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RESUMO

AlteracBes no padréo de distribuicdo de luz em antbs aquéaticos podem afetar as
caracteristicas fisioldgicas das cianobactériasine isso, influenciar na ocorréncia
de suas floragbedicrocystis e Cylindrospermopsigstdo entre 0os géneros mais
comuns formadores de floracbes em sistemas brasil€Conhecer e entender os
requerimentos por luz e seu efeito no crescimeassak duas cianobactérias é de
fundamental importancia para a compreensao e maeeftmracées em ambientes
aquaticos continentais. Este trabalho buscou avaliaefeito de diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 300, 600 pmol tm&N’ s*) na ecofisiologia de
M.aeruginosa(cepa MIRF-01) e d€. raciborskii (cepa CYRF-01) e a interacdo
entre uma cepa del. aeruginosa(MIRF-01) com duas cepas d& raciborskii
(CYRF-01 e T3) em duas intensidades luminosas @G00eumol de fétons s?).
Para avaliar a ecofisiologia as células das dugecess foram previamente
aclimatadas por trés geracdes as intensidadesdsasrutilizadas e os parametros
avaliados foram turbidez, densidade do fluxo deorfét densidade -celular,
pigmentos totais, atividade fotossintética e a plodia das duas espécies. A
interacdo entre as espécies foi verificada atrdeésxa de crescimento. O aumento
na densidade celular ao longo do tempo promoveleatmda turbidez e reduziu a
disponibilidade da intensidade luminosa por vokab8% em todos os tratamentos,
devido ao auto-sombreamento. MIRF apresentou texaeascimento maior do que
CYRF (0,38 + 0,015 e 0,29 £ 0,019 respectivameate fodos os tratamentos. Em
ambas as cepas houve um aumento na concentracfmgmdentos ao longo do
tempo e uma diminuicdo com o aumento da intensitladeosa. O aumento na
relacdo carotenoide/clorofila, nas culturas de CYdaRvadas em alta intensidade

luminosa (CYRF-300 e CYRF-600), justifica a mudangacoloracdo de “verde”
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para “verde-amarelada” das culturas @& raciborskii. As duas espécies
apresentaram taxa de transferéncia de elétrondlemrtes entre os tratamentos, nao
sendo verificados mecanismos de dissipacao deian&ny relagdo a morfologia
MIRF apresentou agregacao celular em baixas irtadsiluminosas (25 e 50 pmol
de fétons it s') e CYRF apresentaram alteracées nos tricomavadtis as altas
intensidade luminosas (300 e 600 umol de fétorissh), levemente curvados com
diferenciagdo nas extremidades e filamentos bifloga A interacdo entre
M.aeruginosae C. raciborskii foi evidente para as cepas coexistentes MIRF e
CYRF. Em baixa intensidade luminosa (50 pmol deorfét ¥ s?), CYRF
apresentou menor taxa de crescimento quando nangesle MIRF; em alta
intensidade luminosa (500 pmol de féton$ s1) MIRF apresentou maiores taxas
de crescimento quando na presenca de CYRF do gadguem monocultura.
M.aeruginosae C. raciborskiiquando aclimatadas n&o apresentaram diferencas em
relacdo a ecofisiologia nas diferentes intensidaldesinosas utilizadas. E a

interacdo entre cepas coexistentes pode refletarescimento das espécies com a

alteracéo da intensidade luminosa.

Palavras-chave: atividade fotossintétiCglindrospermopsis raciborskiecologia

aquética, interacdo, luklicrocystis aeruginosa
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ABSTRACT

Changes in the distribution pattern of light in afjc environments can affect the
physiological characteristics of cyanobacteria ahds, influence on the occurrence of
blooms. Cylindrospermopsisand Microcystis are among the most common bloom-
forming genera in Brazilian systems. Knowing andemstanding the requirements for
light and its effect on the growth of these two roylaacteria are important for the
understanding and management of algal blooms shivater ecosystems. This study
evaluated (1) the effect of different light inteies (25, 50, 300, 60@mol photons 1
s%) on growth, physiology and morphology of the spebi. aeruginosastrain MIRF)
and C. raciborskii (strain CYRF) and; (2) the interaction between a@tgin of
M.aeruginosa(MIRF-01) with two strains o€. raciborskii (CYRF-01 and T3at two
light intensities (50 and 50@mol photons i s%). Both strains were previously
acclimated. Cell density, total pigments, turbiditgensity of photon flux,
photosynthetic activity and morphology of the twpesies were analized. The
interaction between two species was verified byngka in growth rates. The increase
in cell density over time promoted increase in iditip and reduced the availability of
light intensity by about 50% in all treatments, daeself-shading. MIRF showed higher
growth rate than CYRF (0.38 = 0.29 £+ 0.015 and 9.f8spectively) in all treatments.
There was no difference in the growth rates betwaesatments for MIRF and CYRF in
different light intensities. In both strains, thevas an increase in pigment concentration
over time and decrease with increasing irradiantke increase in the ratio
carotenoid/chlorophyll-a in cultures grown in highadiance CYRF (CYRF-300 and
CYRF-600) explains the change in color from greemreen-yellow of cultures df.

raciborskii. The rapid light curves were similar among treatreeand was not verified



down regulation mechanisms. It was also noted thhile MIRF showed cell
aggregation at low light intensities (25 and 50 rhplwotons.rif.s®), CYRF showed
morphological changes in the trichomes at hightligiensities (300 and 600mol
photons.rif.s?), slightly curved filaments and bifurcate at thede The interaction
betweenM.aeruginoaand C.raciborskii was evident for coexisting MIRF and CYRF
strains. In low light intensity (5Qmol photons.rf.s?), CYRF showed a lower growth
rate in the presence of MIRF. In high light-intépg500 pmol photons.if.s®) MIRF
growth rates were higher in the presence of CYR&ntim monoculture. When
M.aeruginosaandC.raciborskiiare acclimated there is no ecophysiology diffeeeimc
different light intensities. The interaction betweeoexisting strains may reflect the

growth of species in different light intensity.

Keywords: photosynthetic activitgylindrospermopsis raciborskiaquatic ecology,

interaction, lightMicrocystis aeruginosa
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INTRODUCAO
Luz em ecossistemas aquaticos

A disponibilidade de luz, além de ser um dos ppais fatores que limitam a
fotossintese em ecossistemas aquaticos, exerceguamde influéncia na distribuicdo
das espécies, assim como na adaptacdo morfologitsioBgica dos organismos
fotossintetizantes (KIRK, 1994). A intensidade |lnpgsa também pode variar: com
altitude, como periodo do ano, com a hora do dim ¢ estado da cobertura das nuvens
e com as particulas em suspensdo no ar que podamcaimo filtros e interferir na
guantidade de luz que chega aos ecossistemascagudESTEVES, 1998; TUNDISI e
MATSUMURA-TUNDISI, 2008). Além disso, 0 espectrominoso, que penetra nos
ambientes aquéticos, € modificado pela absorcimallesmento, matéria organica
dissolvida e outras particulas, inclusive pelosppod organismos fotossintetizantes
(FALKOWSKI e RAVEN, 2007; LEECH e JOHNSEN, 2009). duantidade de luz
disponivel para o processo fotossintético em anseaquaticos resulta do balanco da
radiacéo incidente e da atenuacéo vertical dakIRK, 1994) (Fig.1).

A profundidade que a luz penetra na dgua é conecicho zona eufética e nela
esta concentrada a maior parte da producdo primméeabzada pelos orgamismos
fotossintetizantes aquaticos (macrdfitas e fitogtidm). Os niveis de luz aos quais 0s
organismos fitoplanctdnicos variam ao longo da zeufética e podem atingir valores
superiores a 1500mol fétons nf s*em aguas superficiais (LITCHMAN, 1998).

A radiacdo da luz visivel, conhecida também conaiacdio fotossinteticamente
ativa (PAR), compreende os comprimentos de ondanteovalo de 400 a 700 nm
(violeta ao vermelho), é utilizada pela maioria doganismos fotossintetizantes para a

realizacdo da fotossintese.
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Radiacao direta Radiag&o direta Radiagéo direta

Reflexao

Comprimentos|
Radiacdo ds onda
difusa

eufdtica

pelas particulas
em suspensao

Figural: Caracteristicas do espectro de radiacdo solar tjngeae penetra nos
ecossistemas aquéticos.

A captacao energia luminosa pelos fotossintetiza@iteealizada pelos pigmentos
(clorofila-a e pigmentos acessorios) nos diferentesnprimentos da radiacéo
fotossinteticamente ativa (Fig.2). Os pigmentossmeos, clorofila-b, carotendides e
ficobilinas (ficoeritina, ficocianina e aloficociema), captam a energia luminosa em
regides do espectro luminoso ndo absorvido pelfdepa, aumentando a faixa de
absorcéo da energia luminosa pelos organismossfotetizantes (TAIZ e ZEIGER,

2004)
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Figura2: Espectro de absorcdo da clorofila-a e dos pigmeatessorios que atuam na
captacao da luz para a realizacao da fotossintese
(http://www.euita.upv.es/varios/biologia/Temas/teib.htm#Clorofila_y_otros pigmentos)

Tem sido demonstrado que a aclimatacdo desses iorgen a diferentes
intensidades de luz influencia o funcionamento decgssos fisiologicos, como
fotossintese e respiracdo (O’'BRIE al., 2009), uma vez que esses processos sao
diretamente afetados pela variacdo da intensidanendsa e pela aclimatacdo ao
escuro. Em funcdo da variacdo na quantidade edaualida luz que chega para o
fitoplancton, estes organismos desenvolveram meces de adaptacdo como
modificacdes no aparato fotossintético e na quadédios pigmentos responsaveis pela
captacdo de luz. Sob baixa intensidade luminosajnhdaumento na quantidade de
clorofila-a, para aumentar a eficiéncia na captagéoluz. E em alta intensidade
luminosa, ha um aumento na quantidade de caroesGidie podem exercer funcao de
fotoprotecdo (MULLER et al.,2003).

Os organismos sdo sensiveis hdo somente aos valmsekitos de intensidade
luminosa, como também a variacdes no fotoperioddY(YOLDS, 1994). VariacOes
nas condicdes luminosas podem também afetganizacbes bioldgicas, como

populacdo e comunidade, uma vez que flutuacbeszdpddem ser traduzidas como

15



mudancas na taxa de crescimento em longo prazmopendo mudancas nos padroes
de dominancia e dindmica de popula¢des (LITCHMAS8BE). Além disso, a variacao
na qualidade e quantidade da luz pode criar “nicleoliz”, e qualquer alteracéo nestes
parametros pode promover a substituicdo de espégiétoplancton (ZOHARY et al.,
2010).

