaram sua producédo de AD com a finalidade de aliviar essa deficiéncia
nutricional. No entanto, no trabalho de Bates e colaboradores (2001), a produgao total
de AD por P. multiseries diminuiu mediante limitagdo de Fe durante a fase estacionaria
de crescimento. Os niveis de AD celular e as taxas de produgéo da toxina foram 10
vezes mais baixos em células limitadas por Fe do que em células com Fe suficientes
naquela fase, o que foi atribuido a uma redugéo na capacidade das células limitadas
por Fe em absorver nitrogénio. Como o nitrogénio é essencial para biosintese de AD,
qualquer fator que diminua sua aquisicdo e/ou assimilagdo, pode afetar a produgao
de AD (BATES et al., 2001).
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Em sua revisdo sobre Pseudo-nitzschia spp. e AD, Lelong et al. (2012)
argumentaram sobre a dificuldade em comparar os resultados dos estudos
mencionados anteriormente, uma vez que Bates et al. (2001) analisaram a fase
estacionaria e os demais analisaram a fase exponencial de crescimento, o que pode
ter influenciado no resultado. Neste sentido, o presente estudo permitiu que a
comparagao com ambos os trabalhos fosse possivel (Tabela 8), uma vez que foram
mensuradas as fragdes intra- e extracelular da toxina em ambas as fases de
crescimento. Adicionalmente, o presente estudo se estendeu até a fase de declinio
dos cultivos e calculou as taxas diarias de liberagdo de AD ao longo de toda a curva
de crescimento, incorporando, inclusive a taxa de degradacéo diaria no calculo. Desta
forma, a analise de tais variaveis ao longo de toda a curva de crescimento de uma
cepa de P. multiseries produtora de quantidades relativamente elevadas de AD,
permitiu avaliar de um modo mais completo os efeitos da disponibilidade de Fe sobre

o crescimento e a produgao de toxina por esta importante diatomacea marinha.

Nossos resultados evidenciaram que, durante a fase exponencial (dia 8), a
concentracao extracelular e a taxa de liberacdo de AD foram maiores no tratamento
sem adicdo de Fe (D1) em comparagdo com os demais tratamentos, mas
principalmente com o tratamento Fe-suficiente (S). Isso corroborou os resultados
encontrados por Maldonado et al. (2002) para P. multiseries e P. australis na mesma
fase de crescimento, sugerindo que, por meio da liberagdo de AD para o meio, e do
mecanismo hipotético de quelagdo de metais traco, as células que estavam limitadas
por Fe incorporaram o micronutriente eficientemente e puderam desenvolver
regularmente suas fungdes fisiologicas basicas. Durante a fase estacionaria (dia 17),
as concentragdes de AD intra- e extracelular, bem como as taxas de liberagdo da
toxina medidas no presente estudo, foram maiores no tratamento S em comparagao
com os outros tratamentos, sobretudo com D1, o que corrobora os resultados
reportados por Bates et al. (2001) para a mesma espécie nesta fase do crescimento.
A taxa de liberacdo de AD por nossa cepa de P. multiseries, por exemplo, foi
aproximadamente 30 vezes maior em S relativo a D1, indicando que o AD foi
produzido e liberado em maiores quantidades pelas células que ndo estavam sob
estresse nutricional durante esta fase, sugerindo a necessidade de Fe na sintese de
AD, conforme postulado por Bates et al. (2001).
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TABELA 8. COMPARACAO ENTRE O PRESENTE ESTUDO E OUTROS ESTUDOS QUANTO AS
CONCENTRACOES DE AD PARTICULADO (P), DISSOLVIDO (D) E TOTAL (pg.célL) NOS
TRATAMENTOS FE-SUFICIENTE E FE-DEFICIENTE, NAS DIFERENTES FASES DA CURVA DE
CRESCIMENTO (EXPONENCIAL, ESTACIONARIA E DECLINIO).

Fe-deficiente Fe-suficiente
(0 —1,7 nmol.L™") (120 — 11.700 nmol.L™)

Fase exponencial P D T p D T
Maldonado et al. (2001) 0,07 1,8 0,03 0,21
Presente estudo 0,06 0,81-1,8 0,20 0,55

Fase estacionaria
Bates et al. (2002) 4.0 6x10° 14-18 18-22x10°
Presente estudo 026  195-258 045 913

Fase de declinio
Presente estudo 0,84-121 456-186 207 6,83

As concentragdes intra- e extracelulares de AD aumentaram a partir do dia 17
no presente experimento, quando as densidades celulares ja estavam diminuindo.
Estudos anteriores indicaram que ha, para a maioria das espécies produtoras de AD,
uma relagcdo inversamente proporcional entre a sintese da toxina e a taxa de
crescimento. Por exemplo, para P. multiseries, os niveis intracelulares de AD
aumentam a medida que o crescimento diminui, quando as células se aproximam da
fase estacionaria (PAN et al., 1998; presente estudo). Assim, células em fase
estacionaria de crescimento produzem maiores quantidades de AD,
independentemente da limitagdo por Fe, em comparagdo com células em fase
exponencial de crescimento (LELONG et al., 2012). Desta forma, os resultados do
presente estudo suportaram de forma contundente um aumento significativo na
producdo (p = 2,2x107'%) e liberagédo (p = 5,35x10°) de AD ao longo do tempo em

cultivo estatico.