Em um lago, a atenuacéo vertical da radiacdo cqrofandidade possibilita a
criacdo de trés regibes distintas na coluna d'agua, interfere na produtividade
priméria do fitoplancton: 1) excesso de radiacdp,s&uracdo de radiacdo e 3)
limitadacdo por escasses de radiacdo (ESTEVESS)1%uando oS organismos
fotossintetizantes sdo expostos a valores 6timastelesidade luminosa, o crescimento
€ aumentado. Porém quando a disponilibidade dasitade luminosa é aumentada ou
reduzida, estes organismos podem apresentar ddsrerecanismos e estratégias, para
otimizar a taxa de fotossintese e o crescimentea€Emodificacbes podem apresentar
objetivos fisiologicos distintos e por isso, sédassificadas como fotoaclimatacéo,
fotoprotecdo e fotoreparo (RAGNI et al., 2008; SHK,V2008). A fotoaclimatacdo
compreende modificacdes necessérias para otimif@iossintese como: modificacdo
do conteudo celular de clorofila, da razdo cloadfihirbono, da razdo pigmentos
fotossintéticos/ndo fotossintéticos (SILVA, 2008).fotoprotecdo inclui mecanismos
rapidos capazes de prevenir ou diminuir o fotodeaosado pela exposi¢cdo a altas
intensidade luminosas, geralmente dissipando o semceda energia luminosa
(FALKOWSKI e RAVEN, 2007). O fotodano e a fotoinghio ocorre depois da
saturacdo da capacidade de fotoprotecéo e fotawtelp@o da alga, e geralmente o
primeiro est4 associado a degradacéo da proteifADIR et al., 2003; SILVA, 2008),

e 0 segundo a duas formas de inibicdo da fotossing® inibicdo fotoquimica, que

consiste na paralizacado da taxa de transferénoédettens, fotoxidacdo dos pigmentos
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e na contragdo dos cloroplastos que levam a reddgéafbuorescéncia; b) aumento
acentuado da fotorespiragdo. A inibicdo por excelsseoadiacdo € um processo que
depende do tempo de exposicdo, uma vez que emdepsricurtos de expesicao
(inferiores a 10 minutos) o processo é reverstuglseja, o fotossistema é reparado em

horas, fotoreparo (ESTEVES, 2011).

Producédo Primaria e Fotossintese

A producgdo priméria € a assimilacdo da energipmaucao de matéria organica
por organismos autotrofos — fotossintetizantes @migssintetizantes (ODUM e
BARRETT, 2007. A fotossintese corresponde a sirdeseompostos organicos a partir
da converséo bioldgica da energia luminosa em &ngujmica. Este processo pode ser
subdividido em duas etapas: uma diretamente (fiadisiba, ou seja, responsavel pela
absorcéo, transferéncia e interconversao de enkngismosa) e outra indiretamente
(fase bioquimica, responsavel pela fixacdo de carbe producdo de biomassa)
dependente de luz (TAIZ e ZEIGER, 2004; FALKOWSKRAVEN, 2007). Para a
realizacdo da fotossintese, os organismos fotesigiamtes dispdem de complexo
pigmento-proteina, constituidos por clorofila-a ignentos acessorios, responsaveis
pela captacéo e transferéncia da energia paraegréorespecializada, onde ocorrem as
reagcfes fotoquimicas, denominada de centro deae@c&onjunto formado por esses
complexos com centros de reacdo origina as duatades fotossintéticas distintas:
fotossistemas | (PSI) e Il (PSIl). O PSIl e o PS&e arranjados em série e interligados
por uma cadeia de transporte de elétrons, cujoo fieixdeterminado em funcdo da
diferenca do potencial de reducédo entre os difesecnstituintes: plastoquinona (PQ),
complexo citocromd6f, plastocianina (PC), ferredoxina e ferredoxina-NPAf2dutase

(RAVEN et al., 2001, FALKOWSKI e RAVEN, 2007). Adsorver energia luminosa
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(féton), os pigmentos fotossintéticos transfere@érehs de um orbital mais interno para
um mais externo (mais energético). O retorno paestado fundamental transfere a
energia absorvida para um pigmento vizinho e, npsbeesso, parte da energia é
dissipada por emissao de luz e/ou de calor (FijdPmissdo da luz envolvida nesse
processo é chamada de fluorescéncia e a sua meditia ferramenta importante para
o estudo do funcionamento e eficiéncia dos fottmsias dos organismos

fotossintetizantes. Os pigmentos que participantedesocesso séo a clorofila-a, e os
pigmentos acessorios (clorofilas b e ¢, os caradesé as ficobilinas) (FALKOWSKI

e RAVEN, 2007).

ﬁ.u.,,mff/

.‘ / < __—— P700 -{:__A
~_\.~ | \“. b 0 "
A Calor N\ /// \ Aq,
X
uorescencnq *F.F +NADPH
Estado >, Paan\\——..__ Feo. & B‘\"FD\“ (
excitado / | FNR

\- NADP*

energia
luminosa

FOTOSSISTEMAI

energia
luminosa

Nivel de energia dos elétrons

FOTOSSISTEMA I

Figura3: Esquema em Z da fotossintese demonstrando o tré@sfe elétrons entre 0s
fotossistemas Il e |, a emisséo de fluorescéndm g@erofila-a e a dissipacéo de calor.
Modificado de https://sites.google.com/site/geologiaebiologialogg@-e-biologia-
100/conteudos-de-biologia/obteno-de-matria/fotassel #T OC-Mecanismo-fotossint-
tico.

O excesso de luz pode causar danos ao PSIl, promiova degradacdo da

proteina D1. Quando o PSII é danificado ocorre logqueio do transporte de elétrons,
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pois a proteina D1 sofre altera¢cdes em sua conf@opainalizando sua degradagéo por
meio de proteases ligadas ao PSIl. O dano em pastalo centro de reagdo resulta
numa desorganizacgao estrutural do PSII que implicanova sintese da proteina D1 no
PSII, restabelecendo a atividade desses complexgaramtindo a sobrevivéncia de
organismos fotossintetizantes no meio ambiente (BKA e DEMINICIS, 20009;
SILVA, 2008).

Cianobactérias sdo conhecidas por serem forteset@uops por luz (VISSER et
al., 2005). Conhecer como estes organismos se ctanpgob variacdo da intensidade
luminosa € importante para entender melhor a ecfofiga destes organismos. As
curvas rapidas de luz (CRL) medem o rendimento tipgaefetivo do PSIl em fungéo
da intensidade luminosa através da taxa de tré@mgfier de elétrons (ETR) entre os
fotossistemasA relativa ETR € uma aproximacado da taxa de elétrons bombeados
através da cadeia fotossintética (BEER et al., RORIETR pode ser intimamente
relacionada com a atividade fotossintética, quamhoparada a producdode de oxigénio
ou captacao de GOCom isso, CRL é a uma ferramenta que apresentaapatidade
de resposta instantaneas dos organismos fotogsstét variacdes rapidas de luz (10-
20 segundos) (RALPH e GADEMANN, 2005). Apesar deRL ser semelhante a uma
curva PxI (fotossintese - intensidade luminosa)s efo sdo a mesma coisa e ndo deve
ser interpretada como t@iAWES et al., 2003)Em situacdes onde a intensidade da luz
é variavel, uma CRL pode fornecer uma avaliacdal ada atividade fotossintética
indicando a capacidade que o organismo fotossatge tem de tolerar flutuacbes
imediatas da intensidade luminosa. Enquanto queraas Pxl sGo comumente usadas
para medir e descreveraalimatacdo do aparato fotossintético a diferemtesisidades
de luminosas, usando medicdes de troca de géasl @Q, e fornece o estado ideal da

fotossinetese (FALKOWSKI e RAVEN, 2007).

19



As duas curvas apresentam regides distintas: tanifor luz (inclinacdo inicial
das curvas &) a fotossintese é limitada pela intensiddae lus@neaturada por luz (Ik)
e o declineo (fotoinibida por luz Pxl, e regulac@mmica do PSII na CRL). Na CRL,
o declinio da curva indica a ocorréncia da presefganecanismos dissipativos de
energia na forma de calor e o fendbmeno pode seritbesomo “down regulation”. Nos
dois tipos de curva Ik corresponde a intensidadeinosa em que a fotosintese é

limitada por luz.

Cianobactérias

As cianobactérias sdo organismos procariotos, rafitmis, fotossintetizantes e
que possuem trés formas de organizagdo: unicedula@oniais ou filamentosos
(REYNOLDS, 2006). O sucesso de dispersdo desse® @sta relacionado a uma série
de adaptacbes morfoldgicas, fisiologicas, ecol@yeaioquimicas que permitiram a
colonizacéo de diferentes tipos de ambiente (HOEHK..¢ 1995) e que proporcionam
vantagens ecoldgicas e fisioldgicas sobre outgasglOLIVER e GANF, 2000). A luz
tem grande influéncia no desenvolvimento das ciacigiias, isto porque em condi¢des
de baixas intensidade luminosas, as cianobacté&iasvantagem sobre os demais
grupos do fitoplancton. As cianobactérias possudém ade clorofila a, outros
pigmentos fotossintéticos denominados genericaminfeobilinas. Existem trés tipos
de ficobilinas: ficoeritina, ficocianina e alofidaoina. Esses pigmentos captam a
energia luminosa em regides do espectro luminoso aldorvido pelas clorofilas,
fazendo com que a transmisséo de energia lumirode teficiéncia préxima a 100%
(GROSSMAN, 2003). Possuem vesiculas de gas (a@tamja principal funcédo é
controlar a flutuabilidade das col6nias e filament@ coluna d’agua, em resposta as

condigbes ambientais (WALSBY, 1994; OLIVER e GANIQ00). As cianobactérias
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variam sua posi¢cdo na coluna d’agua em respostaensidade luminosa: na baixa

intensidade luminosa os aerdtopos sdo formadogdesndo seu deslocamento para
facilitar a absor¢éo de luz e quando a intensidladénosa é elevada ocorre a perda dos
mesmos para evitar o fotodano (VISSER g24l05).

Muitas espécies sao capazes de produzir metab&eogndarios que podem
ocasionar uma série de consequiéncias para todadujoatica (CARMICHAELet al.,
2001; PAERLet al., 2001; SANT'ANNA, 2008). Dentre esse metatnd destacam-se
as toxinas que também podem provocar prejuizosidedaumana (AZEVED@t al.,
2002; JOCHIMSEN, 1998, BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLK; 2003,). Em
condi¢des propicias, as cianobactérias podem fditoragdes ou “blooms{CHORUS
e BARTRAM, 1999), que se caracterizam proliferacdo excessiva de algas
fitoplanctonicas (ZOHARY e ROBERTS, 1990). O aunoettd ocorréncia de floracoes
em ecossistemas aquéticos esta relacionado aa@eta eutrofizacao artificial desses
ambientes (TUNDISI, 2003Microcystise Cylindrospermopsigstdo entre os géneros
mais comuns responsaveis por floragbes no BrasilSEAR e SILVA, 1999), sendo
apontados como potencialmente produtores de toXBABIT'ANNA E AZEVEDO,
2000). Por isso estao entre as cianobactériasastiidadas do ponto de vista ecolégico
e de saude publica no Brasil e no mundo (TUCCI &' BANNA, 2003). Floracbes
toxicas desses géneros vém sendo registradas eims \@gossistemas aquaticos

brasileiros (BOUVY et al., 2000; MARINHO e HUSZARQ02; SOARESt al., 2009).

Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis racibor skii

Microcystis aeruginosaé uma cianobactéria colonial pertencente a ordem
Chroococcales, suas colonias flutuantes sao reesbpor uma camada de mucilagem

(KOMAREK et al., 2002) E amplamente distribuida em todo o mundo, frequesitte
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forma floracbes e ¢é potencialmente produtora deramigtinas (SANT'ANNA &
AZEVEDO 2000; HOGER, 2003)Floracbes deM. aeruginosaestdo relacionadas,
principalmente, a periodos dstabilidade da coluna d’agua em sistemas com dsdeva
aporte de nutrientes (KUWATA e MIYAZAKI, 2000)M.aeruginosgparece possuir um
elevado requerimento por luz e floracdes destacespéram registradas em elevadas
condicdes luminosas (KOHLER, 1992; MARINHO e HUSZAR02; SOARESet al,
2009). Floracdo desta espécie foi registrada nervasrio do Funil/RJ no verdo de
2003, quando a intensidade luminosa na superficigef cerca de 200@mol fétons nit

s (SOARESet al., 2009).

Cylindrospermopsis raciborskiiWOLOSZYNSKA) Seenayya et Subba Raju
(SEENAYYA& SUBBA RAJU) é uma cianobactéria filamesa da ordem Nostocales,
potencialmente produtora de toxinas e que podediofifaracdes. Possui um grande
potencial invasivo, relacionado a uma série datggas que possibilitam seu sucesso e
sua rapida disseminacao pelo mundo. Dentre elgsagédio na coluna d’agua utilizando
aerétopos; tolerancia a baixa luminosidade e cdpdeide estocar fosforo (PADISAK,
1997). Podem produzir dois tipos de células esliemiias: heterdcitos e acinetos. Os
heterdcitos fixam o nitrogénio atmosférico, compen® a falta de nitrogénio do
ambiente; e os acinetos, sdo células de resist@ueigpermitem a sobrevivéncia da
espécie em situagdes desfavoraveis (PADISAK, 198EDNER, 2007). Além desses
fatores, sua rapida dispersdo ao redor do mundecgaestar relacionada a sua
habilidade em tolerar uma ampla variacdo de coedicfelacionada ao aguecimento
global (BRIAND et al., 2004, WIEDNER, 2007}. raciborskiié descrita na literatura,
como uma espécie que possui baixo requerimenttupo® baixo requerimento por luz
é relacionado aos baixos valores de saturacdo gy durante a fotossintese

(PADISAK e REYNOLDS, 1998).

22



As caracteristicas fisioldgicas dos organismos sKitdetizantes podem ser
afetadas pela alterac&o na distribuicdo da luzah egies organismos estdo submetidos
na natureza ou em laboratério, e com isto, inflinoa ocorréncia de floracdes de
cianobactérias em ambientes aquaticos. Parametras © requerimento por luz, o
crescimento, as variagbes morfologicas dBlicrocystis aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborkiie as interacdes entre estas espécies sao de femaam
importancia para entender a ocorréncia e a dommalestas espécies em ambientes

aguaticos continentais.

OBJETIVOS

Geral

Avaliar os requerimentos por luz de duas cianobastéformadoras de floracdes
(Microcystis aeruginosa Cylindrospermopsis raciborskie as implicacdoes para sua

ocorréncia e dominancia em sistemas aquéaticos.

Especificos

1. Avaliar o crescimento db®l.aeruginosae C. raciborskiiatreavés da turbidez e da
taxa de crescimento em diferentes intensidadeshsas;

2. Caracterizar os parametros fisiologicos Wk aeruginosae C. raciborskii:
pigmentos totais, atividdae fotossintétara diferentes intensidades luminosas;

3. Avaliar as alteracbes morfologicas Beaeruginosae C.raciborskiiem diferentes
intensidades luminosas;

4. Avaliar o efeito da interacdo entre as duas espémie diferentes intensidades

luminosas.
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MATERIAS E METODOS

Foram realizados dois grupos de experimentos parader os objetivos deste
trabalho. O experiments de Ecofisiologia foi remdi@a Laboratério de Estudos
Aplicados em Fotossintese da UFRJ (L.E.A.F.) e pesmento de interacdo no

Laboratorio de Ecologia Aquatica da UFJF- LEA.

Experimento Ecofisiologia

Organismos

Foram utilizadas cepas das cianobactérias MIRRMidrocystis aeruginosa
(MIRF) e CYRF-01Cylindrospermopsis raciborskiCYRF), em culturas unialgais e
ndo axénicas. Ambas foram isoladas do Reservatiid-unil/RJ 2005, e foram
gentilmente cedidas pela professora Dr 2 Sandravedre do Laboratério de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LET€a UFRJ. As cepas foram
mantidas no banco de culturas do Laboratério déog@oAquatica (LEA), da UFJF em
culturas tipo batch, em meio de cultivo ASM-1 (GORHet al., 1964), pH: 8.0, 25

(+2) °C, 35 pmol de fétons fis* e em fotoperiodo12 horas. (Fig.4).

Qa
Figura 4: Cepas utilizadas nos experimentos: células issldd®l. aeruginosaMIRF

(A) e tricomas deC.raciborkii— CYRF (B e C). Acineto (seta em B) e heterdcittds
em C) em destaque (barras =lf).
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Determinacéo da intensidade luminosa

A iluminacdo foi provida por lampadas fluorescentbspostas lateralmente
(Philips, de 15 W e 42 W, luz branca). Dependendondmero de lampadas e da
distancia entre elas e os frascos de cultivo, daras foram expostas as intensidades
luminosas 25, 50, 300, 600, pmol de fotorié $1. A densidade do fluxo de fétons
(PPFD) da radiacéo fotossinteticamente ativa (PARprimento de onda de 400-
700nm) foi estimada por meio de um sensor esféhtmelo: US-SQS/L Heins Walz
GmbH, 2008, Germany) acoplado a um integrador maélioco Li-250A (Li-Cor Inc.,
USA). A densidade de fluxo de fétons fotossinté&i¢BPFD) das culturas foi medida
no interior dos frascos. Devido & aproximacgédo carlémpadas, a temperatura foi

mantida a 25 (x2)C (Fig. 5).
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Figura 5. Bancadas onde foram realizados os experimentgsDgstaque para as
intensidade luminosas 25 e 50 umol fétorissh e para os ventiladores que auxiliaram
na manutencao da temperatura em 25°C + 2 °C. (BPRRs culturas sendo medida no
interior dos frascos e o ventilador bem préximo daHuras de altas intensidade
luminosas 300 e 600 umol de fétong g. (C) Disposicéo das lampadas e das culturas
para as altas intensidade luminosas.
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Aclimatacdo das células

As células foram aclimatadas e mantidas nos valtgesintensidades luminosas
utilizados neste estudo: 25, 50, 300, 600, pmofétens m? s'. A aclimatacdo as
menores intensidade luminosas (25 e 50 pmol degém® s*) foi obtida em duas
semanas através de repiques sucessivos das cultusgsimo dia de crescimento. Para
as intensidades maiores que 50 pmol fétoismas culturas foram repicadas a casa 7
dias em uma intensidade luminosa maior até atingr desejada
(50—-100-150-250—-300—450—600). ApoOs esta aclimatacdo inicial, as células
foram mantidas em fase exponencial de crescimsatmo repicadas a cada sete dias de

cultivo durante trés semanas antes do experimento.

Culturas

Os cultivos em “batch” foram realizados em Erlenersyde 300 ml contendo 200
ml de meio de cultura, em sala climatizada a 252@4submetidos a um fotoperiodo de
12 horas durante 12 dias. Para cada cepa foramzadad quatro tratamentos, nas
intensidades luminosas: 25, 50, 300, 600, pmoldtiens n¥ s*, em triplicatas. Os
tratamentos utilizand®. aeruginosaforam designados como MIRF-25, MIRF-50,
MIRF-300 e MIRF-600 e os d€. raciborskii denominados CYRF-25, CYRF-50,
CYRF-300 E CYRF-600. Os indculos para os tratanseficam realizados utilizando
as culturas previamente aclimatadas, no sétimaldiaultivo. Para cada replica foi
utiizado uma cultura previamente aclimatada nasdigdes ja apresentadas. A
concentracdo inicial das culturas foi de aproximaetate 10 células/ml. Os cultivos

foram homogeneizados manualmente (trés vezes Rno dia
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Cronograma de analises

Os experimentos de ecofisiologia aconteceram evdreaneses de setembro e
outubro de 2010. Nos dias correspondentes ao imde)) 6° () e 12° (1,) dia de
crescimento foram medidos em cada tratamento: dehside fluxo de fétons (PPFD),
turbidez. A cada dois dias foram retiradas aliquptra o calculo da densidade celular.
Nos diasg e t,, foram realizadas as analises de quantificacogesydeentos (clorofila-a
e carotendides), espectro de emissdo e de excithgdlnorescéncia estacionaria do

PSII, curva rapida de luz (CRL) (Fig. 6).