Ao longo da fase de declinio no crescimento celular (dia 30), houve um aumento
na concentracdo intracelular de AD em todos os tratamentos testados, sugerindo que
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AD ainda estava sendo produzido neste periodo, apesar da limitacdo por Fe. No
entanto, naquele momento, as concentragdes extracelulares foram diferentes entre os
tratamentos, mas principalmente para o tratamento D1, que apresentou
concentragbes aproximadamente 3 vezes maiores em comparagao com o tratamento
S. Esse resultado sugere, novamente, que o AD pode ter sido liberado ao meio com
a finalidade de quelar Fe. Considerando o que foi observado durante as fases de
crescimento exponencial, estacionario e de declinio, 0 mecanismo que leva a um
aumento na producéo e liberacdo de AD parece ser ativado no momento em que o
Fe, que estava estocado dentro das células, se esgota. Dessa forma, P. multiseries
libera AD para absorver o Fe e, assim, consegue realizar suas fungdes fisioldgicas
basais.

Assim sendo, os resultados do presente estudo evidenciam, ao mesmo tempo,
que o Fe é de suma importancia para a sintese de AD e que a liberacdo deste
composto pode estar relacionada com um aumento nas taxas de absorgdo do
micronutriente quanto este se encontra escasso no interior das células. As células
estressadas pela limitagdo de Fe podem, entdo, aumentar a produ¢céo de AD com a
finalidade de aliviar essa limitagcdo (RUE & BRULAND, 2001; MALDONADO et al.,
2002; WELLS et al., 2005; presente estudo). Acredita-se, ainda, que menores
quantidades de AD sao liberadas pelas células quando estas sao capazes de
satisfazer suas demandas por Fe por acessar o que havia sido quelado anteriormente
ao AD.

Dentre as variadas teorias que buscam explicar o papel fisioldgico do AD e os
fatores ambientais que podem influenciar na sua producao pela diatomacea marinha
Pseudo-nitzschia spp., neste tratabalho conclui-se que o AD pode estar de fato
envolvido em mais um mecanismo eficiente que possibilita essas espécies a

sobrevivéncia sob condi¢des limitantes de Fe.

Desde a caracterizagao inicial do AD como um potencial problema para a saude
humana, como agente causador da sindrome amnésica (ASP) em Price Edward
Island, Canada em 1987 (BATES et al., 1989), até o presente estudo,
aproximadamente 50 espécies de Pseudo-nitzschia foram descritas (LASSUS et al.,
2016). Muitos pesquisadores acreditam que todas as espécies de Pseudo-nitzschia
se mostrarao toxigénicas sob condigdes ambientais especificas e mediante o emprego

de ferramentas analiticas adequadas, mas talvez ndo em niveis suficientemente
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grandes para gerar toxicidade a niveis troficos mais elevados (WELLS et al., 2005).
Além do mais, grande parte das espécies potencialmente toxicas apresentam uma
distribuicdo cosmopolita, tais como P. pungens, P. fraudulenta, P. australis e P.
multiseries (HASLE, 2002) e, como revisado por Trainer e colaboradores (2012),
eventos toxicos associados com essas espécies tém sido observados em muitas
areas costeiras do mundo. Sendo assim, a compreensao dos fatores que possam
influenciar no crescimento de espécies toxicas e na produgdo de toxinas pelas
mesmas € de suma importancia para a prevenc¢ao e mitigagdo dos impactos, tanto
sécio-econdmicos quanto ecoldgicos, que essas microalgas possam causar durante
eventuais enventos intensos de floragdo, como ocorrido recentemente na costa oeste
dos EUA (MCCABE et al., 2016).
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CONCLUSAO

A densidade celular e a taxa de crescimento exponencial de P. multiseries nao
variaram significativamente entre os tratamentos Fe-suficiente e Fe-deficiente,
sugerindo que essa espécie possui uma adaptacao eficiente a limitagdo por
ferro;

As concentragdes intracelulares de AD foram sempre maiores no tratamente
Fe-suficiente em comparagao com os demais, provavelmente devido a baixa
capacidade para produzir grandes quantidades de AD nas concentragdes
limitantes, uma vez que o Fe & necessario para a sintese da toxina;

As concentragdes extracelulares da toxina variaram entre os tratamentos Fe-
suficiente e Fe-deficiente ao longo da duragédo do experimento. Tal oscilagao
evidencia que a liberagdo de AD no meio pode estar associada a um aumento
nas taxas de absor¢cado do Fe quanto este encontra-se escasso no interior das
células. Da mesma forma, uma diminuigdo nas taxas de liberagao pode refletir
periodos em que as células ja teriam adquirido Fe suficiente, aliviando os
efeitos de sua limitagao;

A diatomacea n&o-toxica Bacillaria sp.atingiu taxas de crescimento similares as
de P.multiseries, exceto no tratamento com adicdo da fragdo dissolvida do
cultivo de P. multiseries, onde foram medidas as menores densidades celulares
e concentragdes de clorofila-a em comparagdo com os demais tratamentos.
Isso indica que o crescimento de Bacillaria sp. pode ter sido inibido pela
reducado da biodisponibilidade de Fe ou por um efeito alelépatico do AD e/ou

de algum outro composto nocivo produzido por P. multiseries.
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