Inéculo Andlise Andlise

MIRF } i i Tréplicas

I
Aclimatagéo (3 semanas) [ T 1
to ts ti2

Inéculo Anélise Andlise

CYRF I I I Tréplicas

b K i

Aclifatagao (3 sefanas)

Setembro/Outubro 29 30 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 6: Esquema do experimento e das analises realizaliRis CYRF deda t2.

Crescimento deM.aeruginosa e C.raciborskii

a. Turbidez- Turbidezfoi estimada através da absorbancia em 750 nm (Ad&0ido

ao espalhamento de luz, em espectrofotometro U\D-{8Bimadzu, Japéo).

b. Densidade de fluxo fétons fotossintético® medida da densidade de fluxo de

fotons fotossintéticos (PPFD) ao longo dos 12 diasexperimento foi realizada
conforme descrito no item (determinacédo da intlai® luminosa). O sensor esférico

foi posicionado no interior dos frascos de culiig.7).
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Figura 7: Determinagdo de PPFD: O sensor esférico foi pmsacio encontra-se no
interior dos frascos, dentro das culturas.

c. Densidade celular, biovolume e taxa de cresciment®ara a estimativa da

densidade celular 1,5 ml de amostra foram retiratéssculturas acada dois dias e as
células foram fixadas com solucédo de lugol (basiéojlensidade celular foi estimada
em camara de Neubauer, em microscopio Olympus BXi, aumento de 40X
(SIPAUBA-TAVARES e ROCHA, 2003). O biovolume foitesado pela multiplicacéo
da abundéancia de cada espécie pelo volume médiaagecélulas, em cada tratamento
ParaM. aeruginosé&foi utilizado o volume da esfera e p&araciborskiio volume do
cilindro (HILLEBRAND et al,. 1999). O diametro dagluas deM. aeruginosae o
tamanho e o comprimento das célutasraciborskii foram medidos com auxilio de
ocular com escala micrométrica. A taxa de cresdmdai calculada através da

recressao dos dados densiddae celular.
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Parametros fisioldgicos relacionados ao crescimenttz M.aeruginosa e

C.raciborskii

a) _Espectro de absorcdo de luz na regido do visiv@$ pigmentos (clorofila-&

carotendides totais) foram extraidos com metan@¥d 6onforme descrito por PORRA
et al., (1989). Para cada tratamento, 20 mL dasrasl| foram centrifugados (centrifuga
Sorvall, modelo RC5B) a 10.000 rpm (rotor SS-34R148C durante 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a cada tubo adicEa@0 mL de metanol 100%. Os
tubos foram agitados em aparelho tipo “Vortex” B6rsegundos e permaneceram no
escuro por 30 min, a temperatura ambiente. Apds ragitacdo em “Vortex”, o
material foi centrifugado novamente a 8.000 rpntofr&6S-34), a 21°C, durante 10
minutos. As absorbancias dos sobrenadantes forimaéas nos comprimentos de
onda de 400 a 700 nm em espectrofotdmetro UV-1EWIMADZU, Japao). A
quantificacdo da clorofila-a realizada de acordo MKINNEY (1941) (equacéo 1),
considerando o valor da absorbancia em 666 nm. &@stendides totais foram
determinados segundo WELLBURN et, 81994) (equacéo 2), considerando o valor da
absorbancia em 476 nm para MIRF e 473 nm para CYIRfsa diferengca na
absorbancia utilizada para calcular carotendidesstpara MIRF e CYRF foi devido
aos 0s picos de absorcdo observado nos espectrabsde;do de luz na regidao do
visivel.

(1) Chla=13,8 x A666

(2) Car. = (1000 x A476 - 1,63 x[Chl-a])/221

b) Fluorescéncia a temperatura ambientes analises de fluorescéncia do PSII foram

realizadas com célulam(vivo) provenientes dos cultivos de todos os tratamembss

dias t e i, e foram detectadas em um espectro fluorimetro ¢ino@M1; Photon
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Technology International Inc.USA). Os espectros aeissdo de fluorescéncia da
clorofila-a do PSII foram detectados na regidoee@0 e 750 nm, a partir da excitagao
da clorofila-a em comprimento de onda 438 nm fexc.= 438 nm). J& os espectros de
excitacao foram registrados na faixa de 400 a 680anpartir da deteccdo da emissao

de fluorescéncia da clorofila-a a 682 rirarG.= 682 nm).

c) Curvas rapidas de luz (CRL)O rendimento quantico efetivo do fotossistema Il

(PSIl), ou seja, a eficiéncia real ou operaciormP&Il @ps)) foi estimado através da
técnica de Pulso e Amplitude Modulada (PAM), uéitido-se um Phytopam (Heins
Walz GmbH, Alemanha) (equacdo 3). Os valores derdkcéncia maxima (k&) e
fluorescéncia estacionaria (F) foram obtidos exporas amostras a diferentes
intensidades luminosas (W@t al., 2008 — modificado). Foram utilizados 4 ahel
amostras com célulag(vivo) provenientes dos cultivos de MIRF e CYRF de too®s
tratamentos no ultimo dia de experimento. Estass&mam® foram expostas = 15
intensidades luminosas distintas cada uma dela2@aegundos, findos os quais o
material era submetido a um pulso de saturacdahsai(8.000 pmol de fétons’sr)
por 0,8 segundos para obtencdo dos valores.de(Fnax na presenca de luz). As
intensidades luminosas variaram de 16 a 1200 pmdtdns rif s*. As curvas rapidas
de luz foram estimadas através da taxa de tramsmwt elétrons (ETR), que é
diretamente relacionada com a eficiéncia do fostesia. O ETR foi calculado através
da equacdo (4) (GENTYt al.,, 1989). Como sdo dois fotossistemas, o faibr
representa a quantidade de energia luminosa (50&6§ glistribuida ao PSIl. Os dados
experimentais foram exportados para o programa &wyph (versdo 11.0, 2008). O
ajuste das curvas se deu pela equacéo (5) (RALBAREMANN, 2005) substituindo

o valor de fotossintese maxima (Pm) pela taxa mexie transferéncia de elétrons
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(ETRwax). O Ik foi calculado dividindo ETRx por o (equacdo 6), e corresponde ao

ponto de saturacao da fotossintese (FALKOWSKI, 1994

(3) @esit = (Finax— F)/Fnax Dpg), = eficiéncia do PSII
ETR= Taxa de transferéncia de elétrons
(4) ETR=®pg; x PAR X 0,5 PAR = Radiacao entre (400-700 nm)
Ed = Irradiancia
(5) P=Pm(1-&"E/Pm) P = taxa fotossintética
Pm = taxa fotossintética maxima
(6) Ik= ETRna/a o = inclinacgéo inicial da curva

Avaliacao das alteracdes morfologicas dd.aeruginosa e C.raciborskii

Para as analises de morfologia, tricomas e céllgas. raciborskii bem como
células deM. aeruginosaoram medidas em microscopio Olympus BX41, em aume
de 40X e com auxilio de ocular com escala micraggétioram medidos todos o0s
tricomas deC. raciborskii quantificados durante a avaliacdo da densidaddacel
observando comprimento e largura dos tricomas epdomnto das células. Paka
aeruginosa foram medidos os diametros de 30 células de cephca, de cada
tratamento. Como controle (MIRF-controle e CYRF+tcole), foram medidos tricomas
e células de&. raciborskiie células dé/. aeruginosade amostras de culturas mantidas
na mesma intensidade luminosa do banco de cuBiq (ol de fétons ihs?).

As micrografias foram obtidas em microscépio indertOlympus BX71 em
aumento de 64X, com maguina fotografica acopladaiamnscéopio e com o auxilio do
programa Image Pro Plus 5.0 (2000). Para a redlivatas imagens, o material
biolégico contido em 2ml de amostra foi sedimentddante 24 horas em camaras de

Utermohl.
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Experimento Interacdo

Efeito da interagéo entre as duas espécies em dietes intensidades luminosas

Além das cepas MIRF e CYREF, foi ultilizada a cef@adEe Cylindrospermopsis
raciborskii, isolada do reservatdrio de Billings/SP, gentilmeargdida pela Dr® Sandra
Azevedo do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicadode Cianobactérias (LETC) da
UFRJ e mantida no banco de culturas do Laboratf#i&cologia Aquatica (LEA), da
UFJF em meio ASM-1 (GORHANMNt al., 1964), pH: 8.0, 25°C, 35 umol de fétons m
2s'e em fotoperiodo12:12. T3 é descrita e como produte saxitoxinas (CARNEIRO
et al., 2009).

Os experimentos foram realizados em triplicata:tivg tipo “batch”, em
Erlenmeyers de 300 ml contendo 150 ml de meio ttarauASM-1, sala climatizada a
25°C + 2 e submetidos a um fotoperiodo de 12 hdraante 10 dias, em duas
intensidades luminosas 50 e 500 pmol de fétohsmForam utilizados os seguintes
tratamentos:

1) monoculturas dbl. aeruginosg100% MIRF);

2) monoculturas d€. raciborskiiT3 (100% T3);

3) monoculturas d€. raciborskiiCYRF (100% CYRF);
4) culturas mistas (50% MIRF : 50% T3; 50%));

5) culturas mistas (50% MIRF : 50% CYRF) (Fig. 8).

Cada tratamento iniciou-se com biovolume inicial(8¢" pm® mL™). Amostras
das culturas foram retiradas a cada 3-4 dias eéhslas foramfixadas com solucdo de
lugol para determinagao da densidade celular. tithasva da densidade, biovolume e
taxa de crescimento foram realizadas da mesma fqueaalescrita no experimento de

ecofisiologia. As células ndo foram previament@nzatadas.
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Figura 8: Esquema do desenho experimental utilizado parBaavateracdo entre as
espécies em diferentes intensidades luminosas.

Analise dos dados

Os tratamentos foram comparados usando analisarineia (ANOVA) com
espécies e temperaturas como fatores fixos. Nanaias&e homogeneidade das
variancias ou normalidade dos residuos, foi utlliza teste estatistico ndo paramétrico
Kruskall-Wallis. Diferencas entre as médias foraraliadas através do teste de Tukey

(p < 0.05) através do software SPSS® 13.0.
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RESULTADOS

Relacgbes entre crescimento celular e disponibilidedde luz

MIRF CYRF
le+74 ;
= . e
— ®
£ . x £ i
E :
S le+6 % g
N} 2 g
) ® 25.E 4
°© 50uE
R v 300 uE §
o A 600 pE
le+5 - T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 9: Curva de crescimentoMicrocystis aeruginosa MIRF e de
Cylindrospermopsis raciborskiCYRF cultivadas nas intensidades luminosas 25, 50,
300 e 600 umol de fétons s ™.

O aumento da densidade celular longo do tempoviaiaalo através densidade
celular pelas contagens do numero células (céhlgdfig. 9. E através da densidade 6
Otica das culturas, estimada a pelaa bsorbamcd®many (A750),. Pode se observar um
aumento da absorbéancia com o da densidade cefnltyd®s os tratamentos de MIRF e
CYRF ao longo do tempog(& t2), (Figs. 10A e 11A). Concomitantemente observou-se
um decréscimo da disponibilidade da densidade dxoflde fétons fotossintéticos
(PPFD) ao longo do tempo (Figs. 10B e 11B). A @aqwversa entre a densidade

celular e a quantidade de luz capaz de penetraulhara (PPFD) pdde ser observada

tanto em relacdo a absorbancia (Figs. 10C e 11@p @n namero de células (Figs. 12

e 13).
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Figura 11: Crescimento de MIRF em diferentes intensidadesrasas (25, 50, 300 e
600 pmol de fétons th s?). (A) variacdo da densidade celular (expresso pela
absorbancia a 750nm); (B) variagdo da PPFD du@mtescimento da cultura (escala
logaritmica em unidades de pmol de fétorié si) ao longo do tempo; (C) relacéo
inversa entre PPDF e a densidade celular.
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Figura 11: Crescimento de CYRF em diferentes intensidadesniosais (25 50, 300 e
600 pmol de fétons th s?). (A) variacdo da densidade celular (expresso pela
absorbancia a 750nm) ao longo do tempo; (B) vasiagdPPFD durante o crescimento
da cultura (escala logaritmica em unidades de pdmotétons rif s) ao longo do
tempo; (C) relacéo inversa entre PPDF e a densicidir.

A medida que a densidade celular aumentou, ocarr@wmento da turbidez

devido ao espalhamento de luz promovido pelascodai em suspensao, diminuindo
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desta forma, a intensidade de luz recebida pelakasé&m cada tratamento ao longo do
tempo. Com isso, apo6s 12 dias de cultivg),(Bn quantidade de luz nos tratamentos de
MIRF e CYRF reduziu cerca de 50 % quando compaaadaicio dos tratamentog)(t

A Figura 12 mostra que a reducdo da PPFD ao loogd @ dias foi de 66% em MIRF-
25 (25 para 11 umol de fétons®ms?), 48% em MIRF-50 (50 para 26 pmol de fétons
m? s%), 43% em MIRF-300 (300 para 173 umol de fotorfsst) e de 34% em MIRF-
600 (600 para 395 umol de fétong ). A figura 13 mostra a reducéo da PPFD nos
tratamentos de CYRF ao longo dos 12 dias de cufovale 48% em CYRF-25 (25
para 13 pmol de fétonsfrs?), 53% em CYRF-50 (50 para 24 pmol de fétonssn),
50% em CYRF-300 (300 para 150 pmol de fétonsst) e em 39% em CYRF-600

(600 para 366 pmol de fotons’ra?).

MIRF 25 MIRF 50 —e— |rradiancia
25 | rle+7 50 A —A— Densidade / rle+7
20 A 40 1
L le+6 r le+6
E
15 4 =
30 | a
=]
L le+5 rlets @
o 101 e
L (0]
a MIRF 300 MIRF 600 gl
2 300 - L 1e+7 6o | - 1e+7 8
2
()
250 A °
- 1e+6 2007 - le+6
200 A
400 1
150 | 1e+5 - le+5
0 6 12 0 6 12
Tempo (dias)

Figura 12: Relacdo entre PPDF (25, 50, 300 e 600 pmol dedatifns™) e a densidade
celular (células/ml) ao longo do crescimento de MIR

36



CYRF 25 CYRF 50 —e— |[rradiancia
25 r let7 50 —A— Densidade | 1e+7
20 1 40
[ le+6 L 1e+6
15 4 =
30 | E
3
=
o 10 - le+s - 1ets O
o CYRF 300 CYRF 600 [0}
0 300 A r 1le+7 600 | - le+7 B
e
k7]
o)
250 A
500 1 o
r le+6 - le+6
200 A
400 1
150 A
‘ — le+b ‘ : _F lets
0 6 12 0 6 12
Tempo (dias)

Figura 13: Relacdo entre PPDF (25, 50, 300 e 600 pmol dedatifrs™) e a densidade
celular (células/ml) ao longo do crescimento de EYR

As taxas de crescimento ao longo dos tratamentuee(g e t2) de MIRF e de
CYRF foram calculadas através da regressao sintf@lesurva de crescimento. Nao
houve diferenca significativa entre os tratamed@®MIRF (25, 50, 300 e 600 umol de
fotons n¥ s*) e entre os tratamentos de CYRF (25, 50, 300 qué08l de fétons s
) (F = 58,511;p < 0,001 ). As taxas de crescimento de MIRF foran® @8 + 0,015 e

as taxas de crescimento de CYRF foram de 0,29H(fig.14).
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Figura 14: Taxas de crescimento de MIRF e CYB#&seadas na densidade celular ao
londo dos dias di cultivodi t,) em diferentes intensidades luminasas

Caracterizacao dos parametros fisiologicos relaci@uos a assimilacéo de luz por

M.aeruginosa e C.raciborskii.

Espectro de absorcao de luz na regido do visivel

Os espectros de luz na regidao do visivel (400 a ) de MIRF e CYRF
mostraram um aumento do contetdo de pigmentosngo ldo tempo de cultivo e uma
diminuicdo dos pigmentos com o aumento da intedsidaminosa (25, 50, 300 e 600
umol de fétons M s?), tanto emgquanto emqp. Os picos observados nos espectros na
regido dos comprimentos de onda de 440 e 660 @ometacionados a concentracao de
clorofila-a, e os picos observados na regido de @710 nm sao relacionados a
concentracdo dos carotendides (Figs. 15 e 16).

Ao longo dos 12 dias de experimento observou-se altemacdo visual na
coloracao das culturas de MIRF e CYRF, com o auméatintensidade luminosa (Fig.
17). Porém nas culturas de CYRF essas alterac@a® fmais evidentes, sendo que no

fim do experiemento {§), os tratamentos de baixa intensidade luminosaRF=25 e
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CYRF-50) as culturas permaneceram “verdes”, enguaguoe nas altas intensidade

luminosas (CYRF-300 e CYRF-600) as culturas tormasa “verde-amareladas”
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Figura 14: Espectro de abspr¢do na luz visivel (400 a 700 pan)extragcdo em
Metanol de MIRF em cultivadas em diferentes intgades luminosas (25, 50, 300, 600
pumol de fétons M s*) no 6° e 12° dia de cultivo. Cada curva correspoadum
espectro representativo em cada condicdo de crestom
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Figura 15: Espectro de abspr¢cdo na luz visivel (400 a 700 pon)extracdo em
Metanol de CYRF cultivada em diferentes intensidaldeninosas (25, 50, 300, 600
umol de fétons M s?) no 6° e 12° dia de cultivo. Cada curva corresipoa um
espectro representativo em cada condi¢cdo de crestom
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Figura 17: Culturas de MIRF e CYRF ao longo de 12 dias deesxgento (§, t; € t2),
nas intensidades luminosas: 25, 50, 300,.606! de fétons M s™.

Fluorescéncia Estacionéria do PSlI

A temperatura ambientes 5°C) a fluorescéncia emitida pelos fotossintetigs
€ do fotossistema Il. A excitacdo com luz azglE 438 nm) das células cultivadas em
diferentes intensidade luminosas, resultou numaséuida fluorescéncia da clorofila-a
gue apresentou um maximo em 682 nm (Figs. 18 eAl8issao da fluorescéncia foi
inversamente proporcional as intensidade luminostkzadas, ou seja, maior
fluorescéncia foi observada nas células cultivaatasmenores valores de intensidade

luminosa (25 e 50 umol de fétons’rs*) e menor fluorescéncia das células cultivadas
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em intensidade luminosas mais elevadas (300 e 6@l fétons nt s), reflexo da
diminuicao da clorofila-a. Em MIRFR#foi observado um “ombro” na regido e 650 nm,

sugerindo que houve um aumento relativo de emidsdicocianina.

4e+11 4e+11
25 pE MIRF T6 MIRF T12

3e+11 - 3e+1l 1

2e+11

2e+11 4

le+11 le+1l 1

Emissédo de Fluorescéncia (a.u.)

600 650 700 750 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 18: Emissdo de fluorescéncia de MIRF cultivada emrelifees intensidades

luminosas (25, 50, 300, 600 pmol de fétorissh) no 6° e 12° dia de cultiv . Excitacéo
com luz em comprimento de onda de 438 nm. Cadaaatowesponde a um espectro
representativo em cada condi¢cdo de crescimento.

25 HE CYRF t,
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Figura 19: Emissao de fluorescéncia de CIRF-01 cultivada genehtes intensidades
luminosas (25, 50, 300, 600 pmol de fétond &) no 6° e 12° dia de cultivo .
Excitagdo com luz em comprimento de onda de 438Cada curva corresponde a um
espectro representativo em cada condicdo de crestom
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Quando os dois tipos de células foram excitadosegiio espectral de 400-670
nm e a fluorescéncia da clorofila-a detectada eéh 188, observou-se que a energia
absorvida pelos carotendides (regido do azul) asgeobilinas (regido do laranja) foi
transferida para a clorofila a do PSIl (Figs. 2@1¢, evidenciando um acoplamento
energético entre as antesnas do PSIl. De um modd, geouve um aumento da
fluorescéncia com o tempo de cultive ffara t,), devido ao auto-sombreamento e uma
diminuicdo da fluorescéncia com o aumento da indeds luminosa de 25 para 600

umol fétons rif s* de cultivo.

25 uE MIRF t; MIRF t,,
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Figura 20: Espectro de emissao de fluorescéncia de MIRF edldvem diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 300, 600 umol tEngm* s*) no 6° e 12° dia de
cultivo A emisséo de fluorescéncia detectada a iB8ZPada curva corresponde a um
espectro representativo em cada condicdo de crestom
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Figura 21: Espectro de excitacdo de fluorescéncia de CYRKvadh em diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 300, 600 umol tEngm® s*) no 6° e 12° dia de

cultivo A emisséo de fluorescéncia detectada a iB8ZPada curva corresponde a um
espectro representativo em cada condicdo de crestom

Curva Rapida de Luz

Os parametros das curvas rapidas de luz (CRL) eRFl\Hvaliados em4, foram
semelhantes para todos os tratamentos (IR =1,77;p=0,9;a F =1,21;,p = 0,37
e Ik F = 0,135;p = 0,93) (Fig. 22). A eficiéncia fotossintética daplelo valor dex
(coeficiente angular) foi de 0,3 = 0,1, houve ureadéncia de diminuion com o
aumento da intensidade luminosa. A taxa maximaahsfieréncia de elétrons (EFR
foi de = 70 pmol elétrons nf s para todos os tratamentos. Os valores de, &ETR
apresentaram um platd nas intensidade luminosapreendidas entre 600 e 1200
umol de fétons i s*, sem que fosse observado a ocorréncia de foto#mhiinanica
(down regulation). Os parametres ETRnsx € IK para as CRLs de MIRF estdo

representados na Tabela 1.
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Figura 22: Curva rapida de luz de MIRF, no 12° dia de cresoimé;,), cultivadas em
diferentes intensidades luminosas (25, 50, 300606l fétons rif s7).

Tabela 1 Parametros das curvas rapidas de luz (CRL) pafRFMem diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 300, 600 pumol ®toif s'). o = eficiéncia
fotossintética (umol elétrons/pumol fétons); ETRn¥xaxa maxima de transferéncia
elétrons (umol elétrosnsis?); Ik = intensidade luminosa de saturacéo da fantsse
(Lmol fétons rif s%)

Curva rapida de Luz - MIRF

12° dia de cultivo

Parametro 25 50 300 600
(LEm?Z.s?h) (LEm?Z.s?h) (LEm?Z.s?h) (LEm?.s?h)
a 0,3+0,1 0,3+0 0,2+0,1 0,2+0
ETRmax 73,5+0,1 79,5+ 4,5 69,2 + 20,5 62,7+0
Ik 255,6 + 0 256,7 + 33,4 286,3 +37,3 261,9+0

As CRL de CYRF foram semelhantes entre todos tsntentos (Fig.23). A taxa
méxima de transferéncia de elétrons (EZ8 foi cerca de= 70 umol elétrons/nfs® (F
=2,1;p = 0,105), a eficiéncia fotossintética) (foi 0,3. O indice de saturacdo por luz
(Ik) aumentou também foi semelhante 230 + 8,6 edodoos tratamentos, sugerindo

uma aclimatacéo das células nas intensidades lsasndtilizadas. (Tab. 2). Os valores
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de ETRjax, assim como nas CRL de MIRF, apresentaram um piasd intensidade
luminosas compreendidas entre 600 e 1pA®l de fétons M s*, sem que fosse
observado a ocorréncia de fotoinibicdo dinanicaw(doregulation. As CRLs
demonstram que MIRF e CYRF se comportaram de faemaelhante as mudancas

rapidas da intensidade luminosa incidente sobcélatas.

80 A

(o2}
o
1

CYRF 25
CYRF 50
CYRF 300
CYRF 600

[ ]
(¢]
v
A

ETP umol eletréns/ m2s1
8 (S

0 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Intensidade luminosa (umol fétons m-2 s'l)

Figura 23: Curva rapida de luz de CYRF, no 12° dia de cresuiong,), cultivadas em
diferentes intensidade luminosas (25, 50, 300, §0@ol de fétons M s'

Tabela 2 Parametros das curvas rapidas de luz (CRL) paBFCem diferentes
intensidades luminosas (25, 50, 300, 600 umol ®toif s%). o = eficiéncia
fotossintética (umol elétrons/umol fétons); ETRm@taxa maxima de transferéncia
elétrons (umol de elétrosns?nsl); Ik = intensidade luminosa de saturacdo da
fotossintese (Lmol fétonshs)

Curva rapida de Luz - CYRF
12° dia de cultivo

Parametro 25 50 300 600
(LEm®.s?h) (LEm®.s?h) (LEm®.s?h) (LEm?.sh
a 0,30 £ 0,05 0,30 + 0,08 0,30 + 0,05 0,30 + 0,07
ETRmax 66,65 + 6,37 69,0+ 7,43 73,1 £ 10,64 69,6 + 0,74
Ik 222 +24,2 230,5 + 26,8 2436 +16,8 232 + 38,1
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Efeito da luz na morfologia

Variacoes na morfologia de MIRF

Para a verificagdo da alteracdo do diametro dagasétleM. aeruginosaforam
incluidas medidas referentes ao periodo de prénaizcdo das culturas MIRF-controle
(35 pmol de fétons is?). O diametro das células 8 aeruginosavariou em funcéo
das intensidades luminosas utilizada8 € 133,8;p < 001), mas ndo apresentou
diferencas significativas ao longo dos dias do empmto (F = 0,27;p = 0,8),
indicando o efeito da aclimatacao prévia das cattu® didmetro das células de MIRF
variou de 3,8 = 0,01 um (MIRF-25 e MIRF-controlepd + 1,0 pm em MIRF-600.
Desta forma, foram observados trés grupos homogéagMIRF-controle, MIRF-25 e
MIRF-50; 2) MIRF-controle, MIRF-50 e MIRF-300 e LRF-600 (Fig. 24). Além da
variacdo no didmetro das células, observou-se tamdgFegacdes das células, muito

parecida com colonias, em MIRF-25 e MIRF-50 (Fig 2&-E).

I Controle
1 MIRF 25
[ MIRF 50
XX MIRF 300
I MIRF 600

Il

Diametro da célula (um)
N

PO OO OO OO OO |

SO

0 T T T
TO T6 T12

Tempo (dias)
Figura 24. Variacdo no diametro das células de MIRF-01 natroten (periodo pré

aclimatacao) e em diferentes intensidades lumin@gss50, 300 e 600 pmol fétons.m
2.stao longo de 12 dias.
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Variacdes na morfologia de CYRF

As caracteristicas morfologicas analisadas@Gnnaciborskiivariaram de acordo
com as diferentes intensidades luminosas e ao ldogempo. De maneira geral, houve
um aumento no comprimento dos tricomas nas intade&lmais elevada&®(= 342,7;

p < 001). Assim, o teste de Tukey separou trés grinomogéneos: 1). CYRF-25 (60,1
+ 32,8 um); 2). CYRF-50 (41,3 + 31,1 um) e 3) CY®0I® (86,1 + 39,1 um) e CYRF-
600 (80,7 £ 42,4 um). Ao longo do tempo, o compritnemédio dos tricomas para
todos os tratamentos foi igual entseett,, mas sofreu um leve aumento eT(f* =
112,1;p < 001) (Fig. 25).

Para as analises do tamanho das células (comparadatgura), foram incluidas
medidas referentes ao periodo de pré aclimatagioultairas CYRF-controle (35 pmol
foténs.m?.s"), com o objetivo de avaliar se o efeito péde deseovado ao longo do
periodo de aclimatagdo. O comprimento das cél@ddswde cerca de 8,0 £ 1,0 um em
CYRF-controle e em CYRF-25a 9,7 £ 1,8 em CYRF-@0& 3,9;p = 0,06), formando
dois grupos homogéneos: 1). CYRF-controle, CYRF&ZBRF-50 e CYRF-300 e 2).
CYRF-300 e CYRF-600 (Fig. 26, A). A largura dasut# também variou ao longo dos
tratamentos (F = 14.¢;< 0.01). O teste de Tukey apresentou dois grupo®béneos:
1) CYRF-controle, CYRF-25 e CYRF-50; 2) CYRF-30C¥RF-600 (Fig. 26, B). Os
tricomas de CYRF-50 apresentaram um estreitameagcertremidades. As alteragdes
morfolégicas foram mais evidentes nos tratamento€¥RF-300 e CYRF-600 onde
também foram observados tricomas levemente curvadwes diferenciagdo nas

extremidades. Em CYRF-600@uve ocorréncia de filamentos bifurcados (Figl}7,
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Figura 25 : Variagdo no comprimento dos tricomas de CYRF-01 difarentes
intensidades luminosas (25, 50, 300 e 600 pmoh&id?.s*) ao longo de 12 dias.
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Figura 26. Variagcdo no comprimento (A) e largura (B) das le&lude CYRF-01 no
controle (periodo pré aclimatacédo) e em diferemtemsidades luminosas (25, 50, 300 e
600 umol fétons.M.s?) ao longo de 12 dias.
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Figura 27. Micrografia da aparéncia das cepas submetidadesedies intensidade
luminosas (25, 50, 300 e 600 pmol fétoriégn). Células de MIRF (A-E), destaque
para as agreacfes das células (B) e (C). Diferengaamanho e morfologia dos
tricomas de CYRF de (F-J), constricdo dos tricoffras G), tricomas com extremidade
afinadas (H), acineto etricomas finos (I), ) Triasbifurcados (J).
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Efeito da interag&o entre as duas espécies em dietes intensidades luminosa

Quando em monocultura, MIRF n&o apresentou variagddaxas de crescimento
com o aumento da intensidade luminosa (50 pargu@fl de fétons M s?) (F = 0,81;
p = 0,69). Entretanto, as duas cepasCgéndrospermopsisaciborskii (T3 e CYRF)
apresentaram maiores taxas de crescimentos em inggxasidade luminosa (50 pmol

fotons.m?.s%) (T3, F = 3,7p = 0,12) (CYRF, F = 193, = <0,01) (Fig.28).
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Taxa de Crescimento (d'l)

Cepas

Figura 28. Taxas de crescimento baseadas no volume das niumasue MIRF, T3 e
CYRF em diferentes intensidade luminosas, ao longo d#ak)

Quando em culturas mistas, as cepas MIRF e T3 apsam taxas de
crescimento semelhantes aos valores encontradosm@moculturas, para ambas as
intensidades luminosas estudadas (MIRF, F = (©810,41 e T3, F = 3,7 = 0,69).
Entretanto, as culturas mistas com MIRF e CYRFs®raram resultados antagonicos
quando em baixa e alta luz. Em 50 pmol de fétofissip CYRF apresentou menores
taxas de crescimento quando na presenca de MIRfuelauando em monoculturas
(0,28 + 0,02 & e 0,24 + 0,01 d, respectivamente). J& em 500 pmol fétons s,

MIRF parece ter sido favorecido pela presenca dBEYois apresentou maiores taxas
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de crescimento na presenca de CYRF do que em mitumac(D,31 + 0,03 de 0,18 =+

0,06 d*, respectivamente). (Fig. 29)
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Figura 29. Taxas de crescimentos baseada no volume de MIRE,OYRFA) em
baixa intensidade luminosa 50 pumol fétorié s1. (B) em alta intensidade luminosa
500 umol de fétons ths* monoculturas e culturas mistas ao longo de 10 dias
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DISCUSSAO

Relacgbes entre crescimento celular e disponibilidedde luz

O aumento da densidade celular ao logo do tempaulagas deMicrocystis
aeruginosa- MIRF e Cylindrospermopsis raciborkiCYRF promoveu uma elevacao
na turbidez (A750) e uma diminuigdo na quantidaelédud (PPFD) disponivel para as
células. As culturas de MIRF e CYRF submetidas meimtensidades luminosas (25 e
50 pmol fétons Mis?) apresentaram maior diminuicdo da PPFD e maioreatonda
turbidez, comprovando a necessidade de maior ctacéon de pigmentos para
aumentar a eficiéncia na captacao de luz parazegdld da fotossintese em baixa luz. A
guantidade de luz capaz de penetrar em uma cuép@nde da intensidade luminosa a
qual as culturas sdo submetidas e do aumento daddde celular (SCHAEFER e
GOLDEN 1989). Vérios experimentos tém sido realimaém diferentes laboratérios
com a finalidade de conhecer o comportamentoMdeaeruginosae C.raciborskii
submetidas a diferentes intensidades luminosas (HB;11992; SAKER, et al., 1999;
SAFIK, et al., 2001; CARNEIRO, 2005; MELGACO, 200BOARES, 2008;
CARNEIRO, 2009; MIRANDA, 2009; BUCH, 2009; RIOS, 2m MELLO, 2011).
Entretanto, conforme aponta GOLDEN (2004), o efai® diferentes intensidade
luminosas (principalmente as altas) na fisiologtaescimento e morfologia de
organismos fotossintetizantes aquaticos é extremi@meéependente do aumento da
densidade e consequente reducéo da quantidade despwnivel para células ao longo
do tempo. Assim, poucos trabalhos indicam essandigdo, fato este que pode
influenciar em uma diferenca de valores acima déo S5@ste trabalho) na real
guantidade de luz que esta sendo utilizada pelagasé O aumento da densidade

celular promove o aumento turbidez das culturagépiga reducdo nos valores PPFD.
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Como é mostrado neste estudo, a PPFD inicial dep®06l de fétons i s* sofreu
reducdo para 380 pmol de fétons fs?, tanto em MIRF quanto em CYRF.

As taxas de crescimento de MIRF, foram semelhatié® os tratamentos (0,38
d' + 0,15) F= 58,511, p<0,001, valor semelhante pataxa de crescimento para a
mesma cepa (MIRF), foi encontrado por SOARES (2088),3 d*, submetida a um
gradiente de luz de 35 a 350 pmol fétorissh CARNEIRO (2005) também encontrou
valor semelhante (0,371 para outra cepa dd.aeruginosa(NPJB-1) expostas a 100
pumol de fétons M s*. MIRANDA (2009) encontrou taxa de crescimento cilaada
ao biovolume de 0,18 Wquando MIRF foi cultivada a 25 umol fétons?ns™.
Resultado semelhante foi encontrado para outradelk aeruginosaNPJB-1, quando
submetida & intensidade luminosas menores que 4 fomons n? s* (MOLICA,
1996; CARNEIRO, 2005).

Os tratamentos de CYRF (CYRF-25, CYRF-50, CYRF-3®)0CYRF-600)
apresentaram taxa de crescimento 0,2% 6,19) F= 58,511, p<0,001. Diferente dos
resultados apresentado neste trabalho, SOARES )(2088rvou um aumento da taxa
de crescimento (de 0,35 para 07§ gara CYRF ao aumentar a intensidade luminosa de
35 para 280 pmol de fétonss®. Porém, observou-se uma diminuicdo da taxa de
crescimento (0,4 Y quando a intensidade luminosa foi aumentada P&€apmol
fotons m? s'. CARNEIRO (2005) também observou um aumento da tee
crescimento com aumento da intensidade luminosdé&ampara outra cepa de.
raciborskii CYP 011K (0,35 d+ 0,06 a 0,5 d + 0,04) nas intensidades luminosas 40 a
100 pmol de fétons s’ BRIAND et al., (2004) relataram taxas de crescime
variando de 0,4 a 0,8 'l em culturas deC. raciborskii crescendo sob intensidade
luminosas de 50 a 125 umol de féton$ s, com maiores valores sendo obtidos em

culturas mantidas sob as maiores intensidades agasn MIRANDA (2009), para a
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cepa NPCS-1 de C. raciborsskii, encontrou difesetaeas de crescimentos para baixa e
alta intensidade luminosa (25 e 250 de pmol fétoiAss?, respectivamente), sendo a
menor taxa de crescimento encontrada para altasideede luminosa (0,1 £ 0,02). Nos
dados apresentados anteriormente sobre a taxastencento d€. raciborskiindo fica
claro o baixo requerimento por luz desta espéogstdNtrabalho, por exemplo, néo foi
observado diferenca na taxa de crescimento de CN&& diferentes intensidades
luminosa utilizadas, sendo um indicio da aclimaiagas células as intensidades
luminosas utilizadas neste estudo.

Na literatura, diversas intensidades luminosasus#igaadas em experimentos a
fim de tentar entender o comportamento e a prodde&mmpostos das cianobactérias
sob um gradiente de lukl. aeruginosdoi encontrada formando floracdo na superficie
de um sistema tropical a 2000 pmol de fétond st, enquantoC. raciborskii
apresentou elevada biomassa a 4m, onde a inteasidadhosa foi de 400 umol de
fotons n s* (SOARES et al, 2009). Porém ndo ha um consenso para a realizacio d
experimentos em laboratérios de qual intensidackéniosa é considerada alta ou baixa.
CARNEIRO et al. (2009) consideraram 150 pmol derfétn¥ s* como intensidade
luminosa alta e 50 pmol de fétons?ns™ como intensidade luminosa baixa. Neste
mesmo trabalho, CARNEIRO et al. 2009, mostrou negiocconcentracdes de
saxitoxinas e neosaxitoxinas foram encontradasétatas deC.raciborskiicultivadas a
100 pmol de féton ts*. BRIAND et al. 2004 consideraram 125 pumol fétorié sn
como intensidade luminosa mais alta e 30 pmol #engm’ s* como intensidade
luminosa mais baixa, enquanto MIRANDA (2009) coasidi 250 umol de fétonsm
s' como intensidade luminosa alta e 25 pmol de féimifss®, como intensidade
luminosa baixa. MELLO (2011) considerou 500 pmofdtens nis* como intensidade

luminosa alta e 25 pmol de fétons’rs*, como intensidade luminosa baixa, e sugere
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que altas intensidades (250 e 500 pmol de fétohsthparecem promover em CYRF

a producdo de moléculas sinalizadoras de comurtaagiélar quorum sensing

Caracterizacao dos parametros fisiologicos relaci@ios a assimilacéo de luz por

M.aeruginosa e C.raciborskii.

As respostas fisioldgicas dos organismos fotod#ints podem ser influenciadas
pela alteracdo no padréo de distribuicdo da luzah@ptes organismos estdo submetidos
na natureza ou em laboratério. Para conseguiremivasncom essas alteracdes diarias
e ao longo do tempo, varios desses organismos sfoteszantes desenvolveram
mecanismos de fotoaclimatacdo. Os individuos atdidus a altas intensidades
luminosas apresentam baixo conteudo de clorofilas éeores de pigmentos assessorios
(carotendides), altas taxas de fotossintese mafkmg, baixa eficiéncia fotossintética
(o) e altos valores de Ik (intensidade luminosa ral gudotossintese é saturada por luz).
Por outro lado, os individuos aclimatados a baixenisidade luminosa apresentam altas
concentracdes de clorofila por biomassa, baixoetmd em carotendides, altas taxas de
fotossintese maxima (Pm), altos valores de efi@éfutossintéticad) e baixos valores
para Ik, (GROBBELAAR e KURANO, 2003; SILVA, 2008A dominancia de
cianobactérias em ambientes aquaticos pode secadalidevido as vantagens
ecoldgicas e fisioldgicas deste grupo sobre oualges (OLIVER e GANF, 2000).

Neste estudo, alteragdo na quantidade de pigmésitadbservado para as duas
espécies. Nos tratamentos com MIRF diferenca $gifa em relacdo aos
carotendides totais, e para os tratamentos com J¥iRIbservado uma diminuigdo na
quantidade de clorofila-a e um aumento dos carateadtotais com o aumento da
intensidade luminosa (25, 50, 300 e 600 pmol fétons s'). Quanto maior a

intensidade luminosa, menor a quantidade de pigmentcessarios para fazer a
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captacdo de luz e maior a quantidade de pigmentepgdem atuar na fotoprotecao,
carotendides totais. Durante a realizacdo desteriexpnto, observou-se um aumento
dos pigmentos totais dg para t,, tanto para MIRF quanto para CYRF. Este fato pode
estar relacionado a diminuicdo da PPDF nas cultoam foi verificado anteriormente,
causado pelo auto-sombreamento. Quando um fotodfitot € exposto a baixas
intensidades luminosas, é observada uma maior otvacéo de clorofila-a, que atua na
captacdo de luz para a realizagdo da fotossindésejuando sdo expostos a altas
intensidade luminosas, h4 uma diminuicdo na coregi dos pigmentos que atuam na
coleta de luz e um aumento nas concentracfes déecdides que podem atuar na
fotoprotecdo (FAIKOWSKI e RAVEN, 2007). Sugere-seueq a relacao
carotendide/clorofila-a para CYRF explica a alt@mga coloracdo para os tratametos
com alta intensidade luminosa (CYRF-30 e CYRF-608) “verde” para “verde-
amareladas”. WU et al. (2009) verificaram um aumento na relagcéo
carotendide/clorofila-a par@. raciborskiiem relacdo as culturas d& aeruginosae
Aphanizomenon flos-aquaenas a concentracdo de clorofilat@i menor em C.
raciborskii do que nas outras espécies depois de 4 diastdecul

As curvas répidas de luz (CRLs) de MIRF nédo aptesam uma diminuicdo da
taxa de transferéncia de elétrons (ETR), demorwstpatb declinio da curva na regiao
saturada por luz e indicando a ocorréncia da pgasda mecanismos dissipativos de
energia “down regulation”, como sugerido por RALBHSADEMANN (2005). Isto
pode ter ocorrido devido a maior intensidade lusénatilizada para a obtencdo das
CRLs de MIRF ter sido de 1200 pmol de fétorié sit. Nossos dados estédo de acordo
com WU et al (2009), que demonstraram que a redpaeparacao do fotossistema para
Microcystisfoi encontrada em intensidade luminosa acima d@ }2fol de fétons ih

s'. Diferentemente as CRLs de CYRF apresentaram egida de “down regulation”
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em intensidade luminosas acima de 1200 pmol dedét& s*. Os resultados das CRL
indicaram que as cepas estdo aclimatadas as ohedesi luminosas utilizadas neste
trabalho. As CRLs demonstram o comportamento dassdmtetizantes em uma
mudanca rgpida na incidéncia luminosa, por exengglayma nuvem entra na frente do
sol momentaneamente RALPH e GADEMANN (2005). Osapetros fisioldgicos

observados neste estudo indicam que ambas as espigsram aclimatadas as
intensidades luminosas utilizadas e variagdo nensiade luminosa n&o geraram

respostas fisiologicas diferentes.

Efeito da luz na morfologia

Em condi¢gbes naturais o sinergismo de varios fatdiculta a afirmarcéo de
quais fatores interferem no desenvolvimento de determinada populagédo. Entretanto
experimentos em laboratério permitem selecionaorgrolar as variaveis que atuam
sobre o desenvolvimento de uma populacéo e desle,nmderir nos parametros que
afetam o desenvolvimento populacional do organismalisado.M. aeruginosaé
encontrada na natureza na forma de colénias ewhopdr mucilagem, porém quando
cultivada em laboratorio mantém-se em células soli@ste estudo MIRF apresentou
aumento do didametro celular quando cultivada emnsitade luminosa mais alta
(MIRF-600). Além disso, agregacdes celulares conmiao de formacao de colbnias
foi observado e MIRF-50. Formacdo de colonias efturas deM. aeruginosafoi
relacionada a sinais quimicos liberados por predadd¥ ANG et al., 2009; BECKER,
2010), e por competicdo interespecifica c@mraciborskii (MELLO 2011). Deste
modo, mecanismos de comunicacdo celular para induziormacdo de colbnias
parecem ser dependentes de moléculas sinalizagwoalkizidas em situacbes de

estresse. Combl. aeruginosaé uma espécie que parece possuir um alto requéamen
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por luz, sugerimos que as agregacdes observadasatmsentos de baixa intensidade
luminosa (MIRF-25, MIRF-50), tenham sido desencddsapor alguma molécula
produzida por esta espécie em situacao de estresse.

C. raciborskiié uma cianobactéria filamentosa que possui umdagpigsticidade
fenotipica, como ja foi observado por diversos @sto (BOUVY, 1999;
KOMARKOVA, et al., 1999; SHAFIK, et al., 2003; FEFERA, 2007; BUCH, 2009),
tanto em condi¢cdes controladas de cultivo quantonatureza. A razao para as
alteracdes na morfologia desta espécie parecerefdaionada tanto a fatores bioticos
quanto abidticos. No presente estudo, houve um r@iionm® comprimento dos tricomas
conforme o aumento da intensidade luminosa. Apdsar variagcbes observadas, a
largura média das células dos tricomas de CYRF aglostos tratamentos esteve de
acordo com o intervalo proposto na descricdo algida espécig(2,5-4,0 um)
(KOMAREK, 2003). Em baixas intensidades luminosa¥RF-controle, CYRF-25 e
CYRF50), a largura das células foi dej2yb E em alta intensidade luminosas (CYRF-
300 e CYRF600) foi de 4,m. As alteragbes morfologicas nos tricomas Gle
raciborskii também ja foram descritas por diversos autore®AFHKi et al.; (2003) e
FERREIRA (2007) relataram que em baixas concergsaci® nutrientes, os tricomas
comecam a apresentar anomalias morfolégicas pardnoar utilizando de forma
eficiente os nutrientes disponiveis. KOMARKOVA ¢t §1999) também constataram
que tricomas deC. raciborskii apresentaram anomalias em baixas concentracdes de
nutrientes, e voltaram a apresentar morfologia abr(@élulas cilindricas, tricomas
curtos e retos, sem constricdo, heterdcitos em srabaextremidades e presenca de
acinetos) apés serem inoculados em meio de cuttbro concentracfes Otimas de
nutrientes. SOARES (2008) verificou alteracdo narfohmgia dos tricomas de&.

raciborskii (CYRF) em um gradiente de temperatura (12 a 32 N&ste estudo,
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observamos alteracbes na morfologia dos tricom&YdF, nos tratamentos com altas
intensidades luminosas (CYRF-300, CYRF-600), exinlade afilada, presenca de
acineto, tricomas contorcidos e bifurcados forameolados no tratamento CYRF-600.
Tricomas bifurcados também foram observados por BUYZD09) quando testada a
variagdo de temperatura e intensidade luminosa.ddSeassim, as alteragbes
morfolégicas observadas em MIRF e CYRF, neste egbade estar relacionadas com
estratégias populacionais destas espécies a vesial@s intensidades luminosas do

ambiente natural.

Efeito da interag&o entre as duas espécies em dietes intensidades luminosa

M. aeruginosae C. raciborskii s&o comumente encontradas ocorrendo em
populagdes naturais (BORGES, 2008; CROSSETTI e BIGJJ)2008; FIGUEREDO e
GIANI, 2009; SOARES et al2009). Neste trabalho foi comparado o efeito desdua
intensidades luminosas (50 e 500 umol de fétoAsthna interacéo entre uma cepa de
M. aeruginosa(MIRF) e duas cepas d€.raciborskii (CYRF e T3). Quando em
monocultura MIRF ndo apresentou diferenca entreagas de crescimentos em 50 e
500 pmol fétons M s*. Contudo, as duas cepas @e raciborskii (CYRF e T3)
cresceram melhor em 50 pumol fétons® rs'. Estes resultados corroboram com a
hipétese de&€. raciborskiiser uma espécie com baixo requerimento por luz (BAR,
1997; BOUVY et al., 2000; SOARES et al., 2009).

Quando em culturas mistas (MIRF e T3, MIRF e CYRMHRF apresentou taxa
de crescimento semelhante a monocultura quandaesenga das T3 e CYRF a 50
umol fétons rif s*. O mesmo foi observado para T3. Entretanto CYREs&Emtou taxa
de crescimento menor quando na presenca de MIRBBmmol de fétons ths?, T3

e CYRF apresentaram taxas de crescimento semedhasteonoculturas, quando na
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presenca de MIRF. Porém, MIRF na presenca de CYiRésantou maiores taxas de
crescimento quando comparada a monocultura. Nosso#tados sugerem que cepas
co-existentes isoladas de um mesmo ambiente, colR& Bl CYRF que foram isoladas
do reservatorio do Funil-RJ em 2005, apresentassmultados de interagdes diferentes
de cepas provenientes de diferentes locais. MEL2@LY) apontou a existéncia de
interacdes quimicas como a producdo de composttpaticos, comunicacéo celular
(quorum sensingentre as cepas MIRF e CYRF, indicando um possfato de co-
evolucéo entre essas cepas. Tais interacdes fordata mais evidentes entre MIRF e
CYRF do que destas com outras cepas. Além diss®,irtteracbes parecem ser
estimuladas por situagbes de estresse como codpetivariacdes nas intensidades
luminosas.

FIGUEREDO et al., (2007) e MELLO (2011), encontrarareducao do
crescimento d&l. aeruginosaexposta a produtos celulares@eraciborskii,e esta por
sua vezapresentou vantagem competitiva para culturas demé intensidade luminosa
de 110 pmol de fétons frs™. Neste trabalho em baixa intensidade luminosau(56l
fotons m? s¥ CYRF apresentou menor taxa de crescimento em gétereom MIRF, e
em alta intensidade luminosa (500 umol de fé6toRsi MIRF parece se beneficiar de
algum composto liberado por CYRF, diferente dosultados apresentados por
FIGUEREDO et al., (2007) e MELLO (2011). Essa difega pode ter sido devido as
intensidades luminosas utilizadas manutencéo dagas durante o experimento 50 e
500 pmol de fétons s, ou devido as interacdes ser entre células viyas,podem
secretar de forma continua e direta bioativos esludares. Ja existe evidéncia que os
produtos extracelulares d&.raciborskii inibem o desenvolvimento a atividade
fotossintética deM.aeruginosa (FIGUEREDO, 2007). Além disso, é importante

ressaltar que o efeito de compostos alelopaticobéden € dependente da dose da
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substéancia alvo-produzida e do estresse ao quadéxie alvo foi submetida (GROSS,
2003). Por isso torna-se fundamental conhecerendet a forma a como a interagao
entre as espécies e entre as cepas (linhagensjicaodia sintese de toxinas e de
compostos relacionados, assim como, a reacdo desfgEcies a mecanismos de
estresse. Devido ao sinergismo de varios fatorepapulacdes naturais, experimentos
em laboratérios sdo fundamentais para estes est@dosnhecimento da ecofisiologia
destas espécies de cianobactérias € uma podemamdata investigativa para o0s

diagnosticos e prevengdes de floracdes toxicas,

CONCLUSOES

Os paramentros ecofisiolégicos analisados nedbaltra ndo confiramaram a hipétese
de M.aeruginosaser uma espécie com alto requerimento por |Gz eaciborskiiuma

espécie com baixo requerimento por luz, quandavedids em diferentes intensidades
luminosas. Esta resposta pode estar relacionadaa@ulimatacdo das ceélulas as

intensidades luminosas utilizadas.

As agregacOes celulares évhaeruginosacultivada em baixa irradiancia podem estar
relacionadas a uma estratégia populacional, pan@@tar a superficie para uma melhor

captacdo de luz para realizacdo da fotossintese.

A interacdo entrdl.aeruginosee C. raciborskiiquando em cultivo misto em diferentes
intensidades luminosas apresetaram foi evidenta pepas isoladas de um mesmo

ambiente (MIRF e CYRF).
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